
МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ, 2022, том 56, № 6, с. 1014–1022

1014

ЭФФЕКТИВНОСТЬ АКТИВАЦИИ ГЕНОВ ПРИ ПОМОЩИ СИСТЕМ 
ТРАНСАКТИВАЦИИ НА ОСНОВЕ CRISPR/dCas9 ЗАВИСИТ ОТ ВРЕМЕНИ 

РАБОТЫ СИСТЕМЫ
© 2022 г.   А. С. Артюховa, Д. А. Доровскийb, А. В. Сорокинаa, К. М. Шакироваa,

Е. Д. Момотюкa, c, Э. Б. Дашинимаевa, b, *
aЦентр высокоточного редактирования генома и генетических технологий для биомедицины, Российский 
национальный исследовательский медицинский университет им. Н.И. Пирогова, Москва, 117997 Россия

bМосковский физико-технический институт (государственный университет),
Долгопрудный, Московская обл., 141701 Россия

cИнститут биологии развития им. Н.К. Кольцова Российской академии наук, Москва, 119334 Россия
*e-mail: dashinimaev@gmail.com

Поступила в редакцию 13.05.2022 г.
После доработки 06.06.2022 г.

Принята к публикации 06.06.2022 г.

Одно из перспективных приложений, возникших на основе системы CRISPR/Cas9, ‒ активатор-
ные системы, которые позволяют прицельно управлять уровнем экспрессии генов интереса в ис-
следуемых клетках. Однако по имеющимся данным эффективность их работы может значительно
изменяться в зависимости от типа клеток и используемой активаторной системы. Мы сравнили эф-
фективность трех активаторных систем: dCas9-VP160, dCas9-SunTag и dCas9-VPR ‒ в линии иммор-
тализованных фибробластов кожи человека для активации экспрессии генов OCT4, NANOG, PDX1,
FOXA2, NKX2-2, NKX6-1. Показано, что эффективность активации этих генов действительно зави-
сит от типа активаторной системы, а сила активации ‒ от времени работы активаторной системы.
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ВВЕДЕНИЕ

Знаменитая система редактирования генома
CRISPR/Cas9 послужила основой для широкого
спектра молекулярно-биологических методов и
приложений [1]. Помимо классического редакти-
рования генома, возникли методы, использую-
щие способность системы CRISPR/Cas9 целена-
правленно взаимодействовать с выбранными
участками геномной ДНК. Белок dCas9 (деакти-
вированная форма белка Cas9) может быть соеди-
нен с различными функциональными белками,
такими как активаторы (или репрессоры) тран-
скрипции. Таким образом, используя гидовые
РНК, комплементарные к промоторным обла-
стям генов интереса, можно изменять уровень
экспрессии этих генов, активировать их, если они
подавлены, и наоборот [2]. По-прежнему пре-
имущество данных систем ‒ их модульность, гиб-
кость и мультиплексность, поскольку замену
гидовых РНК (т.е. перенацеливание системы)
осуществить просто и в одну клетку можно
даставлять несколько их вариантов для актива-
ции нескольких генов одновременно.

Перечисленные свойства потенциально дела-
ют такие системы мощным инструментом для ис-
следования клеточной пластичности, процессов
репрограммирования клеток и выяснения роли
исследуемых генов в подобных процессах. От-
дельно стоит отметить, что, например, активация
экспрессии гена путем воздействия на его промо-
тор позволяет запустить “естественную” экспрес-
сию нескольких различных изоформ мРНК, в то
время как часто используемая для таких целей ви-
русная трансдукция рекомбинантного трансгена
позволяет экспрессировать лишь одну изоформу.

Потенциальной проблемой для работы акти-
ваторных систем могут быть различия в структуре
хроматина и доступности промоторных участков
генов интереса в клетках разных типов. Так, легко
предположить, что активация генов, отвечающих
за терминальную нейрональную дифференци-
ровку, будет происходить легче в нейральных
стволовых клетках, в то время как активация та-
ких генов в фибробластах кожи может быть менее
эффективна. Вместе с тем, отдельный вопрос,
требующий изучения, ‒ сила активации подоб-
ных активаторных систем. Например, известно,
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что лентивирусная трансдукция, в случае исполь-
зования конститутивного сильного промотора,
позволяет запустить экспрессию трансгена в де-
сятки тысяч раз сильнее фоновой экспрессии. В
то же время заранее неизвестно, во сколько раз
удастся увеличить уровень экспрессии генов ин-
тереса с помощью активаторных систем, а также
будет ли такое увеличение экспрессии достаточ-
ным или избыточным для изучаемого биологиче-
ского процесса.

В данной работе мы рассмотрели три разных
активаторных системы на основе CRISPR/dCas9:
dCas9-VP160, dCas9-SunTag и dCas9-VPR. Сравнили
их эффективность, а также изучили, как влияет на
эффективность работы системы dCas9-VPR дли-
тельность эксперимента. С этой целью мы полу-
чили три клеточные линии иммортализованных
фибробластов, постоянно экспрессирующие ком-
поненты соответствующих активаторных систем.
Затем сравнили эффективность работы этих систем
на примере трех транскрипционных факторов:
PDX1, OCT4, NANOG – и выбрали наиболее эф-
фективную систему. После этого мы активирова-
ли экспрессию транскрипционных факторов:
PDX1, NKX2-2, NKX6-1, FOXA2, OCT4, NANOG и
измерили уровень их экспрессии на 7, 14 и 28 сутки
культивирования после трансфекции соответ-
ствующих гидовых РНК. Нам удалось устано-
вить, что системы dCas9-VPR и dCas9-SunTag
значительно эффективней dCas9-VP160. Также
оказалось, что уровень экспрессии всех активи-
руемых генов, рассмотренных в этой статье, силь-
но зависит от длительности эксперимента, повы-
шаясь при увеличении времени культивирова-
ния. Максимальный уровень экспрессии каждого
из рассмотренных генов также значительно ва-
рьирует.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Культивирование клеток. В данной работе ис-

пользована иммортализованая линия фибробла-
стов кожи человека 1608. Эта клеточная линия
получена из первичных фибробластов кожи вве-
дением в них гена каталитического компонента
теломеразы (ген TERT). Клеточная линия любез-
но предоставлена Е.Е. Егоровым (ИМБ РАН
им. Энгельгардта, Москва, Россия) [3]. При пас-
сировании клеток использовали 0.05% Трипсин-
EDТА (“Life Technologies”, США). Клетки куль-
тивировали в среде DMEM (“ПанЭко”, Россия)
с 10%-ной фетальной телячьей сывороткой
(“Capricorn”, Германия) при 37°C, 5% CO2 и
100% влажности.

Лентивирусная трансдукция. Лентивирусные
частицы упаковывали с использованием системы
третьего поколения (“Invitrogen”, США) в клетки
HEK293TN. Клетки HEK293TN высевали за сут-
ки до трансфекции в количестве 600 тыс. клеток

на чашку Петри диаметром 6 см, затем проводили
трансфекцию коктейлем плазмид (вектор инте-
реса + 3 упаковочные плазмиды) при помощи PEI
(Polyethylenimine, линейная форма; “Sigma”,
США) в соотношении 6 мкл PEI (стоковый рас-
твор 6 мкг/мл) + 6 мкг плазмидной ДНК, в
100 мкл OPTI-MEM (“Gibco”, США). Трансфек-
ционную смесь добавляли к клеткам, затем через
4‒6 ч проводили смену среды на свежую. С этого
момента шло накопление вирусных частиц; через
72 ч среду с лентивирусными частицами собира-
ли, осветляли центрифугированием 200 g, 5 мин,
при комнатной температуре и фильтровали через
поры 0.45 мкм. Полученный вирусный суперна-
тант добавляли к клеткам-мишеням на одну ночь
в присутствии полибрена (конечная концентра-
ция 5 мкг/мл), на следующий день заменяли сре-
ду на свежую. Экспрессия трансгена выходила на
постоянный уровень примерно через 48‒72 ч.

Лентивирусные конструкции для экспрессии
компонентов систем трансактивации. Вектор для экс-
прессии системы dCas9-VP160 сконструировали на
основе вектора pAC154-dual-dCas9VP160-sgEx-
pression (Addgene plasmid #48240; http://n2t.net/
addgene:48240; RRID: Addgene_48240) [4], кото-
рый был любезно предоставлен Rudolf Jaenisch. С
этой целью в компании Евроген (ООО “Евро-
ген”, Москва, Россия), последовательность гена
dCas9-VP160 переклонировали в вектор для лен-
тивирусной трансдукции pLVT.

Векторы для экспрессии системы dCas9-
SunTag ‒ pHR-TRE3G-dCas9-10XGCN4-P2A-mCherry
(Addgene plasmid #122132; http://n2t.net/ad-
dgene:122132) и pHR-PGK-scFvGCN4-sfGFP-VP64
(Addgene plasmid #122133; http://n2t.net/ad-
dgene:122133) – любезно предоставлены Stanley Qi [5].
Вектор для экспрессии системы dCas9-VPR ‒ lenti-
EF1a-dCas9-VPR-Puro (Addgene plasmid #99373;
http://n2t.net/addgene:99373) – любезно предостав-
лен Kristen Brennand [6].

Подбор и клонирование гидовых РНК. После-
довательности гидовых РНК, нацеленные на про-
моторы различных генов для активации их экс-
прессии, представлены в табл. 1. Последователь-
ности гидовых РНК для активации генов OCT4 и
NANOG взяты из статьи Weltner c соавт. [7], по-
следовательности остальных гидовых РНК подобра-
ны при помощи ресурсов EPD (Eukaryotic Promoter
Database, https://epd.epfl.ch), ENSEMBL.ORG,
CRISPOR.TEFOR.NET.

Олигонуклеотиды, кодирующие вариабель-
ную часть гидовых РНК, синтезированы в компа-
нии “Евроген”. Данные олигонуклеотиды фос-
форилированы полинуклеотидкиназой T4 (“NEB”,
США) согласно инструкции производителя и
затем лигированы в линеаризованый вектор
pLKO5.sgRNA.EFS.tRFP с помощью ДНК лигазы
T7 (“NEB”). Вектор (Addgene plasmid # 57823;



1016

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 56  № 6  2022

АРТЮХОВ и др.

http://n2t.net/addgene: 57823) [8] любезно предо-
ставлен доктором Benjamin Ebert.

Выделение РНК и обратная транскрипция.
Клетки снимали с культурального пластика и со-
бирали центрифугированием. Тотальную РНК
выделяли с помощью набора ExtractRNA (“Евро-
ген”). Концентрацию РНК измеряли с помощью
спектрофотометра Implen P360 nanodrop system.
Для приготовления раствора кДНК отбирали
1 мкг тотальной РНК и обрабатывали ДНКазой
(“Thermo Fisher Scientific”, США) согласно ин-
струкции производителя. Первую цепь кДНК
синтезировали с помощью набора MMLV kit
(“Евроген”) с использованием олиго-dT прайме-
ров. Обратную транскрипцию проводили в тече-
ние 1 ч при 37°C и 10 мин при 70°C для остановки
реакции.

Количественная ПЦР. Количественную ПЦР
проводили с использованием амплификатора
CFX96 (“Bio-Rad”, США). Температурный про-
филь реакции: 1) 95°C, 10 мин; 2) 40 циклов: 95°C,
15 с и 60°C 1 мин; 3) построение кривой плавле-
ния в диапазоне от 60 до 95°C. Для приготовления
реакционных смесей использовали готовую
ПЦР-смесь HS-SYBR (“Евроген”). Для норми-
рования результатов использовали следующие
гены: C1orf43 и REEP5. Выбор референтных генов
проведен с помощью программы geNorm. Список
использованных праймеров представлен в табл. 2.
Для расчетов относительных уровней экспрессии
использовали ΔΔCT метод.

Иммуноцитохимия. Перед окрашиванием клет-
ки отмывали в PBS и фиксировали в течение
15 мин в 4%-ном растворе параформальдегида
при комнатной температуре. Затем их аккуратно
промывали в том же буфере еще три раза (по
5 мин при комнатной температуре). Клетки инку-
бировали в растворе первичных антител (анти-
Cas9, “Thermo Fisher Scientific”, cat# MA5-23519)
в блок-растворе (10% FBS и 0.1% Triton-Х-100 в
PBS) в течение 16–18 ч при 4°C, снова промывали
3 раза и инкубировали в растворе вторичных ан-
тител (Alexa Fluor 488 или Alexa Fluor 594 (“Thermo
Fisher Scientific”) в блок-растворе в течение 1 ч
при 37°C. Затем клеточные ядра окрашивали DAPI
(“Thermo Fisher Scientific”) (1мг/мл в PBS).
Снимки образцов получали с помощью флуорес-
центного микроскопа EVOS FL AUTO (Life Tech-
nologies, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Получение клеточных линий, постоянно 

экспрессирующих компоненты
активаторных систем

Нами использована линия иммортализован-
ных фибробластов кожи человека 1608hT [3]. По-
лучены три линии клеток, постоянно экспресси-

рующих компоненты трех активаторных систем:
dCas9-VP160, dCas9-SunTag и dCas9-VPR, – с по-
мощью лентивирусной трансфекции соответ-
ствующих векторов [4‒6]. Клеточные линии на-
званы 1608-VP160, 1608-SunTag и 1608-VPR соот-
ветственно. Мы проверили наличие экспрессии
компонентов активторных систем с помощью им-
муноцитохимической окраски полученных клеточ-
ных линий антителами против Cas9. Результаты
представлены на рис. 1. Окраска на Cas9 показала
корректную локализацию преимущественно в яд-
рах окрашенных клеток. Таким образом мы под-
твердили, что компоненты активаторных систем
экспрессируются в полученных клеточных линиях.

Сравнение активаторных систем
Сравнивая три рассматриваемые активатор-

ные системы, мы использовали гидовые РНК,
комплементарные промоторам генов OCT4,
NANOG и PDX1. Гены OCT4 и NANOG – одни из

Таблица 1. Последовательности гидовых РНК

Целевой ген Последовательность, 5'→3'

OCT4 GGGGGGAGAAACTGAGGCGA
NANOG GCGCCAGGAGGGGTGGGTCTA
PDX1 GCCGCACCATAGGCTCCGCG
NKX2-2 GCCTTATATGGACTGATCGCT

GTGTGGACTCGCGAGCGACG
NKX6-1 GTCTAGGACTCGCGGAACGAA

GCTCTGCTCTTTCGGTCGCG
FOXA2 GGAGGAGGAGGTGTGGACCG

GTGCCAACCTCAGCCGCCACC

Таблица 2. Использованные праймеры

Ген Последовательность, 5'→3'

C1orf43 ACGCCTTTCAAGGGTGTACG
CAAAGACCCCTGTCCCATAGC

REEP5 ACTGCATGACTGACCTTCTGG
AGTCCGATGACACCAAGAGC

OCT4 ACCCACACTGCAGCAGATCA
CACACTCGGACCACATCCTTCT

NANOG GTCTCGTATTTGCTGCATCGT
AACACTCGGTGAAATCAGGGT

PDX1 CCCTGGGTGACCACTAAACC
CACAGCCTCTACCTCGGAAC

NKX2-2 CAATGACAAGGAGACCCCGG
GAAAAGCACTCGCCGCTTTC

NKX6-1 CGTTGGGGATGACAGAGAGT
CGAGTCCTGCTTCTTCTTGG

FOXA2 GTGAAATCCAGGTCTCGGGT
GCCCTTGCAGCCAGAATACA
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ключевых транскрипционных факторов поддер-
жания плюрипотентности в эмбриональных
стволовых клетках, а ген PDX1 ‒ ключевой тран-
скрипционный фактор продуцирующих инсулин
бета-клеток поджелудочной железы. Данные ге-
ны не экспрессируются (либо экспрессируются
на крайне низком уровне единичных транскрип-
тов) в фибробластах кожи человека. Далее при
помощи лентивирусной трансдукции мы доста-
вили в клетки линий 1608-VP160, 1608-SunTag и
1608-VPR несколько гидовых РНК для активации
целевых генов. Трансдукцию проводили для каж-
дой гидовой РНК по отдельности. В то же время
каждую клеточную линию трансдуцировали лен-
тивирусом, кодирующим гидовую РНК, не име-
ющую мишени в геноме человека (no target gRNA,
NTС-gRNA), и такие клеточные линии использо-
вали в качестве контроля сравнения. Через семь
суток после трансдукции из полученных клеток
выделили тотальную РНК и измерили уровни
экспрессии генов OCT4, NANOG и PDX1 методом
количественной ОТ-ПЦР в реальном времени. Да-
лее уровни экспрессии откалибровали по контроль-
ному образцу NTС-gRNA, для каждой точки экс-
перимента сделаны независимые биологические
повторы, результат по которым усредняли. Ре-

зультаты эксперимента представлены на рис. 2.
В целом, нам удалось зафиксировать значимую
достоверную активацию экспрессии исследуе-
мых генов. В среднем уровень экспрессии рас-
смотренных генов повысился в 3.8 раза для
dCas9-VPR, 3.9 раза для dCas9-SunTag и 1.2 раза
для dCas9-VP160. На основе полученных данных
сделан вывод о том, что активаторные системы
dCas9-SunTag и dCas9-VPR (второго поколения)
работают эффективней, чем dCas9-VP160 (перво-
го поколения). В целом данный факт согласуется
с опубликованными ранее результатами [2].

Исследование эффективности активаторной 
системы dCas9-VPR в зависимости 

от времени культивирования

Сравнив эффективность работы активаторных
систем в доступных нам условиях, для дальнейших
экспериментов мы выбрали систему dCas9-VPR.
Несмотря на то, что данная система показала срав-
нимую эффективность с системой dCas9-SunTag,
мы решили использовать dCas9-VPR ввиду более
простых технических нюансов при работе с лини-
ей (поддержание постоянной экспрессии всего
одного трансгена, в то время как dCas9-SunTag

Рис. 1. Окраска антителами против белка Cas9 клеточных линий, в которые трансдуцированы компоненты активатор-
ных систем dCas9-VP160, dCas9-SunTag, dCas9-VPR. Как видно, белок dCas9 локализован в ядрах клеток, –
следовательно, компоненты активаторных систем успешно экспрессируются. Флуоресцентная микроскопия, размер
шкалы – 200 мкм.

DAPI

1608-VP160

1608-SunTag

1608-VPR

Cas9 Merge
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требует поддержания экспрессия двух трансге-
нов, а также “забивает” два флуоресцентных ка-
нала). Поскольку уровень активации в предыду-
щем эксперименте был недостаточно сильным по
сравнению с литературными данными, мы реши-
ли проверить, как меняется уровень экспрессии
активируемых генов с течением времени. Для
этого использовали гидовые РНК, нацеленные на
промоторы генов OCT4, NANOG, PDX1, NKX2-2,
NKX6-1 и FOXA2. Клетки линии 1608-VPR тран-
сдуцировали лентивирусами, кодирующими ги-
довые РНК к вышеперечисленным генам, и
NTС-gRNA. Клетки культивировали и выделяли
из них тотальную РНК на 7, 14 и 28 сутки после
трансдукции. Уровень экспрессии активируемо-
го гена оценивали при помощи количественной
ОТ-ПЦР в реальном времени. Уровни экспрес-
сии откалибровали по контрольному образцу
NTС-gRNA, для каждой точки эксперимента
провели независимые биологические повторы и
результат усредняли. Результаты эксперимента
представлены на рис. 3. Мы наблюдали значи-
тельное достоверное повышение уровней экс-
прессии активируемых генов с течением времени.

Наиболее сильно возросла экспрессия гена
FOXA2 (примерно в 100, 1000 и 5000 раз на 7, 14 и
28 сутки после трансдукции соответственно).
Наиболее слабое увеличение экспрессии наблю-
дали для OCT4 (примерно в 21 раз на 28 сут после
трансдукции). В среднем уровни экспрессии ак-
тивируемых генов повысились в 30, 240 и 960 раз
на 7, 14 и 28 сутки эксперимента. Довольно широ-
кий разброс результатов между генами может
быть объяснен разным “качеством” гидовых
РНК, особенностями используемой клеточной
культуры, такими как доступность промоторных
участков целевых генов для гидовых РНК и исход-
ным уровнем экспрессии этих генов, а также осо-
бенностями регуляции экспрессии активируемых
генов в фибробластах.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Сравнив эффективность активационных си-

стем dCas9-VPR, dCas9-SunTag и dCas9-VP160 в
фибробластах кожи человека на примере генов
PDX1, OCT4 и NANOG, мы установили, что в сред-
нем уровень экспрессии рассмотренных генов

Рис. 2. Сравнение эффективности активаторных систем dCas9-VPR, dCas9-SunTag, dCas9-VP160. Уровни экспрессии
генов PDX1, OCT4 и NANOG в клеточных линиях 1608-VPR, 1608-SunTag и 1608-VP160 через 7 суток после трансдукции
лентивирусами, кодирующими гидовые РНК к генам PDX1, OCT4 и NANOG. Уровни экспрессии откалиброваны по
таковой в образцах, трансдуцированных конструкцией, кодирующей безтаргетную гидовую РНК NTС-gRNA. Бары
обозначают стандартное отклонение, каждое измерение проведено в трех технических и двух независимых биологи-
ческих повторах.
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выше в 3.8, 3.9 и 1.2 раза для dCas9-VPR, dCas9-
SunTag и dCas9-VP160 соответственно, что указы-
вает на превосходство систем активации второго
поколения по сравнению с системами первого.
Полученные нами результаты идентичны уже
опубликованным данным других исследователь-
ских групп. Так, группа исследователей под руко-
водством Tanenbaum M.E., разработавшая систе-
му dCas9-SunTag, провела сравнение эффектив-
ности своей системы с системой dCas9-VP64
(система первого поколения, практически аналог
dCas9-VP160) на примере активации гена CDKN1B в
клеточной линии HEK293. Они обнаружили, что
уровень экспрессии CDKN1B повышался более
чем в 3 раза и менее чем в 1.5 раза для систем
dCas9-SunTag и dCas9-VP64 соответственно [9].
Исследователи во главе с Blancafort P. использо-
вали систему dCas9-VPR для активации опухоле-
вого супрессора PTEN в клеточных линиях мела-
номы SK-MEL28 и рака молочной железы
SUM159. Через двое суток после трансфекции ги-
довых РНК уровень экспрессии PTEN вырос в 3 и
2.5 раза в соответствующих клеточных линиях
[10]. В работе Xi H. с соавт. [11] экспрессия PAX7 в

плюрипотентных клетках человека повысилась в
8 раз с помощью dCas9-VPR на вторые сутки по-
сле трансфекции гидовых РНК. Однако более ин-
тересные результаты представлены группой под
руководством Church G.M., разработавшей си-
стему dCas9-VPR. Они сравнили свою систему и
dCas9-VP64, используя гидовые РНК к генам,
участвующим в нейральной дифференцировке, в
плюрипотентных клетках человека и линии
HEK293. Оказалось, что система dCas9-VPR при-
мерно в 80 раз эффективней в HEK293 и в 15 раз – в
плюрипотентных клетках, чем dCas9-VP64 [12].
Кроме того, установлено, что в клетках HEK293
экспрессия NEUROD1 возрастала в 87 раз, в то
время как ASCL1 – в 4600 раз. Таким образом,
можно прийти к заключению, что эффективность
активации генов интереса зависит как от системы
активации, так и от особенностей используемого
типа клеток. Возможным объяснением таких раз-
личий могут служить профили конденсации хро-
матина и метилирования промоторов активиру-
емых генов, а также регулирование экспрессии
генов интереса со стороны различных тран-

Рис. 3. Изменение уровня экспрессии активируемых генов в клеточной линии 1608-VPR в зависимости от времени по-
сле трансфекции гидовых РНК. Уровни экспрессии измерены на 7, 14 и 28 сутки после трансдукции гидовых РНК.
Уровни экспрессии откалиброваны по уровню экспрессии в образцах, трансдуцированных конструкцией, кодирую-
щей безтаргетную гидовую РНК NTС-gRNA. Как можно видеть, экспрессия каждого из генов достоверно значительно
возрастает с течением времени культивирования. Бары обозначают стандартное отклонение, каждое измерение прове-
дено в трех технических и двух независимых биологических повторах. * Обозначает достоверное отличие (p-value < 0.05)
согласно t-критерию Стьюдента.
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скрипционных факторов в конкретной клеточ-
ной культуре.

Еще один фактор, влияющий на эффектив-
ность активации генов интереса ‒ подбор гидо-
вых РНК к промоторам этих генов. Задача опре-
деления оптимального участка промотора, как и
картирование промоторов, для определения оп-
тимального сайта связывания гидовых РНК пол-
ностью не решена в настоящий момент. Суще-
ствует две стратегии для решения этой задачи.
Первая состоит в подборе одновременно не-
скольких гидовых РНК к одному промотору (как
правило, до пяти на один промотор) и в сравне-
нии их по отдельности с выбором в последующем
наиболее эффективной. Эта величина для гидо-
вых РНК может значительно отличаться. Так, в
работе Liu P. с соавт. [13] обнаружено, что эффек-
тивность разных гидовых РНК для активации
SOX2 в линии эмбриональных фибробластов мы-
ши MEF отличается в 3‒5 раз. Похожие результа-
ты получены группой Tanenbaum M.E. с соавт. [9]
для гена CDKN1B в клеточной линии HEK293,
группой Hoogewijs D. с соавт. [14] для гена ADGB
в линиях HEK293 и MCF7, а также группой
Pyle A.D. с соавт. [11] для гена PAX7 в плюрипо-
тентных клетках. Второй стратегией может слу-
жить подбор несколько гидовых РНК и доставка
в клеточную культуру их эквимолярной смеси.
Такой подход позволяет сэкономить ресурсы на
проверке каждой гидовой РНК по отдельности,
однако может приводить к снижению эффектив-
ности активации в целом в культуре (поскольку
доля эффективных гидовых РНК будет снижена
за счет присутствия неэффективных РНК). С дру-
гой стороны, в случае, если внутри клетки оказы-
вается несколько гидовых РНК, которые садятся
на разные участки промотора, можно надеяться
на возникновение кумулятивного синергетиче-
ского эффекта и кратного повышения эффектив-
ности работы системы.

Мы использовали гидовые РНК к OCT4 и
NANOG, эффективность которых подтверждена в
работе Weltner с соавт. [7], а также подобранными
самостоятельно гидовыми РНК к генам PDX1,
NKX2-2, NKX6-1 и FOXA2. В случае генов NKX2-2,
NKX6-1 и FOXA2 применяли по две гидовых РНК
в эквимолярной смеси. Наблюдаемые значитель-
ные различия в эффективности активации рас-
сматриваемых генов (от 6 раз для OCT4 и 20 раз
для PDX1 на 7 сут после трансдукции) обусловле-
ны, по всей видимости, как качеством гидовых
РНК, так и особенностями использованной ли-
нии фибробластов кожи человека. Несмотря на
то, что полученные результаты свидетельствуют о
достоверно различимом эффекте активации экс-
прессии, этот уровень вряд ли может быть ис-
пользован для изучения процессов репрограмми-
рования одного типа клеток в другой или изуче-
ния клеточной пластичности. Так, по некоторым

оценкам, для репрограммирования соматических
клеток в плюрипотентные стволовые клетки уро-
вень экспрессии мастер-генов должен возрасти
более, чем в 1000 раз.

Низкая эффективность активации генов инте-
реса также может быть объяснена недостатком
компонентов активаторной системы и гидовых
РНК или недоступностью сайтов связывания гидо-
вых РНК с целевым промотором. В данной работе
мы использовали клеточные культуры с постоян-
ной экспрессией компонентов активаторных си-
стем и лентивирусную доставку конструкций, ко-
дирующих гидовые РНК. Такой подход позволяет
обеспечивать избыток необходимых компонен-
тов и устойчивую работу системы, поскольку, как
показано группой Hoogewijs D. [14], изменение
количества гидовой РНК и компонентов систе-
мы dCas9-VPR в широком диапазоне не приво-
дит к кратному росту эффективности актива-
ции гена ADGB в линии HEK293. Вместе с тем,
Liu P. с соавт. [13] установили, что с ростом про-
должительности эксперимента с 4 до 12 суток,
уровень экспрессии OCT4 в клетках MEF возрас-
тал в три раза, а экспрессия SOX2 – в 5. Hu W.
с соавт. [15] показали, что эффективность акти-
вации гена FibH в клетках BmE шелковичного
червя возрастает в 10 раз при увеличении продол-
жительности эксперимента с 24 до 60 ч. Опираясь
на эти данные, мы решили значительно продлить
время эксперимента и проверить, как будут ме-
няться уровни экспрессии активируемых генов в
течение 28 суток после доставки гидовых РНК.
Установлено, что экспрессия всех активируемых
генов (PDX1, OCT4, NANOG, NKX2-2, NKX6-1 и
FOXA2) значительно возрастает на 7, 14 и 28 сутки
культивирования; при этом в каждой временной
точке наблюдали значительный разброс в эффек-
тивности активации генов интереса. Так, на 7 сутки
эксперимента экспрессия усиливалась в 6‒20 раз, а
на 28 сутки ‒ в 22‒4000 раз. Заметим, что наиболь-
шая эффективность активации достигнута для ге-
на FOXA2, в то время как для остальных генов она
варьировала от 22 до 398 раз на 28 сутки культиви-
рования. Стоит отметить, что все активируемые
гены ‒ это гены транскрипционных факторов, не
характерных для фибробластов, и можно предполо-
жить, что исследуемые промоторы расположены в
областях компактного гетерохроматина. Мы пола-
гаем, что возрастание их экспрессии с увеличением
времени эксперимента можно объяснить пролифе-
рацией клеток, так как процессы клеточного деле-
ния сопровождают циклы конденсации–декон-
денсации хроматина, что увеличивает доступ-
ность сайтов связывания гидовых РНК с
целевыми промоторами. Широкий диапазон эф-
фективности активации, по-видимому, связан
также с регулированием экспрессии этих генов в
использованной нами линии фибробластов. На-
пример, ген FOXA2 представляет собой “пионер-
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ский” транскрипционный фактор, способный к
самостоятельной модификации гистонов, ремо-
делированию хроматина и профиля метилирова-
ния [16, 17]. В то же время гены PDX1, NKX2-2,
NKX6-1, OCT4 и NANOG регулируются большим
числом других транскрипционных факторов, от-
сутствие экспрессии которых в фибробластах мо-
жет снижать эффективность их активации.

Таким образом, экспериментально подтвер-
ждено, что системы трансактивации второго по-
коления: dCas9-VPR и dCas9-SunTag – более эф-
фективны, чем система первого поколения
dCas9-VP160. Эффективность активации в одних
и тех же клетках для разных генов разная, что, по
всей видимости, происходит из-за совокупности
факторов: качества гидовых РНК, выбора клеточ-
ной линии, особенностей эпигенетического
ландшафта в конкретном биологическом контек-
сте целевого промотора. Нам удалось подобрать
несколько гидовых РНК и вызвать достоверную
значимую активацию генов FOXA2, PDX1, NKX2-2,
NKX6-1, являющихся ключевыми транскрипцион-
ными факторами продуцирующих инсулин кле-
ток поджелудочной железы. Также эксперимен-
тально показана прямая зависимость степени ак-
тивации целевых генов от времени работы
системы, что, несомненно, необходимо учиты-
вать при планировании экспериментов по репро-
граммированию клеток при помощи трансакти-
ваторных систем на основе CRISPR/dCas9.

Работа выполнена при финансовой поддержке
гранта Министерства образования и науки
(№ 075-15-2019-1789), выданного Центру высоко-
точного редактирования генома и генетических тех-
нологий для биомедицины РНИМУ им. Н.И. Пиро-
гова. Часть работы, связанная с иммуннофлуо-
ресцентной микроскопией, поддержана грантом
РНФ (грант № 17-75-20178). Работа Артюхова А.С.
поддержана грантом Systems Biology Fellowship от
Сколковского института науки и технологий.
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The Efficiency of Gene Activation Using CRISPR/dCas9-Based Transactivation 
Systems Depends on the System Run Time

A. S. Artyuhov1, D. A. Dorovskiy2, A. V. Sorokina1, K. M. Shakirova1,
E. D. Momotyuk1, 3, and E. B. Dashinimaev1, 2, *

1 Center for Precision Genome Editing and Genetic Technologies for Biomedicine, Pirogov Russian National Research 
Medical University, Moscow, 117997 Russia

2Moscow Institute of Physics and Technology (State University), Dolgoprudny, Moscow Region, 141701 Russia
3Koltzov Institute of Developmental Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119334 Russia

*e-mail: dashinimaev@gmail.com

One promising application based on the CRISPR/Cas9 system is the transactivator systems, which allow tar-
geted control of the genes expression levesl in cell culture. However, their performance has been reported to
vary considerably depending on the cell type and the activator system used. In this work, we compared the
efficacy of the three activator systems dCas9-VP160, dCas9-SunTag, and dCas9-VPR in an immortalized hu-
man skin fibroblast line to activate the expression of OCT4, NANOG, PDX1, FOXA2, NKX2-2, and NKX6-1
genes. It was shown that the efficiency of activation of these genes really depended on the type of activator
system, and the strength of activation depended on the duration of the activator system. 

Keywords: CRISPR/Cas9, activation, dCas9-VP160, dCas9-SunTag, dCas9-VPR
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