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АННОТАЦИЯ
Обоснование. Муковисцидоз — самое распространённое и неизлечимое генетическое заболевание. Наиболее частой 
причиной является мутация F508del в гене CFTR, которую гипотетически можно исправить методами редактирования 
генома. В настоящее время крайне актуальными являются как поиск наиболее эффективной системы редактирования 
на основе CRISPR/Cas9 для данной мутации, так и выбор клеток-мишеней, которые могли бы поддерживать самооб-
новление и давать дифференцированное потомство клеток лёгких. Такими перспективными мишенями служат инду-
цированные плюрипотентные стволовые клетки человека (чиПСК) и индуцированные базальные клетки дыхательных 
путей человека (чиБК).
Цель исследования — исправить мутацию F508del в гене CFTR в чиПСК и чиБК, полученных от пациентов с муковис-
цидозом, с помощью технологии CRISPR/Cas9.
Материалы и методы. Мы получили три линии чиПСК методом репрограммирования фибробластов от пациентов 
с муковисцидозом и три линии чиБК методом направленной дифференцировки вышеуказанных чиПСК. На основании 
трёх различных вариантов нуклеазы Cas9, трёх подобранных направляющих РНК и двух одноцепочечных олигодезок-
сирибонуклеотидов мы разработали восемь систем редактирования мутации F508del, которые ввели в чиПСК и чиБК 
методом электропорации, после чего в трансфицированных клетках оценили уровень негомологичного соединения 
концов, внесения инделов и направленной гомологичной репарации с помощью глубокого таргетного секвенирования.
Результаты. На чиПСК были протестированы восемь редактирующих систем. Наивысшая эффективность негомоло-
гичного соединения концов, внесения инделов и направленной гомологичной репарации наблюдалась при использо-
вании нуклеазы SpCas9(1.1). Мутацию F508del достоверно удалось исправить с помощью комбинации этой нуклеазы 
с направляющей РНК sgCFTR#sp1 (с эффективностью до 6,6% аллелей в трансфицированных клетках). На чиБК были 
протестированы две редактирующие системы, которые оказались наиболее эффективными в экспериментах на чиПСК. 
Мутацию достоверно удалось исправить с помощью обеих систем (эффективность — до 20% аллелей в трансфициро-
ванных клетках).
Заключение. Показана возможность высокоэффективной коррекции мутации F508del в гене CFTR в клетках, получен-
ных от пациентов с муковисцидозом, с помощью разработанной системы редактирования на основе системы CRISPR/
Cas9. Поскольку чиБК хорошо поддаются трансфекции и редактированию, а также могут быть получены в достаточ-
ном количестве из чиПСК, они являются перспективной платформой для разработки генотерапевтического лечения 
муковисцидоза.

Ключевые слова: муковисцидоз; индуцированные плюрипотентные стволовые клетки; CRISPR/Cas9; геномное 
редактирование; F508del.
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ABSTRACT
BACKGROUND: Cystic fibrosis (CF) is the most common fatal and incurable genetic disease. The most frequent reason is the 
F508del mutation in the CFTR gene, which can theoretically be corrected by genome editing. Currently, pressing issue is the 
search for the most effective CRISPR/Cas9-based editing system for this mutation, as well as the selection of target cells that 
could support self-renewal and provide differentiated progeny of lung cells. Such promising targets can be presented by human 
induced pluripotent stem cells (hiPSCs) and human induced airway basal stem cells (hiBCs).
AIM: To correct the F508del mutation in the CFTR gene in hiPSCs and hiBCs derived from CF patients using CRISPR/Cas9 
technology.
MATERIALS AND METHODS: We obtained three hiPSCs lines by reprogramming fibroblasts from patients with CF and three 
hiBCs lines by targeted differentiation of these hiPSCs. Based on three different variants of the Cas9 nuclease, three single 
guide RNAs, and two single-stranded oligodeoxyribonucleotides we created eight systems for editing the F508del mutation and 
transfected them into hiPSCs and hiBCs by electroporation. Then we analyzed the levels of non-homologous end joining, indels, 
and directed homologous repair in the transfected cells by deep target sequencing.
RESULTS: Eight editing systems were tested on hiPSCs. The highest efficiency of non-homologous end joining, indels, 
and directed homologous repair was observed when using SpCas9(1.1). The mutation was significantly corrected using 
a combination of this nuclease with the guide RNA sgCFTR#sp1 (with an efficiency up to 6.6% of alleles in transfected cells). 
Only two editing systems), which seemed to be most effective on chiPSCs, were tested on hiBCs. The mutation was significantly 
corrected using both systems (with efficiency up to 20% of alleles in transfected cells). 
CONCLUSION: We demonstrated the possibility of highly effective correction of the F508del mutation in the CFTR gene in cells 
obtained from patients with CF using a designed system for editing this mutation based on the CRISPR/Cas9 system. Since 
hiBCs can be transfected and edited quite successfully, and can also be obtained in satisfactory quantities from hiPSCs, they 
are a promising platform for the development of gene therapy for cystic fibrosis.

Keywords: cystic fibrosis; induced pluripotent stem cells; CRISPR/Cas9; gene editing; F508del.

To cite this article: 
Kondrateva EV, Demchenko AG, Volodina OV, Ryzhkova OP, Kovalskaia VA, Tabakov VYu, Lavrov AV, Smirnikhina SA. Correction of F508del in CFTR using 
CRISPR/Cas9 in cells derived from cystic fibrosis patients. Genes & cells. 2024;19(4):453–472. DOI: https://doi.org/10.17816/gc633926

https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
https://doi.org/10.17816/gc633926
https://doi.org/10.17816/gc633926


DOI: https://doi.org/10.17816/gc633926

455
ОРИГИНАЛЬНОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ Гены и клетки Том 19, № 4, 2024

ВВЕДЕНИЕ
Муковисцидоз является одним из самых распро-

странённых наследственных заболеваний. В  настоящий 
момент средняя продолжительность жизни людей с му-
ковисцидозом в России составляет 23,7 года [1], в США — 
32,4 года, хотя благодаря развитию патогенетической те-
рапии средняя прогнозируемая продолжительность жизни 
в США для детей, рождённых в 2016–2020 гг., составляет 
59 лет (согласно Annual Data Report 2020 Cystic Fibrosis 
Foundation Patient Registry). Однако такие методы лечения 
подходят не всем пациентам, препараты являются доро-
гостоящими и имеют значительные побочные эффекты, 
а также требуют регулярного применения на протяжении 
всей жизни, которое ограничено возрастом [2]. Вот поче-
му представляется необходимой разработка этиотропных 
методов лечения, в первую очередь генной терапии.

Первым из ключевых факторов, имеющих решающее 
значение для разработки эффективного подхода к генной 
терапии муковисцидоза, является достаточная эффектив-
ность метода коррекции мутации, вызывающей заболева-
ние. Вторым ключевым фактором служит эффективность 
доставки в очаг заболевания молекул-эффекторов или от-
редактированных клеток с возможностью их пролонгиро-
ванного терапевтического эффекта, в связи с чем крайне 
актуален также поиск собственно клеток-мишеней.

Что касается первого аспекта, то сейчас наиболее 
перспективным подходом генной терапии представля-
ется метод геномного редактирования. В его основе ле-
жит использование нуклеаз, способных вызывать сайт-
специфические изменения в геноме. Среди таких нуклеаз 
наиболее известными являются нуклеазы цинковых паль-
цев (ZFN), мегануклеазы, эндонуклеазы TALEN и, нако-
нец, группа белков Cas9. Нуклеазы Cas9 — это белки 
бактериального происхождения, которые при участии 
специальных молекул — направляющих РНК (нРНК) — 
способны вносить двуцепочечный разрыв в ДНК в строго 
определённом месте. Белки Cas9 обладают ограниченной 
эффективностью и точностью (поскольку разрезание мо-
жет произойти в неспецифическом месте, что называется 
off-target, т.е. нецелевой, активностью), и над улучше-
нием этих параметров работают многие группы иссле-
дователей во всём мире [3]. После создания нуклеазой 
двухцепочечного разрыва восстановление целостности 
ДНК в клетках проходит в основном по одному из двух 
путей репарации — негомологичного соединения концов 
(НГСК) или направленной гомологичной репарации (НГР) 
[4]. НГСК является преобладающим механизмом репара-
ции у высших эукариот, при этом в месте разрыва в ходе 
репарации создаются небольшие вставки или делеции, 
которые зачастую нарушают рамку считывания. Реже 
возникают транслокации и большие делеции. Явление 
НГСК широко используется в создании нокаутов, однако 
мешает точному редактированию генома, вызывая не-
контролируемые случайные мутации в целевых локусах 

[5]. Чтобы преодолеть эти ограничения, предпринимаются 
попытки использования донорной ДНК-матрицы, которая 
путём НГР заменяла бы собой повреждённый участок ДНК 
и восстанавливала таким образом правильную последо-
вательность. Однако НГР сложно использовать, как уже 
было сказано, из-за её крайне низкой эффективности 
в клетках эукариот, поэтому в настоящее время мно-
гие исследования направлены на усиление пути НГР [6, 
7] и/или на подавление пути НГСК [8]. Матрица для НГР 
может представлять собой одноцепочечный олигодезок-
сирибонуклеотид (оцОДН) или двуцепочечную молекулу 
ДНК (линеаризованную или кольцевую в виде плазми-
ды). Выбор типа донорной ДНК часто продиктован раз-
мером вводимой модификации: например, для неболь-
ших по размеру исправлений в основном используются 
оцОДН, при этом они широко доступны с коммерческой 
точки зрения, поскольку их длина обычно составляет 
менее 200 нуклеотидов. При конструировании донорного 
олигонуклеотида участок ДНК с желаемой модификаци-
ей должен быть фланкирован специфическими плечами 
гомологии, длина которых может варьировать (от 30–40 
до 70–90 нуклеотидов) и обычно примерно одинакова 
с двух сторон от вставки [9].

Что касается второго аспекта, при разработке генной 
терапии муковисцидоза принципиальным является поиск 
клеток-мишеней, которые могли бы поддерживать само-
обновление и давать дифференцированное потомство 
клеток лёгких. Несмотря на огромный потенциал чело-
веческих индуцированных плюрипотентных стволовых 
клеток (чиПСК), в работе с ними возникает ряд проблем 
в связи с их тератогенностью [10], низкой эффективностью 
трансфекции и редактирования. Поэтому сильный интерес 
вызывают базально-клеточные предшественники, кото-
рые, согласно многим научным статьям, поддерживают 
рост эпителия дыхательных путей, функционируя в них 
как стволовые клетки [11].

Получение аутологичных базальных клеток дыха-
тельных путей из отредактированных плюрипотентных 
стволовых клеток, специфичных для донора, выглядит 
перспективным направлением в разработке терапии му-
ковисцидоза. За последнее десятилетие был достигнут 
значительный прогресс в способности дифференцировать 
чиПСК в эпителиальные клетки лёгких с увеличенной зре-
лостью и функциональностью. Разработаны протоколы, 
которые повторяют основные этапы развития, приводя-
щие к спецификации лёгких: индуцирование дефинитив-
ной энтодермы, антериоризация с образованием передней 
энтодермы передней кишки, вентрализация с образова-
нием ранних предшественников лёгких [12]. Тем не менее, 
хотя человеческие индуцированные базальные клетки 
(чиБК) дыхательных путей, полученные из чиПСК, обла-
дают рядом преимуществ по сравнению с первичными 
базальными клетками дыхательных путей, они вызывают 
и дополнительные проблемы, связанные с тератогенным 
потенциалом и неполной дифференцировкой чиПСК, 
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накоплением нецелевых геномных изменений во время 
репрограммирования, редактирования генома или в ходе 
культивирования. Кроме того, перед терапевтическим 
применением учёным предстоит решить технические 
и клинические проблемы, такие как сложность доставки 
из-за сильных барьерных свойств эпителия дыхательных 
путей, правильное заселение клеток в нормальном базо-
латеральном расположении, необходимость мультипотен-
циальной дифференцировки для пополнения дыхатель-
ных путей скорректированными клетками и сохранение 
способности к самообновляющемуся делению.

Несколько групп исследователей в мире активно 
работают над коррекцией самой частой при муковисци-
дозе мутации F508del. Большинство работ, сделанных 
с использованием нуклеаз ZFN или TALEN, трудоёмки 
и дорогостоящи, поэтому эти нуклеазы не получили ши-
рокого распространения. В  последнее десятилетие всё 
большую долю занимают исследования с помощью систе-
мы CRISPR/Cas9. В  большинстве работ показана низкая 
эффективность in vitro коррекции [13–16], тем не менее 
в нескольких работах удалось получить значимые уровни 
скорректированных аллелей: 1,9% в клетках линии CFTE 
[17], 12,7% в чиПСК [18] и до 40% в первичных базальных 
клетках верхних дыхательных путей и бронхиальных эпи-
телиальных клетках [19]. Тем не менее весьма актуально 
продолжение исследований в направлении исправления 
мутации F508del с ещё большей эффективностью и точно-
стью, причём в различных типах плюрипотентных клеток.

Цель исследования — коррекция мутации F508del 
в гене CFTR в клетках, полученных от пациентов с му-
ковисцидозом (чиПСК и чиБК), с помощью технологии 
CRISPR/Cas9.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Получение человеческих индуцированных 
плюрипотентных стволовых клеток 

Из биопсийного материала кожи трёх пациентов 
(№№  1, 2 и 7) с муковисцидозом, обусловленным гомо-
зиготной мутацией F508del, были получены линии фи-
бробластов с использованием пролиферативной среды 
«Амниокар» («ПанЭко», Россия). Все участники либо их 
официальные представители до включения в исследова-
ние добровольно подписали форму информированного 
согласия, утверждённую в составе протокола исследо-
вания этическим комитетом ФГБНУ «МГНЦ» (протокол 
№ 1 от 28.01.2016 г.). Далее из этих фибробластов были 
созданы три линии чиПСК путём репрограммирова-
ния, для чего использовали наборы CytoTune™-iPS 2.0 
Sendai Reprogramming Kit (Thermo Fisher Scientific, США) 
и ReproRNA™-OKSGM Kit (STEMCELL Technologies, Канада) 
согласно протоколам производителей. чиПСК культивиро-
вали в среде Essential 8™ (Gibco, США) на культуральном 
пластике, покрытом Matrigel (Corning, США), при 37  °C 

и 5% CO2. Каждые 4–10 дней в зависимости от конфлю-
энтности клетки пересевали с помощью раствора Вер-
сена («ПанЭко», Россия), добавляя в среду при каждом 
пересеве на 24  ч ингибитор ROCK Y-27632 (STEMCELL 
Technologies, Канада) в концентрации 5 мкМ. Полученные 
три линии чиПСК (P1L5, P2L2 и P7L2) были полностью оха-
рактеризованы, включая генотипирование и кариотипи-
рование, анализ экспрессии маркёров плюрипотентности 
и способности к дифференцировке в три зародышевых 
листка, и зарегистрированы в базе hPSCreg под номерами 
RCMGi001-A (рис. 1), RCMGi0013-A (рис. 2) и RCMGi002-A 
(рис.  3). Для всех линий были подтверждены наличие 
мутации F508del в гомозиготном состоянии методом сек-
венирования по Сэнгеру, нормальный кариотип методом 
GTG-бэндинга, экспрессия маркёров плюрипотентности 
(NANOG, SSEA4, SOX2, OCT-4) методом иммуноцитохимии, 
функциональная плюрипотентность методом спонтанной 
дифференцировки и иммуноцитохимии (экспрессия мар-
кёров эндодермы  — альфа-фетопротеина или FOXA2, 
эктодермы — кератина-76 или бета-III-тубулина, мезо-
дермы — виментина или фибронектина), а также род-
ственность с исходной линией методом STR-анализа.

Получение человеческих индуцированных 
базальных клеток 

Три линии чиБК были созданы путём направленной 
дифференцировки указанных трёх линий чиПСК по опи-
санному ранее протоколу [20, 21] с некоторыми модифи-
кациями [12]. Сначала чиПСК дифференцировали в клетки 
дефинитивной эндодермы: среда RPMI-1640 («ПанЭко», 
Россия); GlutaMAX (Thermo Fisher Scientifiс, США); 100 нг/мл 
рекомбинантного активина А человека (R&D Systems, США); 
5 мкМ CHIR99021 (Tocris Bioscience, Великобритания). За-
тем чиПСК дифференцировали в клетки эндодермы пе-
редней кишки: среда 75% IMDM, 25% F12 (Ham), 100× B-27, 
200× N2 — всё производства Thermo Fisher Scientific, США; 
0,05% бычьего сывороточного альбумина, 0,45 мМ тиогли-
церола, 100× GlutaMAX, 0,05 мг/мл L-аскорбиновой кисло-
ты — всё производства Sigma-Aldrich, США и 100 мкг/мл 
примоцина (InvivoGen, Франция) с добавлением в первые 
3  дня 10  мкМ SB431542 (Tocris Bioscience, Великобрита-
ния) и 2 мкМ дорсоморфина (Tocris Bioscience, Великобри-
тания), а в последующие 9–11 дней — 3 мкМ CHIR99021, 
10 нг/мл BMP4 (R&D Systems, США) и 100 нМ ретиноевой 
кислоты (Sigma-Aldrich, США). Полученные в результате 
NKX2.1+ лёгочные прогениторы культивировали на среде 
для базальных клеток в течение 2 нед с получением пред-
шественников базальных клеток. Затем проводили кле-
точную сортировку по поверхностному маркёру базальных 
клеток CD271, используя антитела PE anti-human CD271 
(NGFR) (кат. номер 345106; Biolegend, США), по протоколу 
производителя, на приборе S3e Cell Sorter (Bio-Rad, США). 
После сортировки по метке PE клетки высевали на пла-
стик, покрытый Matrigel (Corning, США), и культивировали 
в среде для базальных клеток  — PneumaCult™-Ex Plus 

https://hpscreg.eu/docs/uploads/cell_lines/5926/characterisation/differentiation_potency/morphology/fffdc7ca380cad4158e2d70c193b4219.pdf
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Рис. 1. Морфология и характеристика линии индуцированных плюрипотентных стволовых клеток человека P1L5: a — морфология 
колонии индуцированных плюрипотентных стволовых клеток; b — прижизненная окраска колонии индуцированных плюрипотент-
ных стволовых клеток на маркёр плюрипотентности TRA-1-60; c — кариотип линии индуцированных плюрипотентных стволовых 
клеток; d — секвенограмма локуса CFTR с мутацией F508del; e — иммуноцитохимическое окрашивание клеток на бета-III-тубулин 
(зелёный) и DAPI (синий); f — иммуноцитохимическое окрашивание клеток на фибронектин (красный) и DAPI (синий).
Fig. 1. Morphology and characteristics of the human induced pluripotent stem cells line P1L5: a — morphology of induced pluripotent 
stem cells colony; b — TRA-1-60 pluripotency marker live staining of induced pluripotent stem cells; c — induced pluripotent stem cells 
karyotype; d — sequenogram of CFTR locus including F508del mutation; e — immunostaining of beta3-tubulin (green) and DAPI (blue); 
f — immunostaining of fibronectin (red) and DAPI (blue).

P1L5 (RCMGi001-A)

300 мкм 300 мкм

F508del

CFTR
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Medium (StemCell Technologies, Канада); 1  мкM A83-01 
(Tocris Bioscience, Великобритания); 1  мкM DMH1 (Tocris 
Bioscience, Великобритания); 1  мкМ гидрокортизона 
(Sigma-Aldrich, США) — на культуральном пластике, по-
крытом Matrigel (Corning, США), при 37  °C, 5% CO2, пере-
севая каждые 4–5 дней с применением раствора Версена 
(«ПанЭко», Россия).

Редактирующие системы на основе Cas9
Опираясь на опубликованные данные об эффективно-

сти и специфичности редактирования, для разработки си-
стем редактирования мутации F508del были выбраны три 
варианта нуклеазы Cas9: eSpCas9(1.1) [22], SpCas9(HF4) 
[23] и SaCas9 [24]. С  помощью программного обеспече-
ния Benchling были подобраны три нРНК с гипотетически 
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Рис. 1. Окончание.
Fig. 1. The End.

e f

Рис. 2. Морфология и характеристика линии индуцированных плюрипотентных стволовых клеток человека P2L2: a — морфология 
колоний индуцированных плюрипотентных стволовых клеток; b — окраска индуцированных плюрипотентных стволовых клеток 
на маркёры плюрипотентности SSEA4 (зелёный) и OCT4 (красный); c — кариотип линии индуцированных плюрипотентных ство-
ловых клеток; d — секвенограмма локуса CFTR с мутацией F508del; e — иммуноцитохимическое окрашивание клеток на бета-III-
тубулин; f — иммуноцитохимическое окрашивание клеток на виментин.
Fig. 2. Morphology and characteristics of the human induced pluripotent stem cells line P2L2: a — morphology of induced pluripotent stem 
cells colonies; b — SSEA4 (green) and OCT4 (red) pluripotency markers immunostaining of induced pluripotent stem cells; c — induced 
pluripotent stem cells karyotype; d — sequenogram of CFTR locus including F508del mutation; e — beta3-tubulin immunostaining; f — 
vimentin immunostaining.
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Рис. 2. Окончание.
Fig. 2. The End.

P7L2 (RCMGi002-A)

Рис. 3. Морфология и характеристика линии индуцированных плюрипотентных стволовых клеток человека P7L2: a — морфология 
колонии индуцированных плюрипотентных стволовых клеток; b — окраска индуцированных плюрипотентных стволовых клеток 
на маркёр плюрипотентности SOX2; c — кариотип линии индуцированных плюрипотентных стволовых клеток; d — секвенограмма 
локуса CFTR с мутацией F508del; e — иммуноцитохимическое окрашивание клеток на кератин-76; f — иммуноцитохимическое 
окрашивание клеток на виментин.
Fig. 3. Morphology and characteristics of the human induced pluripotent stem cells line P7L2: a — morphology of induced pluripotent 
stem cells colony; b — SOX2 pluripotency marker immunostaining of induced pluripotent stem cells; c — induced pluripotent stem cells 
karyotype; d — sequenogram of CFTR locus including F508del mutation; e — keratin 76 immunostaining; f — vimentin immunostaining.
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максимальной целевой и минимальной нецелевой (индекс 
off-target) активностью — как непосредственно на об-
ласть мутации F508del, так и вблизи неё. Последователь-
ности нРНК приведены в табл. 1, а схема их расположе-
ния относительно геномного локуса показана на рис.  4. 
При подборе оцОДН для репарации двуцепочечных раз-
рывов ДНК, возникших в результате нуклеазной актив-
ности Cas9, руководствовались общими рекомендациями 
касательно общей длины молекулы и плеч гомологии [25], 
а также местом предполагаемого разрыва ДНК фермен-
том Cas9. Были подобраны два оцОДН длиной 127 нукле-
отидов с плечами гомологии 91 и 36 нуклеотидов в за-
висимости от используемой нРНК; их последовательности 

приведены в табл. 2. В итоге было создано восемь систем 
редактирования мутации F508del, каждая из которых 
включала один из трёх вариантов Cas9, один из трёх ва-
риантов нРНК и один из двух вариантов оцОДН (табл. 3). 
В  экспериментах в качестве отрицательного контроля 
редактирования также была использована плазмида 
с eSpCas9(1.1) и «нулевой» нРНК. Это плазмида из базы 
Addgene под номером 71814 содержит неспецифическую 
последовательность-«заглушку» длиной 24 нуклеотида 
с сайтами рестрикции для клонирования специфической 
нРНК. Все плазмиды были выделены с помощью набора 
ZymoPURE™ II Plasmid Maxiprep Kit (Zymo Research, 
США) согласно протоколу производителя. Концентрацию 

Рис. 3. Окончание.
Fig. 3. The End.
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и чистоту ДНК оценивали с помощью спектрофотометра 
NanoDrop OneC (Thermo Fisher Scientific, США). ДНК имели 
приемлемую чистоту, подтверждаемую значениями A260/230 
и A260/280 в диапазоне 1,8–2,2.

Трансфекция человеческих индуцированных 
плюрипотентных стволовых клеток 
и человеческих индуцированных 
базальных клеток

Плазмиду, кодирующую нуклеазу и нРНК, и оцОДН, 
вносили в чиПСК и чиБК методом электропорации 

с помощью системы Neon  Transfection System (Invitro-
gen, США). Клетки снимали с культурального пластика 
с помощью раствора Версена и ресуспендировали в среде 
OptiMEM (Thermo Fisher Scientific, США) с добавкой Gluta-
Max. В случае чиПСК в суспензию, содержащую 500 тыс 
клеток, вносили 7  мкг плазмиды и 100  пкмоль оцОДН, 
проводили электропорацию с помощью наконечников-
кювет объёмом 100  мкл (Neon Transfection System 
100  µL; Thermo Fisher Scientific, США) со следующими 
настройками: напряжение 1400  мВ, амплитуда 5  с, 
2  импульса, и высевали клетки в лунку 12-луночного 
планшета со средой E8 с добавлением 10% фетальной 

Таблица 1. Последовательности подобранных направляющих РНК для коррекции мутации F508del в гене CFTR
Table 1. Sequences of selected single guide RNAs for editing of F508del mutation in CFTR gene

Название Последовательность (5’>3’) Индекс off-target

sgCFTR#sp1 ACCATTAAAGAAAATATCAT 40,1

sgCFTR#sp2 AATGGTGCCAGGCATAATCC 42,2

sgCFTR#sa AATATCATTGGTGTTTCCTATG 81,3

Таблица 2. Последовательности подобранных одноцепочечных олигодезоксирибонуклеотидов для коррекции мутации F508del 
в гене CFTR
Table 2. Sequences of selected single-stranded oligodeoxyribonucleotides for editing of F508del mutation in CFTR gene

Название Последовательность (5ʹ-3ʹ)

ssODN#sp1 AAAAGTTTTCACATAGTTTCTTACCTCTTCTAGTTGGCATGCTTTGATGACGCTTCTGTATCTATATTCATCATAGGAAACACCAaagATGAT
ATTTTCTTTAATGGTGCCAGGCATAATCCAGGAA

ssODN#sa TAAGCACAGTGGAAGAATTTCATTCTGTTCTCAGTTTTCCTGGATTATGCCTGGCACCATTAAAGAAAATATCATcttTGGTGTTTCCTATGA
TGAATATAGATACAGAAGCGTCATCAAAGCATGC

Рис. 4. Схема расположения подобранных направляющих РНК (sgCFTR#sp1, sgCFTR#sp2 и sgCFTR#sa, выделены розовым) и одно-
цепочечных олигодезоксирибонуклеотидов (ssODN#sp1 и ssODN#sa, выделены голубым; красными буквами показаны три недо-
стающих нуклеотида, которые будут добавлены в геном за счёт одноцепочечного олигодезоксирибонуклеотида при гомологичной 
репарации) относительно локуса CFTR (выделен зелёным; синими буквами показаны PAM-последовательности для направляющей 
РНК). Стрелкой указано положение мутации F508del, подлежащей коррекции. 
Fig. 4. Scheme of the localization of selected single guide RNAs (sgCFTR#sp1, sgCFTR#sp2, and sgCFTR#sa, highlighted in pink) and 
single-stranded oligodeoxyribonucleotide (ssODN#sp1 и ssODN#sa, highlighted in blue; the missing three nucleotides that will be added 
to the genome by single-stranded oligodeoxyribonucleotide during homologous reparation are shown in red letters) in the CFTR locus 
(highlighted in green; PAM sequences for single guide RNAs are shown in blue letters). The arrow indicates the position of the F508del 
mutation to be corrected.
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sa_sg#sp1
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бычьей сыворотки (fetal bovine serum, FBS) производства 
HyСlone (США) и 5 мкМ Y-27632. В случае чиБК в суспензию, 
содержащую 90  тыс клеток, вносили 1,2  мкг плазмиды 
и 18 пкмоль оцОДН, проводили трансфекцию с помощью 
наконечников-кювет объёмом 10  мкл (Neon Transfection 
System 10 µL; Thermo Fisher Scientific, США) со следующими 
настройками: напряжение 1200  мВ, амплитуда 20  с, 
2 импульса, и высевали в лунки 48-луночного планшета 
со средой для базальных клеток с добавлением 10% 
FBS и 5  мкМ Y-27632. Для контроля эффективности 
трансфекции также проводили трансфекцию клеток 
плазмидой pEGFP-С1 (Clontech, США). Через сутки после 
трансфекции среду заменяли на соответствующую свежую 
среду без добавления FBS и Y-27632. Через 48–72 ч после 
трансфекции клетки снимали с помощью раствора Версена. 
Клетки, трансфицированные плазмидой pEGFP-С1, после 
снятия ресуспендировали в фосфатно-солевом буфере 
и анализировали на проточном цитометре. Из остальных 
клеток выделяли ДНК с использованием набора Quick-
DNA Miniprep Kit (Zymo Research, США) и анализировали 
таргетный локус с помощью глубокого таргетного 
секвенирования ампликонов.

Глубокое таргетное секвенирование
Используя в качестве матрицы ДНК, выделен-

ную из чиПСК и чиБК, проводили ПЦР-амплификацию 
локуса гена CFTR в области мутации F508del 
с помощью Taq-полимеразы («Евроген», Россия) и спец-
ифических праймеров 5ʹ-TGGAGCCTTCAGAGGGTAAAAT-3ʹ 
и 5ʹ-TGGCATGCTTTGATGACGCT-3ʹ на приборе Eppendorf 
5332 Mastercycler Personal PCR Thermal Cycle (Eppendorf, 
Германия). Этапы и условия проведения ПЦР были сле-
дующими: 1 цикл денатурации (3 мин, 95 °С); 35 циклов, 
включающих денатурацию (30 с, 95 °С), отжиг праймеров 
(30  с, 60  °С) и элонгацию (30  с, 72  °С); 1 цикл финаль-
ной элонгации (5 мин, 72 °С). Глубокое таргетное секве-
нирование полученных ампликонов проводили в центре 

коллективного пользования «Геном» ФГБНУ «МГНЦ» 
на приборе MiSeq System (Illumina, США). 

Анализ эффективности редактирования
Данные секвенирования анализировали с помощью 

программы CRISPResso2 (https://crispresso.pinellolab.
partners.org/submission). Для каждого образца рас-
считывали следующие показатели: уровень НГСК 
(доля всех ридов с сохранившейся делецией F508del, 
но с внесённой другой делецией, инсерцией или точеч-
ной мутацией в окне редактирования, от суммарного 
числа ридов), уровень инделов (доля всех ридов с со-
хранившейся делецией F508del, но с внесённой другой 
делецией или инсерцией в окне редактирования) и уро-
вень НГР (доля всех ридов с исправленной делецией 
F508del от суммарного числа ридов). Для оценки ста-
тистически значимой частоты внесения инделов и за-
мен и коррекции мутации использовали непараметри-
ческий тест Краскела–Уоллиса для группового анализа 
и критерий Данна для попарных сравнений (GraphPad 
Prism 10.1.2).

РЕЗУЛЬТАТЫ
Результаты редактирования гена CFTR 
в области мутации F508del в трёх 
культурах человеческих индуцированных 
плюрипотентных стволовых клеток

В экспериментах на чиПСК были протестированы все 
восемь редактирующих систем, приведённых в табл. 3.

В целом, несмотря на некоторый разброс в результа-
тах, очевидна общая тенденция. Наивысшая эффектив-
ность НГСК во всех линиях наблюдается при использо-
вании нуклеазы SpCas9(1.1), при этом в двух линиях (P1 
и P7) она является более высокой при сочетании с нРНК 
sgCFTR#sp2, а в третьей линии (P2) — при сочетании 

Таблица 3. Редактирующие системы для экспериментов на индуцированных плюрипотентных стволовых клетках человека и ба-
зальных клетках дыхательных путей человека 
Table 3. Editing systems for human induced pluripotent stem cells and human induced airway basal stem cells experiments

№ Вариант нуклеазы Вариант нРНК Вариант оцОДН 

1 SpCas9(1.1) sgCFTR#sp1 ssODN#sp1

2 SpCas9(1.1) sgCFTR#sp1 ssODN#sa

3 SpCas9(1.1) sgCFTR#sp2 ssODN#sp1

4 SpCas9(1.1) sgCFTR#sp2 ssODN#sa

5 SpCas9(HF4) sgCFTR#sp1 ssODN#sp1

6 SpCas9(HF4) sgCFTR#sp1 ssODN#sa

7 SaCas9 sgCFTR#sa ssODN#sp1

8 SaCas9 sgCFTR#sa ssODN#sa

Примечание: нРНК — направляющие РНК, оцОДН — одноцепочечные олигодезоксирибонуклеотиды. 
Note: нРНК — single guide RNAs (sgRNAs), оцОДН — single-stranded oligodeoxyribonucleotides (ssODNs).

https://crispresso.pinellolab.partners.org/submission
https://crispresso.pinellolab.partners.org/submission


DOI: https://doi.org/10.17816/gc633926

463
ОРИГИНАЛЬНОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ Гены и клетки Том 19, № 4, 2024

с sgCFTR#sp1. В  среднем при сочетании с sgCFTR#sp1 
НГСК колеблется от 3,5 до 6,2% аллелей для разных 
линий; при сочетании с sgCFTR#sp2 — от 3,2 до 11,3%. 
Остальные две нуклеазы демонстрируют более низкую 

эффективность НГСК, которая статистически значимо 
не отличается от уровня НГСК, вызываемого нуклеазой 
с «нулевой» нРНК, и от нетрансфицированного контроля 
(рис. 5). 

Рис. 5. Уровень негомологичного соедине-
ния концов в трёх линиях индуцированных 
плюрипотентных стволовых клеток человека: 
a — в линии P1L5, b — в линии P2L2, c — 
в линии P7L2. Номера на оси Y соответству-
ют номерам редактирующих систем в табл. 3. 
K-Cas9-“0” — отрицательный контроль ре-
дактирования, плазмида с «нулевой» на-
правляющей РНК, К нетрансф. — нетранс-
фицированный контроль. Данные приведены 
как среднее ± стандартная ошибка среднего 
(n=3–6); * p <0,05; ** p <0,01.
Fig. 5. Non-homologous end joining levels in 
three human induced pluripotent stem cells 
lines: a — P1L5 line, b — P2L2 line, c — P7L2 
line. The numbers on the Y-axis correspond to 
the numbers of the editing systems in Table 3. 
K-Cas9-“0” means the negative editing control, 
a plasmid with “null” single guide RNA. 
“К нетрансф.” means the untransfected control. 
Mean ± SEM (n=3–6); * p <0.05; ** p <0.01.
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Помимо общего уровня НГСК мы оценивали вклад 
только инделов (т.е. делеций и инсерций) в уровень НГСК, 
поскольку истинные точечные замены трудно обнаружить 
среди множества замен, возникающих в ходе амплифика-
ции и секвенирования. Уровни инделов более низкие, чем 
уровни НГСК, при этом они снижаются пропорционально 
и, по-видимому, отражают реальную частоту разрезания 

ДНК, поскольку являются практически равными нулю 
в контрольных образцах. При использовании SpCas9(1.1) 
уровень инделов колеблется в среднем от 0,8 до 3,3% 
аллелей для разных линий при сочетании с sgCFTR#sp1; 
от 1,8 до 9,8% — при сочетании с sgCFTR#sp2. Остальные 
нуклеазы не вызывают образования инделов на статисти-
чески значимом уровне (рис. 6).

Рис. 6. Частота внесения инделов в локус 
гена CFTR в трёх линиях индуцированных 
плюрипотентных стволовых клеток человека: 
a — в линии P1L5, b — в линии P2L2, c — 
в линии P7L2. Номера на оси Y соответству-
ют номерам редактирующих систем в табл. 3. 
K-Cas9-“0” — отрицательный контроль ре-
дактирования, плазмида с «нулевой» на-
правляющей РНК. К нетрансф. — нетранс-
фицированный контроль. Данные приведены 
как среднее ± стандартная ошибка среднего 
(n=3–6); * p <0,05; ** p <0,01.
Fig. 6. Indels levels in CFTR locus in three 
human induced pluripotent stem cells lines: 
a — P1L5 line, b — P2L2 line, c — P7L2 line. 
The numbers on the Y-axis correspond to the 
numbers of the editing systems in Table 3. 
“K-Cas9-“0” means the negative editing con-
trol, a plasmid with “null” single guide RNA. 
“К нетрансф.” means the untransfected control. 
Mean ± SEM (n=3–6); * p <0.05; ** p <0.01.
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Значения НГР приведены на рис.  7. Несмотря 
на то, что уровень НГСК и инделов был более высоким 
при сочетании нуклеазы SpCas9(1.1) с нРНК sgCFTR#sp2, 
значимый уровень гомологичной репарации наблюдается 

только при сочетании этой нуклеазы с нРНК sgCFTR#sp1 
и составляет для разных линий в среднем от 0,12 до 0,7%. 
По-видимому, это связано с тем, что разрыв ДНК, произво-
димый в случае использования sgCFTR#sp2, расположен 

Рис. 7. Уровень направленной гомологичной 
репарации в трёх линиях индуцированных 
плюрипотентных стволовых клеток человека: 
a — в линии P1L5, b — в линии P2L2, c — 
в линии P7L2. Номера на оси Y соответству-
ют номерам редактирующих систем в табл. 
3. K-Cas9-“0” — отрицательный контроль 
редактирования, плазмида с «нулевой» 
нРНК. К нетрансф. — нетрансфицированный 
контроль. Данные приведены как среднее 
± стандартная ошибка среднего (n=3–6); 
* p <0,05; ** p <0,01.
Fig. 7. Directed homologous repair levels in 
three human induced pluripotent stem cells 
lines: a — P1L5 line, b — P2L2 line, c — P7L2 
line. The numbers on the Y-axis correspond to 
the numbers of the editing systems in Table 3. 
“K-Cas9-“0” means the negative editing con-
trol, a plasmid with “null” single guide RNA. 
“К нетрансф.” means the untransfected control. 
Mean ± SEM (n=3–6); * p <0.05; ** p <0.01.
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далеко от мутации, и лишь небольшой фрагмент до-
норной молекулы оцОДН встраивается в место разрыва. 
Остальные нуклеазы дают ещё более низкие значения 
НГР, что коррелирует с низкой эффективностью внесения 
ими инделов в таргетный локус и, по всей видимости, об-
условлено именно этим.

Низкую эффективность редактирования генома 
в чиПСК можно объяснить прежде всего низкой эффек-
тивностью трансфекции этих клеток. Средняя эффек-
тивность трансфекции составляла от 4 до 19% для трёх 
разных линий (n=9). Для оценки редактирующих систем 
(т.е. для понимания того, в каком проценте случаев ре-
дактирующая система, попавшая в клетку, вызывает 
то или иное событие в ДНК) была проведена нормализа-
ция полученных значений на процент трансфицированных 
клеток. В результате нормированная эффективность НГР 
составила от 0,2 до 6,6% аллелей в трансфицированных 
клетках.

Результаты редактирования гена CFTR 
в области мутации F508del в трёх культурах 
человеческих индуцированных базальных 
клеток

Для экспериментов на чиБК были выбраны те редак-
тирующие системы, которые лучше всего себя показали 
на чиПСК, — системы №№ 1 и 2 в табл. 3. 

На линиях P1 и P2 эффективность НГСК оказалась 
статистически значимой в сравнении с контролем только 
при использовании оцОДН ssODN#sa, составив 7,7 и 7,1% 
соответственно; на линии P7 уровень НГСК статистически 
значимо не отличается от контроля (рис. 8).

Как и в случае с чиПСК, уровень инделов представля-
ется более точной оценкой частоты событий в ДНК и бли-
зок к нулю в контрольных образцах (рис. 9). На линии P1 
уровень инделов статистически значим при использо-
вании обоих оцОДН, составляя 3,7 и 5,7%. На линии P2 
статистически значимый результат получен с примене-
нием ssODN#sa (4,4%), а на линии P7 — с применением 
ssODN#sp1 (3,2%). 

Уровень НГР на двух линиях — P1 и P2 — оказался 
статистически значимым при использовании ssODN#sa, 
составив 5,9 и 3,8% соответственно, а на линии P7 — 
при использовании ssODN#sp1, составив 4,8% (рис.  10). 
Эти данные согласуются с уровнем НГСК и инделов 
(т.е. восстановление мутации произошло в тех образцах, 
где имело место эффективное разрезание ДНК), хотя на-
блюдается значительный разброс в технических и био-
логических репликах, который связан, по-видимому, со 
сложностью данных биологических объектов.

Аналогично результатам на чиПСК, для единообразия 
результаты редактирования генома чиБК были пересчи-
таны с поправкой на эффективность трансфекции, хотя 
в целом чиБК поддаются трансфекции более успешно 
(средняя эффективность составила от 26 до 37% для трёх 

Рис. 8. Уровень негомологичного соединения концов в трёх 
линиях индуцированных базальных клеток дыхательных путей 
человека: a — в линии P1L5, b — в линии P2L2, c — в линии 
P7L2. Номера на оси Y соответствуют номерам редактирующих 
систем в табл. 3. К нетрансф. — нетрансфицированный кон-
троль. Данные приведены как среднее ± стандартная ошибка 
среднего (n=3–6); * p <0,05; ** p <0,01.
Fig. 8. Non-homologous end joining levels in three human induced 
airway basal stem cells lines: a — P1L5 line, b — P2L2 line, c — 
P7L2 line. The numbers on the Y-axis correspond to the numbers of 
the editing systems in Table 3. “К нетрансф.” means the untrans-
fected control. Mean ± SEM (n=3–6); * p <0.05; ** p <0.01.
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разных линий, n=6). В результате нормированная эффек-
тивность НГР составила в среднем от 13,1 до 19,8% алле-
лей в трансфицированных клетках.
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ОБСУЖДЕНИЕ
Для данной работы выбраны три модифицированных 

варианта Cas9, которые обладают большей специфично-
стью по сравнению с SpCas9 дикого типа и ранее не были 

протестированы для мутации F508del. Разработаны и про-
тестированы три варианта нРНК и два варианта оцОДН. 
В итоге в данной работе проведено сравнение эффектив-
ности восьми комбинаций Cas9, нРНК и оцОДН на шести 
разных клеточных культурах. 

Рис. 9. Частота внесения инделов в локус гена CFTR в трёх 
линиях индуцированных базальных клеток дыхательных путей 
человека: a — в линии P1L5, b — в линии P2L2, c — в линии 
P7L2. Номера на оси Y соответствуют номерам редактирующих 
систем в табл. 3. К нетрансф. — нетрансфицированный кон-
троль. Данные приведены как среднее ± стандартная ошибка 
среднего (n=3–6); * p <0,05; ** p <0,01.
Fig. 9. Indels levels in CFTR locus in three human induced airway 
basal stem cells lines: a — P1L5 line, b — P2L2 line, c — P7L2 
line. The numbers on the Y-axis correspond to the numbers of the 
editing systems in Table 3. “К нетрансф.” means the untransfected 
control. Mean ± SEM (n=3–6); * p <0.05; ** p <0.01.

Рис. 10. Уровень направленной гомологичной репарации в трёх 
линиях индуцированных базальных клеток дыхательных путей 
человека: a — в линии P1L5, b — в линии P2L2, c — в линии 
P7L2. Номера на оси Y соответствуют номерам редактирующих 
систем в табл. 3. К нетрансф. — нетрансфицированный кон-
троль. Данные приведены как среднее ± стандартная ошибка 
среднего (n=3–6); * p <0,05; ** p <0,01.
Fig. 10. Directed homologous repair levels in three human induced 
airway basal stem cells lines: a — P1L5 line, b — P2L2 line, c — 
P7L2 line. The numbers on the Y-axis correspond to the numbers of 
the editing systems in Table 3. “К нетрансф.” means the untrans-
fected control. Mean ± SEM (n=3–6); * p <0.05; ** p <0.01.
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На линиях чиПСК из трёх вариантов нуклеазы наивыс-
шую и статистически значимую эффективность расщепле-
ния ДНК показала нуклеаза eSpCas9(1.1). Необходимо ещё 
раз отметить, что хотя в классическом определении НГСК 
включает в себя делеции, инсерции и точечные замены, 
очевидным представляется тот факт, что при сравнении 
эффективности комбинаций стоит ориентироваться на уро-
вень возникновения инделов в образцах. Это подтвержда-
ется литературными данными [26], а также наблюдаемым 
нами фактом, что именно относительные уровни инделов 
согласуются с относительными уровнями НГР. Восстановле-
ние мутации достоверно происходит именно в тех образцах, 
в которых наблюдался статистически значимый уровень 
внесения инделов в ДНК. Например, на линии P7 уровень 
инделов ниже, чем на двух других линиях, и низкий уро-
вень НГР на ней же согласуется с этим наблюдением.

Уровень НГСК и инделов при сочетании нуклеазы 
eSpCas9(1.1) с нРНК sgCFTR#sp2 был в среднем более вы-
соким, чем при использовании sgCFTR#sp1, однако уровень 
НГР оказался статистически значимым только в образцах 
с sgCFTR#sp1, что можно объяснить особенностью распо-
ложения сайта гибридизации нРНК относительно мутации. 
В итоге значимая эффективность редактирования мутации 
F508del в чиПСК наблюдалась при использовании данной 
комбинации — eSpCas9(1.1) с sgCFTR#sp1. С обоими оцОДН 
получены статистически значимые уровни редактирования: 
на линиях Р1 и Р7 более высокие значения наблюдались 
для ssODN#sa (2,9 и 1,3% аллелей в трансфицированных 
клетках соответственно), на линии P2 — для ssODN#sp1 
(6,6% аллелей в трансфицированных клетках).

Таким образом, в результате экспериментов удалось 
исправить мутацию в гене CFTR в трёх культурах чиПСК. 
Тем не менее без клеточной сортировки полученная эф-
фективность является недостаточной для разработки 
лечения муковисцидоза с помощью описанного метода. 
В  связи с этим комбинации, которые лучше всего себя 
показали в редактировании мутации в чиПСК, были про-
тестированы аналогичным образом на чиБК.

До сих пор опубликованы данные только о редакти-
ровании генома на первичных базальных клетках верхних 
дыхательных путей [19]. В  лаборатории редактирования 
генома ФГБНУ «МГНЦ» разработан протокол дифферен-
цировки чиПСК в базальные клетки дыхательных путей, 
экспрессирующие CFTR на высоком уровне [12], и в дан-
ной работе впервые показана возможность высокоэф-
фективной коррекции мутации F508del в них. Этот резуль-
тат является ценным, потому что на сегодняшний день 
чиБК представляются одной из наиболее перспективных 
морфологических платформ для разработки лечения 
муковисцидоза [11]: они сохраняются как долгоживу-
щая, самообновляющаяся популяция базальных клеток 
(т.е. не истощаются в течение жизни реципиента); сохра-
няют способность давать дифференцированное потом-
ство дыхательных путей того же количества и фенотипа, 
что и до коррекции и размножения; создают эпителий 

дыхательных путей, экспрессирующий терапевтически 
значимые уровни функциональной активности каналов 
CFTR; не нарушают нормальную функцию дыхательных 
путей и не приобретают канцерогенного потенциала.

На всех трёх линиях чиБК при использовании обеих 
комбинаций мутация была успешно исправлена, однако 
значительный разброс в полученных значениях снижает 
статистическую значимость результатов. Действительно, 
как сложный биологический объект группа клеток под-
вергается трансфекции и редактированию в технических 
и биологических репликах с разной эффективностью, 
и этот разброс в значениях может значительно усиливать-
ся в ходе ПЦР-амплификации и приготовления библио-
тек для секвенирования, которые тоже вносят некоторую 
долю ошибок в виде накопления тех или иных аллелей. 
В результате этого изначальные разбросы, которые могут 
быть не столь существенными, превращаются в достаточ-
но большие на выходе. Таким образом, трудно говорить 
об абсолютной эффективности редактирования с помо-
щью той или иной редактирующей системы, однако мож-
но сравнивать их между собой.

В итоге в результате экспериментов на всех трёх ли-
ниях чиБК выли получены следующие уровни редакти-
рования мутации F508del: на линиях Р1 и Р2 уровнень 
оказался статистически значимым при использовании 
ssODN#sa (19,8 и 13,9% аллелей в трансфицированных 
клетках), на линии P7 — при использовании ssODN#sp1 
(13,1% аллелей в трансфицированных клетках). По лите-
ратурным данным, для получения принципиальной кли-
нической пользы достаточно 6–15% клеток с правильно 
функционирующим каналом CFTR в эпителиальном слое 
лёгких [27, 28]. Таким образом, данный метод может быть 
использован для дальнейшей разработки генотерапевти-
ческого лечения муковисцидоза.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Показана возможность коррекции мутации F508del 

в гене CFTR в клетках, полученных от пациентов с муко-
висцидозом, с помощью разработанной системы редак-
тирования данной мутации на основе системы CRISPR/
Cas9. Мутация исправлена, во-первых, в чиПСК с эффек-
тивностью до 6,6% аллелей в трансфицированных клетках 
и, во-вторых, в чиБК с высокой эффективностью — до 20% 
аллелей в трансфицированных клетках. Поскольку чиБК хо-
рошо поддаются трансфекции и редактированию, а также 
могут быть получены в достаточном количестве из чиПСК, 
они являются перспективной платформой для разработки 
генотерапевтического лечения муковисцидоза.
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