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В настоящее время фармакологически значимые белки синтезируют в различных системах экспрес-
сии – от бактериальных до культур клеток млекопитающих и насекомых. Растительные системы
экспрессии, особенно суспензионные культуры клеток, выгодно сочетают в себе простоту и низкую
стоимость бактериальных систем со способностью к пострансляционным модификациям белков
по эукариотическому типу. Одним из недостатков растительных систем экспрессии остается низ-
кий (по сравнению с бактериальными системами) выход целевого рекомбинантного белка. В обзоре
рассмотрены разработанные за последние два десятилетия способы повышения уровня экспрессии
рекомбинантных генов и способы предотвращения сайленсинга, вызванного случайным встраива-
нием целевого гена в гетерохроматиновые участки. Появление технологий CRISPR/Cas привело к
созданию нового подхода к повышению уровня экспрессии генов – направленного встраивания ге-
нов “фармацевтических” белков в конкретные, заведомо транскрипционно активные участки генома.
Такими участками могут быть локусы генов домашнего хозяйства растительной клетки, активно экс-
прессируемые в течение всей интерфазы. Подробно рассмотрена организация некоторых генов домаш-
него хозяйства, наиболее перспективных для переноса в их локусы генов рекомбинантных белков.
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ВВЕДЕНИЕ
В настоящее время большое число белков ме-

дицинского назначения получают не из природ-
ных источников, а синтезируют их рекомбинант-
ные аналоги в различных системах экспрессии
(Escherichia coli, дрожжи, клетки животных и др.).
К преимуществам прокариот в качестве системы
экспрессии относятся простота генно-инженер-
ных манипуляций, быстрый рост, высокий уро-
вень продукции рекомбинантных белков и воз-
можность масштабного производства белка в
биореакторах. Тем не менее, существует целый
ряд посттрансляционных модификаций, которые

прокариотическая клетка не в состоянии осуще-
ствить. Некорректные модификации или их от-
сутствие могут значительно изменить свойства
синтезируемого белка, в том числе его биологиче-
скую активность и фармакокинетику. Поэтому
прокариотические системы экспрессии исполь-
зуют преимущественно для синтеза относительно
простых терапевтических белков, таких как инсу-
лин, интерферон или гормон роста человека. Бо-
лее сложные белки чаще получают в системах, ос-
нованных на культурах клеток млекопитающих
[1], но и эти системы имеют свои слабые места.
Это, прежде всего, высокая стоимость культиви-

Сокращения: UTR (UnTranslated Regions) – нетранслируемые области генов; IGS (InterGenic Spacer) – межгенный спей-
сер; ETS (External Transcribed Spacer) – внешний транскрибируемый спейсер; ITS (Internal Transcribed Spacer) – внутрен-
ний транскрибируемый спейсер; CGI (CG Islands) – CpG-островки; IRES (Internal Ribosome Entry Site) – внутренний сайт
посадки рибосомы; 3'-CITE (3'-Cap Independent Translation Enhancer) – 3'-кепнезависимые энхансеры трансляции; MAR
(Matrix Attachment Regions) – матрикссвязывающие районы хроматина; IME (Intron Mediated Enhancement) – интрон-опо-
средованное усиление экспрессии; RMCE (Recombinase Mediated Cassete Exchange) – рекомбиназный обмен кассет.
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рования, сложность масштабирования процесса
и потенциальная зараженность вирусами. Сус-
пензионные культуры клеток растений лишены
этих недостатков, они считаются чрезвычайно
перспективными для синтеза рекомбинантных
белков, поскольку сочетают способность к пост-
трансляционной модификации по эукариотиче-
скому типу с простотой и дешевизной бактери-
альных систем экспрессии. Однако, несмотря на
успехи в использовании суспензионных культур
клеток растений для коммерческого получения
терапевтических белков [2, 3], остается достаточ-
но много нерешенных проблем, наиболее важная
среди которых ‒ недостаточно высокий уровень
экспрессии рекомбинантного белка.

Чаще всего проблема повышения продукции
рекомбинантного белка в растительных клетках
решается за счет оптимизации генетических кон-
струкций, включающих целевой ген, и условий
культивирования растительных клеток, а также
отбора наиболее “благоприятных” событий инте-
грации трансгена в растительный геном. Сюда от-
носятся ставшие уже классическими методы опти-
мизации частот кодонов, подбор конститутивных
промоторов, встраивание в вектор 5'-нетранслиру-
емых областей (5'-UTR), интронзависимое усиле-
ние экспрессии целевого гена, транспорт реком-
бинантного белка в органеллы, апопласт или куль-
туральную среду, коэкспрессия с ингибиторами
протеаз [4‒7]. Кроме того, выход рекомбинантно-
го белка может сильно зависеть от выбора проду-
цента и условий его культивирования [4, 5, 7].

При использовании классических методов ин-
теграции рекомбинантной ДНК целевой ген
встраивается в случайный участок генома. Разные
области генома могут значительно отличаться по
своей транскрипционной активности: от высоко-
активных (эухроматин) до практически молчащих
(гетерохроматин). Состояние хроматина определя-
ется множественными эпигенетическими фактора-
ми: расположением нуклеосом, негистоновыми
белками, вариантами и модификациями гистонов,
метилированием ДНК [8]. Значительная вариа-
бельность уровня и стабильности экспрессии
целевого гена, наблюдаемая в трансгенных ли-
ниях [9], обусловлена тем, что встраивание целе-
вого гена в гетерохроматиновый район резко
уменьшает его экспрессию и может приводить к
сайленсингу [10]. Поэтому практически всегда
приходится проводить интенсивный скрининг
трансгенных линий и отбирать наиболее ста-
бильные и высокопродуктивные из них [11].

В последние годы появляются новые страте-
гии доставки целевых генов в геном продуцента,
позволяющие с высокой вероятностью встраивать
их в эухроматиновые регионы. С этой целью ис-
пользуют транспозоноподобные векторные кон-
струкции, которые встраиваются преимуществен-

но в эухроматин [12], или векторы, где целевой ген
с обеих сторон фланкирован протяженными эух-
роматиновыми участками [13]. К сожалению, пока
эти подходы реализованы только на клетках жи-
вотных. Появление и быстрое развитие CRIS-
PR/Cas-технологий [14] позволило относительно
легко и без серьезных затрат адресно доставлять
целевые гены почти в любые нужные конститу-
тивно транскрибируемые участки генома. В даль-
нейшем можно будет отказаться от трудоемкого
скрининга большого числа трансгенных линий и
сразу получить стабильный и высокий выход це-
левого белка.

Для оптимизации экспрессии рекомбинант-
ных генов с использованием CRISPR/Cas-техно-
логий необходимо выявить круг генов, которые
конститутивно и высокоэффективно транскри-
бируются в растительной клетке. Прежде всего,
это гены домашнего хозяйства, представленные в
геноме несколькими копиями или тысячами ко-
пий. Сюда относятся гены рРНК, гены гистонов
и ряд других.

В нашем обзоре кратко рассмотрены классиче-
ские стратегии оптимизации синтеза рекомби-
нантных белков и новые подходы, связанные с
встраиванием целевых генов в эухроматиновые
участки генома. Особое внимание уделено органи-
зации и структуре генов домашнего хозяйства рас-
тительной клетки, являющихся потенциальными
сайтами интеграции целевых генов, экспрессию
которых необходимо интенсифицировать.

ДИЗАЙН ЭКСПРЕССИОННЫХ КАССЕТ

Экспрессионные кассеты – важнейшая часть
рекомбинирующего вектора, содержащая не
только целевой ген и промоторные элементы, но
и целый ряд энхансерных и регуляторных после-
довательностей, включая UTR (5'- и 3'-нетранс-
лируемые районы) и внутренние сайты посадки
рибосом (IRES). Экспрессионные кассеты могут
быть классифицированы по числу цистронов (ре-
комбинантных генов) в единой соответствующей
им мРНК. Моноцистронные кассеты, используе-
мые для синтеза отдельных белков, содержат ре-
гуляторные элементы генов этих белков. При не-
обходимости одновременного синтеза двух или
более белков в одной клетке их кассеты могут
быть помещены в одну или несколько плазмид,
но во втором случае резко уменьшается вероят-
ность одновременной трансформации клетки
всеми компонентами. С другой стороны, разме-
щение нескольких моноцистронных кассет в од-
ном векторе значительно увеличивает его разме-
ры, что может уменьшить вероятность встраива-
ния в растительный геном, привести к неполной
интеграции и потере одного или нескольких
трансгенов [15].
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Бицистронные кассеты обычно содержат IRES
вирусного происхождения, что позволяет избе-
жать 5'-кепзависимого уменьшения скорости
трансляции и дает возможность связывать факто-
ры ее инициации. Часто в бицистронные кассеты
помещают вирусную 2A-последовательность, ко-
торая позволяет инициировать трансляцию в
клетках растений в 9 раз эффективнее, чем IRES.
2A-последовательность функционирует котранс-
ляционно, терминируя трансляцию, и позволяет
собирать в одной кассете до 9 генов [16, 17]. На ос-
нове полицистронных кассет можно сформировать
различные опероноподобные структуры. Такие
кассеты очень привлекательны для метаболической
инженерии растений, например гликоинженерии,
так как позволяют за 1 раз вносить в растительный
геном целые гетерологичные метаболические пути
[17]. Подробно строение экспрессионных кассет и
цис-факторы, влияющие на их экспрессию, рас-
смотрены в обзорах [18, 19].

Промоторы

Для экспрессии рекомбинантных белков в рас-
тительных клетках используется широкий круг
промоторов как растительного происхождения,
так и экзогенных. Все эти промоторы можно раз-
делить на конститутивные, тканеспецифичные и
индуцибельные. Каждая из этих категорий также
делится на промоторы, специфичные для двудоль-
ных и однодольных растений [7, 19]. Принято счи-
тать, что растительный промотор состоит из двух
частей: коровой (кор-промотор), расположенной
непосредственно перед геном, и дистальной, рас-
положенной на расстоянии до тысяч пар нуклео-
тидов перед ним, и содержащей разнообразные
энхансеры. Обе части промотора содержат цис-
элементы, к которым присоединяются различ-
ные белки, известные как факторы инициации
транскрипции [20]. Подробно строение расти-
тельных промоторов и их цис-регуляторных эле-
ментов рассмотрено в обзоре [19].

Для увеличения экспрессии рекомбинантных
белков в растительных клетках очень важен подбор
промотора, способного оптимально взаимодей-
ствовать с транс-факторами транскрипции [21]. Ба-
за растительных промоторов (http://ppdb.agr.gifu-
u.ac.jp/ppdb/cgi-bin/index.cgi) содержит большой
набор нуклеотидных последовательностей кор-
промоторов и групп регуляторных элементов Arabi-
dopsis thaliana, Oryza sativa, Populus trichocarpa и Phy-
scomitrella patens [22]. Тем не менее, в векторах для
трансформации растений очень часто использу-
ются экзогенные промоторы. Например, очень
широко применяемый конститутивный промо-
тор 35S CaMV вируса мозаики цветной капусты,
хорошо совместим с транскрипционной маши-
ной двудольных растений и используется обычно
для дизайна компактных экспрессионных кассет,

хотя его активность может снижаться в некото-
рых тканях и клетках [19]. Активность полиубик-
витиновых промоторов PvUbi1 и PvUbi2 Panicum
virgatum (просо) в несколько раз выше активности
35S CaMV и актинового промотора риса OsAct1
[23]. Тканеспецифичные промоторы могут ис-
пользоваться для накопления рекомбинантного
белка в отдельных органах и тканях. Например,
промоторы генов зеинов кукурузы [24], генов глу-
телина, глобулина и проламинов риса [25] специ-
фичны для эндосперма и определяют синтез белка
только в клетках эндосперма зерновок, имеющих
достаточно низкую активность протеаз. В результа-
те возрастает не только стабильность и количество
рекомбинантного белка, но и все растение не испы-
тывает возможных токсических эффектов от на-
копления чужеродного белка. Свое применение на-
ходят и индуцибельные промоторы. Недавно на ос-
нове индуцируемого β-эстрадиолом промотора
создана коллекция TRANSPLANTA из 1636 линий
A. thaliana, каждая из которых экспрессирует на
высоком уровне один из 634 факторов тран-
скрипции [26]. Сконструирован промотор, вклю-
чаемый красным светом (λ = 660 нм) и выключа-
емый инфракрасным (740 нм) [27]. В последнее
время активно разрабатываются искусственные
промоторы ‒ как конститутивные, тканеспеци-
фичные и индуцибельные, так и подходящие для
разных видов растений [28].

UTR и опосредованное интронами
усиление экспрессии (IME)

Недавние исследования показали, что нуклео-
тидные последовательности 5'-UTR мРНК раз-
ных генов A. thaliana значительно варьируют, в
результате чего эффективность их трансляции су-
щественно изменяется (более чем в 200 раз). Наи-
более благоприятным нуклеотидом в 5'-UTR в
позициях –1…–21 от точки инициации трансля-
ции оказался остаток А. В частности, для макси-
мальной эффективности трансляции требуется A
в позициях –1…–5. Напротив, остаток T в этих
позициях обеспечивает самый низкий уровень
трансляции. Влияние участка 5'-UTR, располо-
женного между позициями –1 и –21, на эффек-
тивность трансляции прослеживается и у других
видов растений [29]. Механизм этого влияния не
совсем понятен, но ранее было показано, что
шпилечные структуры, образуемые мРНК в рай-
оне стартового кодона, могут сильно влиять на
интенсивность трансляции [30]. Более того, этот
консервативный район необходим для связыва-
ния факторов инициации трансляции и посадки
субъединиц рибосомы [31].

РНК-содержащие вирусы растений, не имею-
щие 5'-кепа, приобрели кепнезависимый меха-
низм, позволяющий им связывать факторы ини-
циации трансляции и субъединицы рибосом. Их
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3'-UTR содержат кепнезависимые трансляцион-
ные энхансеры (3'-CITE), которые образуют T-,
Y-подобные или иные шпилечные структуры.
Эти шпильки пространственно взаимодействуют
с 5'-концом вирусной РНК, имитируя 5'-кеп [31].
В системе транзиентной экспрессии, основанной
на вирусе мозаики вигны, присутствие Y-подоб-
ного 3'-CITE повышает уровень трансляции на
30% [32]. Усилить экспрессию можно также с по-
мощью введения 5'-UTR, которые действуют как
трансляционные энхансеры. Подробно влияние
UTR на эффективность трансляции у растений и
его механизмы рассмотрены в обзоре [33].

Еще один способ оптимизации синтеза целе-
вых белков в растении ‒ использование опосре-
дованного интроном усиления экспрессии (IME)
[6]. Добавление последовательностей интронов в
5'-UTR или другие участки целевых генов может
значительно усиливать их экспрессию на тран-
скрипционном, посттранскрипционном и трансля-
ционном уровнях. Однако механизм IME изучен
недостаточно. IME наблюдается не только у расте-
ний, но и у животных и даже у дрожжей. Общее у
всех интронов, проявляющих эффект IME, ‒ пра-
вильная ориентация, локализация в транскриби-
руемой последовательности и нахождение вблизи
сайта инициации транскрипции [6]. Уровень
транскрипции при IME повышается в 2–3 раза,
но накопление мРНК и содержание белкового
продукта может увеличиться в 20–30 раз [34].
Встраивание интрона гена rubi3 риса в 5'-UTR
привело к повышению экспрессии целевых генов
в трансгенных растениях риса в 29 раз [35]. Ин-
трон гена убиквитина (Ubi1) кукурузы в сочета-
нии со своим промотором обеспечивает очень су-
щественное увеличение экспрессии целевых ге-
нов как в трансгенных растениях кукурузы [36],
так и в растениях риса [37].

Частым осложнением биотехнологических
манипуляций является то, что чужеродный ре-
комбинантный ген, управляемый сильным кон-
ститутивным промотором или встроенный в ге-
ном в большом числе копий, имеет тенденцию
“замолкать” по механизму косупрессионного сай-
ленсинга [38]. Обойти проблему сайленсинга мож-
но с помощью более слабых или тканеспецифич-
ных промоторов. Так как IME влияет на все уров-
ни экспрессии, включая стабильность мРНК,
интроны могут быть отличным инструментом уси-
ления экспрессии генов в сочетании со слабыми
промоторами. Более того, эффект повышения
экспрессии интронами даже возрастает при ис-
пользовании слабых промоторов. Поскольку IME
каждого интрона может преимущественно влиять
на разные фазы экспрессии, интрон с низким
уровнем усиления транскрипции может стабили-
зировать мРНК или усиливать трансляцию, или
вызывать и то, и другое [6].

ОПТИМИЗАЦИЯ
ИСПОЛЬЗОВАНИЯ КОДОНОВ

В связи с вырожденностью генетического кода
одна и та же аминокислота может кодироваться
несколькими кодонами (от двух до шести). При
этом два первых нуклеотида кодона крайне кон-
сервативны, а основная вариабельность прихо-
дится на нуклеотид в третьей позиции. Частоты
встречаемости синонимических кодонов разли-
чаются у разных организмов. Они декодируются
рибосомами с разной скоростью, так как соответ-
ствующие им тРНК также присутствуют у разных
организмов в разных количествах [39]. Поэтому
уровень трансляции рекомбинантного белка можно
значительно повысить, заменив редкие кодоны на
предпочитаемые данным продуцентом. Уровень
экспрессии гена можно предсказать исходя из ча-
стоты использования кодонов с помощью различ-
ных методик и компьютерных программ [59]. База
Codon usage database (http://www.kazusa.or.jp/co-
don/) предоставляет возможность узнать частоты
использования синонимических кодонов и про-
цент встречаемости GC в генетическом коде более
чем у 35000 организмов.

Подходы, включающие замену редких кодонов
на частые, в сочетании с уменьшением общего ко-
личества GC, приводящего к формированию ста-
бильной вторичной структуры мРНК, часто ис-
пользуются биотехнологическими компаниями и
исследовательскими группами для оптимизации
экспрессии гетерологичных белков, но, к сожале-
нию, с переменным успехом [41, 42]. В некоторых
случаях оптимизация использования кодонов спо-
собна существенно увеличить выход белка (до 1000
раз) [41]. Действительно, в хлоропластах Clamydo-
monas и табака экспрессия целевых генов возрос-
ла в 75 [43] и 80 [44] раз соответственно. В опытах
с хлоропластами табака и латука эффект составил
5‒7 и 22‒28 раз [45]. К сожалению, оптимизация
использования кодонов может не только повы-
шать, но и снижать экспрессию генов гетерологич-
ных белков. Например, после оптимизации кодо-
нов уровень экспрессии антигена SAG178–322
Toxoplasma gondii в листьях табака не изменился,
тогда как экспрессия антигена SAG1 снизилась в
5–10 раз [46]. Однако чаще оптимизация исполь-
зования кодонов приводит к усилению экспрес-
сии рекомбинантных белков, но в ряде случаев
образуются биологически неактивные нераство-
римые агрегаты, которые приходится подвергать
рефолдингу для восстановления их вторичной и
третичной структуры и биологической активно-
сти [41, 47]. Остается неясным, каким образом си-
нонимичные замены кодонов влияют на фолдинг
белков, но показано, что не только множествен-
ные, но даже и единичные замены могут влиять
на активность белков, взаимодействие с лекар-
ствами и ингибиторами, профиль фосфорилиро-
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вания, чувствительность к протеолизу [48, 49] и
агрегационную способность [50]. В отдельных
случаях синонимичные замены могут привести к
образованию совершенно иной третичной струк-
туры белка [46, 51]. Важно заметить, что подоб-
ные эффекты характерны не только для бактери-
альных, но и для эукариотических систем экс-
прессии. Эти структурные и функциональные
нарушения могут быть связаны с тем, что фол-
динг полипептидной цепи происходит одновре-
менно с трансляцией. Оптимизация кодонов
приводит к тому, что участки, ранее содержавшие
редкие кодоны и синтезировавшиеся значитель-
но медленнее, начинают быстро покидать рибо-
сому. В результате ключевые районы полипептид-
ной цепи, отвечающие за правильную третичную
структуру, не успевают пространственно сблизить-
ся для взаимодействия друг с другом, что приводит
к неправильному фолдингу. Таким образом, сино-
нимические замены являются как бы вторичным
кодом, определяющем фолдинг белка [46].

ПРЕДОТВРАЩЕНИЕ
ВНУТРИКЛЕТОЧНОЙ ДЕГРАДАЦИИ 

РЕКОМБИНАНТНЫХ БЕЛКОВ

Цитозоль ‒ не лучшее место накопления ре-
комбинантных белков, прежде всего из-за боль-
шого числа протеаз. В эндоплазматическом ре-
тикулуме протеаз меньше, но при накоплении
большого количества чужеродного белка в нем
включается защитный механизм ответа клетки
на белки с неправильной конформацией (Un-
folded Protein Response – UPS), сопряженный с
убиквитинзависимой протеасомной деградаци-
ей [52]. В ряде случаев удается увеличить время
жизни белка, сливая его с другими стабильными
белками или их доменами, например с убикви-
тинсвязывающим доменом UBA2 рецептора
убиквитина RAD23a [53]. Поскольку создать рас-
тение, лишенное протеаз, вряд ли удастся, то для
сохранения уже синтезированного белка обычно
используют два независимых подхода: коэкс-
прессию с генами ингибиторов протеаз и транс-
порт рекомбинантного белка в органеллы и дру-
гие внутриклеточные структуры. Кроме того,
предпринимаются попытки модифицировать сам
механизм UPS у растений, очень консерватив-
ный и достаточно хорошо изученный у эукариот
[54]. Первый подход, более подробно рассмот-
ренный в обзоре [7], был успешно применен на
картофеле с использованием ингибитора протеаз
катепсина D томатов [55]. В случае второго под-
хода к белкам добавляют небольшие сигнальные
последовательности, задерживающие их в эндо-
плазматическом ретикулуме или обеспечивающие
их транспорт во внутриклеточные структуры, со-
держащие относительно мало протеаз: вакуоли,
апопласт или пластиды. При использовании ткане-

специфичных промоторов рекомбинантные белки
могут синтезироваться также в семядолях (двудоль-
ные) или в эндосперме (однодольные), где могут
поступать в масляные или белковые запасные
тельца, производные эндоплазматического рети-
кулума. Подробнее это направление рассмотрено
в обзорах [5, 7].

Основные достоинства и недостатки описан-
ных методов оптимизации экспрессии рекомби-
нантных генов, ставших уже классическими,
кратко суммированы в сводной табл. 1.

ИСКЛЮЧЕНИЕ НЕГАТИВНОГО
ВЛИЯНИЯ ГЕТЕРОХРОМАТИНА

НА ЭКСПРЕССИЮ ТРАНСГЕНОВ
Разные районы генома могут значительно раз-

личаться по своей транскрипционной активно-
сти: от очень активных (эухроматин) до практи-
чески молчащих (гетерохроматин). Классическая
агробактериальная и биобаллистическая транс-
формация приводят к случайному встраиванию
рекомбинантного гена в геном, что влечет за собой
высокую вариабельность его экспрессии в полу-
ченных трансгенных линиях [9], нестабильность
уровня экспрессии и даже сайленсинг [10]. Здесь
проявляется давно известный генетикам эффект
положения: активность гена в значительной степе-
ни определяется его хромосомным окружением.
Состояние гетерохроматина зависит от посттранс-
ляционной модификации гистонов, метилирова-
ния ДНК и постоянно поддерживается большим
набором факторов, присутствующих в нем, поэто-
му эффект снижения транскрипционной актив-
ности имеет тенденцию распространяться далеко
за пределы самого гетерохроматина [56]. Поэтому
трансгены, встроившиеся вблизи гетерохромати-
новых регионов, склонны к сайленсингу. В по-
следние два десятилетия проводится активный
поиск способов избежать негативного влияния
гетерохроматина на экспрессию трансгенов.

Барьерные инсуляторы
Один из возможных способов избежать рас-

пространения влияния гетерохроматина на близ-
лежащие участки генома заключается во фланки-
ровании трансгена генетическими элементами,
блокирующими влияние гетерохроматина, что
позволяет трансгену экспрессироваться с высо-
кой эффективностью. Примером таких элемен-
тов могут быть барьерные инсуляторы, которые,
как считается, играют важную роль в организа-
ции хроматина, разделяя его на функциональные
домены [57]. Барьерные инсуляторы способны
локально влиять на ацетилирование и метилиро-
вание гистонов, что, в конечном итоге, может ак-
тивировать хроматин [58]. В число барьерных ин-
суляторов входят матрикссвязывающие районы
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хроматина (Matrix attachment region ‒ MAR) ‒ об-
ласти ДНК, прикрепляющиеся к ядерному мат-
риксу, создающие хроматиновые петли и образую-
щие границы между разными доменами хромати-
на [59]. MAR экранируют рекомбинантные гены
от негативного влияния соседнего гетерохромати-
на, усиливают их экспрессию [60] и предотвраща-
ют сайленсинг [61]. MAR выделены из геномов
большого числа эукариот, в том числе растений
[62], и часто используются для фланкирования
экспрессионных кассет с целью уменьшения ва-
риабельности экспрессии трансгена [58]. Ис-
пользование MAR-элемента из гена лизоцима A
курицы для фланкирования трансгенов, экспрес-
сирующихся в клетках табака и риса, существен-
но уменьшало вариабельность экспрессии в
трансгенных линиях путем подавления сайлен-
синга [63]. Но этот же MAR-элемент не влиял на
сайленсинг у трансгенного арабидопсиса [64]. На
неэффективность и даже на негативный эффект

некоторых MAR на экспрессию трансгена указы-
вали и другие данные [65, 66]. Возможно, MAR
это гетерогенная группа элементов, которые объ-
единяет только способность связываться с ядер-
ным матриксом. Кроме того, MAR могут проти-
востоять только цис-сайленсингу (распростране-
ние эффекта гетерохроматина), но не могут
предотвратить транс-сайленсинг (например по-
сттранскрипционный) [67]. MAR представляют
собой довольно протяженные участки ДНК, ко-
торые могут содержать не только сайты связыва-
ния с матриксом, но и другие регуляторные эле-
менты.

Кроме MAR, некоторые инсуляторы также
способны защищать трансгены от эффекта по-
ложения в геноме растений. Например, 5'-инсу-
лятор гена арилсульфатазы морского ежа усили-
вает экспрессию трансгенов и уменьшает вариа-
бельность их экспрессии в клетках табака [68].
Инсулятор gypsy Drosophila melanogaster также по-

Таблица 1. Классические методы оптимизации уровня экспрессии целевых белков

Метод Достоинства метода Недостатки метода

• Подбор промоторов • Сильные промоторы повышают экспрессию
в несколько раз
• Тканеспецифичные промоторы могут обеспе-
чить синтез белка в органах с низкой протеазной 
активностью
• Возможность конструировать промоторы с 
различными цис-энхансерами

• Сильные промоторы могут при-
водить к быстрому сайленсингу 
гена
• Не оказывает влияния на ско-
рость трансляции

• Введение в ген нетранс-
лируемых районов (UTR)

• 5'-UTR могут изменить скорость трансляции
в 200 раз
• 3'-UTR (3'-CITE – кепнезависимые трансля-
ционные энхансеры) ускоряют трансляцию на 
треть

• Влияет на экспрессию гена 
только на уровне трансляции

• Опосредованное интро-
ном усиление экспрессии 
(IME)

• Могут усиливать экспрессию на транскрипци-
онном, посттранскрипционном и трансляцион-
ном уровнях
• Уровень транскрипции может повышаться
в 2–3 раза, накопление мРНК и белка до 30 раз
• Позволяет использовать слабые промоторы, 
значительно усиливая уровень экспрессии

• Малая предсказуемость метода
• Неясность механизма усиления 
экспрессии

• Оптимизация использо-
вания кодонов

• Способен увеличить выход белка в десятки 
раз, в некоторых случаях до 1000

• Не всегда приводит к положи-
тельным результатам
• Может нарушить фолдинг и при-
вести к изменению биологических 
свойств белка

• Предотвращение дегра-
дации белка

• Коэкспрессия с ингибиторами протеаз увели-
чивает выход белка почти в 2 раза
• Транспорт белков во внутриклеточные струк-
туры может увеличить его концентрацию до 10 раз

• Не связан с уровнями тран-
скрипции и трансляции
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вышает уровень экспрессии трансгенов и снижает
ее вариабельность в клетках A. thaliana, но только
при коэкспрессии белка Su(Hw) (супрессор hairy-
wings) D. melanogaster, взаимодействующего с gypsy
[69]. Известные нуклеотидные последовательно-
сти барьерных инсуляторов мало сходны между
собой, однако появляется все больше данных, что
они привлекают к себе гистон-ацетилазную и ги-
стон-метилазную активности. Например, инсуля-
тор 5'-HS4 гена β-глобина курицы взаимодейству-
ет с белками, осуществляющими опосредованное
HS4 метилирование и ацетилирование гистонов
H3 и H4, свойственное эухроматину [70] и пре-
пятствует метилированию ДНК [71]. Предполага-
ется, что опосредованные HS4 модификации ги-
стонов предотвращают метилирование H3K9 и
присоединение HP1, что останавливает распро-
странение гетерохроматина и локально поддер-
живает хроматин в активном состоянии [70].

Другие факторы, активирующие хроматин

Первый фактор, обладающий способностью
активировать хроматин на любом участке генома,
UCOE (Ubiquitos Chromatin-Opening Element),
был выделен при изучении района двух генов до-
машнего хозяйства человека: гена TATA-связыва-
ющего белка (TBP) и расположенного поблизо-
сти гена PSMB1, кодирующего субъединицу про-
теасомы [72]. TBP и PSMB1 транскрибируются в
разных направлениях с помощью двойного дву-
направленного промотора, расположенного меж-
ду ними и окруженного с обеих сторон неметили-
рованными CpG-островками (CGI). Экспрессия
фрагмента TBP-PSMB1 в фибробластах мыши
оказалась стабильной в течение как минимум 60
дней, т.е. окружающий промотор CGI защищает
его от эпигенетического сайленсинга и обеспечи-
вает продолжительную и стабильную экспрессию
[72]. Еще один фрагмент генома с такой же архи-
тектурой — локус HNRPA2B1-CBX3, также содер-
жит гены двух белков домашнего хозяйства —
РНП A2/B1 (HNRPA2B1) и белка гетерохромати-
на 1Hs-γ (CBX3). CGI (2.6 т.п.н.), содержащий
двунаправленный промотор, который частично
перекрывает первые альтернативные экзоны обо-
их генов. Этот элемент был назван A2UCOE. Ло-
кусы TBP-PSMB1 и HNRPA2B1-CBX3, включая их
двунаправленные промоторы, окруженные неме-
тилированными CGI, способны активировать
хроматин и обеспечивать стабильную экспрес-
сию даже при интеграции в участки центромер-
ного конститутивного гетерохроматина [73]. Ис-
следование экспрессии A2UCOE в культуре мо-
нонуклеарных клеток крови показало, что в
районе сайтов инициации транскрипции генов
HNRPA2B1 и CBX3 гистоны H3 и H4 метилирова-
ны и ацетилированы по эухроматическому типу
[74]. Кассеты, содержащие A2UCOE и eGFP с

промотором hCMV, обеспечивали не только
20-кратное увеличение экспрессии eGFP, но так-
же предотвращали сайленсинг и поддерживали
стабильность экспрессии в клетках CHO яични-
ков китайского хомячка в течение 100 поколений
[73]. Еще один UCOE обнаружен в гене рибосом-
ного белка S3 мыши (Rps3). В отличие от преды-
дущих UCOE, Rps3 содержит один ген домашнего
хозяйства под управлением однонаправленного
промотора, окруженного CGI из 358 п.н. Элемент
Rps3 размером 3 т.п.н. в сочетании с промотором
hCMV обеспечивает высокую и стабильную экс-
прессию eGFP в клетках CHO [75]. К сожалению,
попытки обнаружения и использования UCOE в
растительных системах экспрессии пока не пред-
принимались. Подробно использование UCOE в
биотехнологии и генной терапии рассмотрено в
обзорах [76, 77].

Стабилизирующие антирепрессорные элемен-
ты (Stabilizing Anti Repressor Elements — STAR)
были обнаружены в результате скрининга биб-
лиотеки геномных фрагментов ДНК человека по
их способности блокировать ассоциированные с
хроматином репрессоры транскрипции, что поз-
воляло трансгенным клеткам выживать на селек-
тивной среде в результате подавления вызывае-
мого этими репрессорами сайленсинга генов ан-
тибиотикоустойчивости. Выделено 10 элементов
с различной антирепрессорной активностью.
Элементы STAR7 и STAR40 показали одинаково
высокую активность и были активны как в клет-
ках человека, так и в клетках CHO [78]. STAR40,
расположенный на хромосоме 22 недалеко от ге-
на IL17R, состоит из уникальной некодирующей
последовательности и не имеет CpG-островков.
Векторы, содержащие целевые гены, управляе-
мые разными промоторами и фланкированные
STAR40, позволяют получить большее число ста-
бильно трансформированных клеточных линий и
повышают уровень экспрессии пропорциональ-
но числу встроенных копий, т.е. уровень экспрес-
сии не зависит от места встраивания [78]. Однако
несмотря на многообещающие возможности, это
направление не получило дальнейшего развития.

Эухроматин-содержащие векторы экспрессии

Совершенно другой подход к решению про-
блемы негативного влияния гетерохроматина на
экспрессию трансгенов заключается во фланки-
ровании экспрессионной кассеты протяженны-
ми заведомо эухроматическими участками. С
этой целью в качестве векторов для трансформа-
ции клеток CHO использовали искусственные
бактериальные хромосомы (BAC) [79], которые
представляют собой большие векторы с протя-
женными участками активного хроматина, спо-
собными вместить до 200–300 т.п.н. трансгенного
генетического материала. Поэтому в них можно
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встраивать большие локусы со всеми их управля-
ющими элементами. BAC широко используются
в при получении трансгенных мышей, так как
транскрипционная активность встроенных в ВАС
генов не зависит от эффекта положения и пропор-
циональна числу встроенных копий [80]. На осно-
ве BAC получена серия векторов с различными
комбинациями локусов активного хроматина,
промоторов и других регуляторных элементов,
экспресирующих фрагмент IgG1 человека (IgG-Fc),
CN54gp140, сильно гликозилованный полипептид
HIV-1 и PG9, антитела против HIV-1. Не все ком-
бинации BAC, промоторов и локусов активного
хроматина привели к значительному увеличению
выхода белка при стабильной экспрессии в клет-
ках CHO, но уровень экспрессии был пропорци-
онален числу встроенных копий, что говорит о
нечувствительности системы к эффекту положе-
ния. Наилучшие результаты – 10-кратное повы-
шение экспрессии ‒ получены с использованием
вектора Caggs:BACRosa26 (BAC с геном Rosa26 мы-
ши и промотором Caggs) [79]. Понятно, что ис-
пользовать BAC для оптимизации экспрессии в
растительных клетках невозможно, но сам прин-
цип окружения экспрессионной кассеты протя-
женными эухроматическими районами можно с
успехом применять при конструировании векто-
ров для растительных систем экспрессии.

Транспозоны как векторы,
селективно нацеленные на эухроматин

Другой подход к решению проблем, связанных
с гетерохроматином, основан на повышении ве-
роятности встраивания целевого трансгена в эух-
роматические районы генома. ДНК-транспозо-
ны, перемещающиеся по геному по принципу
“разрезал и вклеил”, имеют тенденцию с боль-
шой долей вероятности встраиваться в районы
регуляторных областей активных генов, где нару-
шена строгая нуклеосомная структура, и где ДНК
более доступна для их специфических транспо-
заз, и в транскрипционно активные районы, бо-
гатые CpG-островками [81]. Векторы, сконструи-
рованные на основе таких транспозонов, после
первичного встраивания способны перемещаться
в районы эухроматина, что повышает и стабилизи-
рует экспрессию трансгена. Такие транспозоны
уже давно используются в биоинженерии клеток
мыши, человека и насекомых. Полусинтетический
транспозон Sleeping Beauty некоторое время ис-
пользовали для инсерционного мутагенеза у мы-
шей [82], однако его применение ограничивала
концентрация перемещений недалеко от сайта
первичного встраивания и малая генная емкость в
качестве вектора для переноса трансгенов [83].
Этих недостатков лишен транспозон PiggyBac
(PB), первоначально выделенный из генома ка-
пустной совки Trichoplusia ni [84]. Инсерция РВ в

геном зависит от PB-транспозазы, которая до-
ставляется в геном либо самим транспозоном, ли-
бо отдельным вектором-помощником, что дает
возможность управлять перемещениями транс-
позона. Сайты инсерции PB имеют высокую тен-
денцию располагаться в транскрипционно актив-
ных участках генома, богатых CGI. PB встраива-
ется по тетрануклеотидной последовательности
TTAA, а при эксцизии не оставляет за собой сле-
дов, восстанавливая исходную последователь-
ность. Кроме того, генный “багаж”, переноси-
мый PB, может превышать 200 т.п.н., что делает
его эффективным в случае большого набора генов
[81, 85]. PB успешно используется для высокоэф-
фективного трансгенеза клеток человека, мыши и
CHO. Подробно его применение описано в обзо-
ре [85]. Весьма перспективной для оптимизации
экспрессии трансгенов в растительных клетках
представляется разработка систем биоинженер-
ных манипуляций на основе PB-подобных транс-
позонов растений.

Рекомбиназный кассетный обмен (RMCE)

Опосредованный рекомбиназами кассетный
обмен (RMCE) основан на использовании ре-
комбиназ, широко распространенных у бактерий
и дрожжей. С этой целью используют два типа ре-
комбиназ, тирозиновые и сериновые, которые
различаются активным аминокислотным остат-
ком в каталитическом центре. Сайт-специфиче-
ская рекомбинация происходит по сайтам узна-
вания, специфичным для каждой рекомбиназы, и
может привести к инсерции, делеции или инвер-
сии фрагмента ДНК, что определяется располо-
жением и ориентацией сайтов узнавания в геном-
ной ДНК и в RMCE-кассете [86]. Из тирозино-
вых рекомбиназ чаще всего используют две
системы: Cre/loxP бактериофага P2 и Flp/FRT
дрожжей. Cre и Flp являются рекомбиназами, а
loxP и FRT их специфическими сайтами узнава-
ния [87, 88]. Так как рекомбиназы осуществляют
обмен только по своим специфическим сайтам
узнавания, то сначала в случайные области гено-
ма хозяина неспецифически интегрируют участ-
ки ДНК, фланкированные вариантами loxP или
FRT, в зависимости от используемой системы. До-
норную кассету, содержащую целевые и селектив-
ные гены, фланкированные теми же вариантами
сайтов узнавания тирозиновой рекомбиназы, до-
ставляют в клетки хозяина в составе плазмиды, не-
сущей ген самой рекомбиназы. Возможен вариант
с использованием вспомогательной плазмиды с
геном рекомбиназы, что позволяет контролиро-
вать кассетный обмен. После замещения геном-
ных кассет донорными в результате двойного
кроссинговера проводится отбор клеточных ли-
ний по селективным маркерам и по стабильному
и высокому уровню экспрессии целевых генов
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[86, 89]. Примечательно, что отобрав однажды
клеточную линию с высокой и стабильной экс-
прессией трансгена, можно в дальнейшем исполь-
зовать ее для замещения кассетами с другими
и/или дополнительными трансгенами, создавая
батареи стабильно экспрессирующихся тесно
сцепленных генов [90]. Сериновые рекомбиназы
PhiC31 и Bxb1 в отличие от тирозиновых имеют
разные сайты узнавания в геномных (attP) и до-
норных (attB) кассетах, которые изменяются после
рекомбинации, что, с одной стороны, не позволя-
ет использовать их повторно, а с другой, делает
обмен необратимым [86]. Показано, что в транс-
генных линиях риса, табака и других растений,
полученных методом RMCE, наблюдается более
стабильная экспрессия трансгенов, сайленсинг
происходит реже, чем при случайной интеграции,
и устраняются негативные последствия эффекта
положения. Подробно механизмы RMCE и его

использование для редактирования геномов рас-
тений рассмотрены в обзорах [86, 88, 89].

Достоинства и недостатки методов оптимиза-
ции экспрессии рекомбинантных генов, осно-
ванных на исключении негативного влияния ге-
терохроматина, кратко суммированы в сводной
табл. 2.

Несколько особняком стоит метод транзиент-
ной экспрессии рекомбинантных генов, при ко-
тором ген не встраивается в геном, а экспрессиру-
ется какое-то время в составе свободной плазми-
ды. Интенсивность транзиентной экспрессии не
подвержена эффекту положения и может быть на
1–2 порядка выше, чем при перманентном встра-
ивании. Но транзиентная экспрессия относи-
тельно непродолжительна (до нескольких дней) и
фактически неприменима в суспензионных кле-
точных культурах. Этот метод чаще всего исполь-
зуется, когда требуется быстро получить неболь-
шое количество белка [91, 92].

Таблица 2. Методы оптимизации уровня экспрессии целевых белков, связанные с исключением негативного
влияния гетерохроматина

Метод Достоинства метода Недостатки метода

• Барьерные инсуляторы 
(MAR и др.)

• Способность усиливать экспрессию и 
уменьшать ее вариабельность, подавлять 
генный сайленсинг

• Не всегда приводит к положитель-
ному эффекту
• Значительные размеры
• Подавление только цис-сайлен-
синга

• Элементы, активирующие 
хроматин (UCOE)

• Возможность усиления экспрессии гена 
до 20 раз
• Способность обеспечивать высокий уровень 
экспрессии гена и предотвращать генный
сайленсинг, даже если ген интегрирован в 
прицентромерный гетерохроматин

• Не известны UCOE для раститель-
ных систем экспрессии

• Стабилизирующие антире-
прессорные элементы 
(STAR)

• Обеспечивают высокий уровень экспрес-
сии независимо от места интеграции гена

• Не известны для растительных 
систем экспрессии

• Cодержащие эухроматин 
экспрессионные векторы

• Увеличение уровня экспрессии до 10 раз
• Уровень экспрессии не зависит
от эффекта положения

• Значительное утяжеление встраи-
ваемой конструкции
• Не использовались в раститель-
ных системах экспрессии

• Использование транспозо-
нов как векторов, селек-
тивно нацеленных
на эухроматин

• Возможность контролировать перемеще-
ние транспозона с помощью вектора-
помощника, несущего транспозазу
• Возможность переноса значительных 
объемов целевых конструкций

• Транспозонные системы для рас-
тений не разработаны

• Рекомбиназный кассет-
ный обмен (RMCE)

• Возможность повторного использования 
линии с высокой экспрессией трансгена
для внесения новых целевых генов
• Возможность создавать батареи стабильно 
экспрессирующихся тесно сцепленных 
генов

• Необходимость предварительного 
отбора линий с сайтами рекомбина-
ции, встроенными в активные 
участки хроматина
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ВСТРАИВАНИЕ РЕКОМБИНАНТНЫХ 
ГЕНОВ В ЗАДАННЫЕ РАЙОНЫ ГЕНОМА

Проблема малой эффективности гомологичной 
рекомбинации у эукариот

Если у прокариот и дрожжей встраивание ДНК
легко происходит по механизму гомологичной ре-
комбинации (HDR), т.е. обмену гомологичными
участками между геномной ДНК и кассетой-доно-
ром, то у большинства многоклеточных организ-
мов, в том числе и у растений, вероятность такого
события крайне низка. По разным оценкам и у раз-
ных объектов она составляет от 10–3 до 10–6 на каж-
дую трансформацию [93]. Поэтому долгое время в
клетках эукариот не удавалось осуществить на-
правленный мутагенез, т.е. прямую модифика-
цию определенных генов. Впервые направлен-
ный мутагенез был осуществлен в 1987 г. на ство-
ловых клетках эмбриона мыши [94, 95], а годом
позже на клетках табака. В протопласты табака,
содержащие дефектный ген устойчивости к кана-
мицину, перенесли плазмиду, несущую фрагмент
гена устойчивости к канамицину, что привело к
восстановлению устойчивости к канамицину в ре-
зультате HDR [96]. Но частота гомологичных обме-
нов была крайне низкой. Показано, что путем
HDR в геном чаще всего встраивается только один
конец вектора для направленного мутагенеза, тогда
как другой ‒ в результате негомологичного соеди-
нения концов (NHEJ). Возможен и альтернатив-
ный вариант, когда направленный мутагенез не
происходит, а вектор встраивается в случайный
сайт генома [97]. Число обнаруживаемых событий
гомологичного обмена пытались повысить с помо-
щью особых форм отбора клеток – генспецифиче-
ской селекции, позитивно-негативной селекции,
а также путем изменения экспрессии генов хозя-
ина, ответственных за HDR и внедрения в расти-
тельный геном генов, обеспечивающих гомоло-
гичные обмены у прокариот. Но только сверхэкс-
прессия гена RAD54 дрожжей ‒ члена семейства
генов SWI2/SNF2, вовлеченного в процессы ре-
моделирования хроматина, привела к повыше-
нию частоты направленного мутагенеза на 1–2
порядка [98]. Подробно эти вопросы рассмотре-
ны в обзорах [91, 93, 97, 99].

Системы редактирования геномов

Решение проблемы низкой частоты гомоло-
гичных обменов у эукариот было подсказано са-
мой природой. В мейозе специфические клеточ-
ные нуклеазы вызывают двухцепочечные разры-
вы ДНК, приводящие к гомологичным обменам
между хромосомами – кроссинговеру Увеличение
с помощью двухцепочечных разрывов частоты го-
мологичных обменов на два порядка показано в
клетках дрожжей и растений [100]. Это позволило
разработать большое число методов направленной

модификации генома растений, прежде всего
сайт-специфического мутагенеза и сайт-специ-
фического встраивания трансгенов. Осталось
создать нуклеазы, которые можно “настраивать”
для высокоспецифичного связывания с опреде-
ленными, заранее заданными нуклеотидными
последовательностями.

В 2000 г. созданы первые химерные нуклеазы,
Zinc-finger нуклеазы (ZFN), которые представля-
ли собой гибридный белок, содержащий нуклеаз-
ный домен рестриктазы FokI и три–четыре доме-
на так называемых цинковых пальцев, найден-
ных в факторах транскрипции. Каждый домен
цинковых пальцев распознает последователь-
ность из трех нуклеотидов, и массив из трех–четы-
рех таких доменов в пересчете на димерную моле-
кулу может распознавать и связываться с последо-
вательностью из 18–24 н. На клетках табака,
кукурузы и арабидопсиса показана эффективность
использования ZFN для направленного мутагенеза
у растений, причем почти во всех экспериментах
частота направленного мутагенеза превышала 10%.
Однако у метода “цинковых пальцев” обнаружены
и серьезные недостатки, такие как не вполне стро-
гое распознавание тринуклеотидов, приводящее к
заметному числу расщеплений ДНК в нецелевых
участках. Поскольку каждый домен распознает
три нуклеотида, не ко всем последовательностям
ДНК можно подобрать цинковые пальцы. Кроме
того, метод оказался весьма трудоемким и доро-
гим, так как для каждой определенной нуклео-
тидной последовательности необходимо созда-
вать свою оптимальную структуру ZFN [101]. По-
дробно цинковые пальцы и их использование для
геномного редактирования рассмотрены в обзо-
рах [102, 103].

Более эффективным средством адресного раз-
резания ДНК оказались конструкции на основе
химерных нуклеаз, известных как TALEN (Tran-
scription Activator-like Effector Nucleases). В этих
нуклеазах роль структур, распознающих нуклео-
тидную последовательность, играют TAL-доме-
ны, соединенные в гибридный белок с доменом
нуклеазы FokI, каждый из которых опознает один
нуклеотид. Эти TAL-домены нашли в 2009 г. у
бактерии Xanthomonas, паразитирующей в клет-
ках растений, а уже в 2010 г. с использованием
TALEN получили первые результаты [104]. TAL-
домен распознает только один нуклеотид, поэто-
му можно синтезировать нуклеазу, вносящую
двухцепочечные разрывы в любую заданную по-
следовательность генома [105]. За довольно ко-
роткое время с помощью инструментария TALEN
адресный мутагенез был осуществлен на боль-
шом числе видов растений, и его эффективность
доходила до 90%. Более подробно TALEN и их ис-
пользование для адресной модификации генов
растений рассмотрено в обзорах [105–107].
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В 2012–2013 гг. в области геномного редакти-
рования произошел поистине революционный
прорыв: был разработан новый метод CRISPR/Cas
адресной модификации генов, открывший прин-
ципиально новые возможности для генетических
манипуляций на уровне геномов высших орга-
низмов [108]. Этот метод чрезвычайно прост,
обеспечивает практически точное воздействие на
заданные участки ДНК и может использоваться в
любой современной молекулярно-биологиче-
ской лаборатории. Как это часто бывает, ничего
особенно придумывать не пришлось: природа все
сделала сама. Систему CRISPR (Clustered Regu-
larly Interspaced Short Palindromic Repeats), ассо-
циированную с нуклеазой Cas, многие бактерии и
археи используют для защиты от заражения фага-
ми и чужеродными плазмидами. К настоящему
времени детально описано несколько типов си-
стем CRISPR, функционирующих у различных
бактерий [109]. Наиболее удобной для биотехно-
логического применения оказалась система
CRISPR/Cas9 типа II-A, обнаруженная у Strepto-
coccus pyogenes. В состав этой системы входит ри-
бонуклеопротеидный комплекс tracrRNA–crRNA–
Cas, в котором специфические РНК узнают опре-
деленные последовательности ДНК, а нуклеаза

Cas9 разрезает их [110, 111]. В 2012 г. была показана
возможность объединения функций tracrRNA и
crRNA в единой молекуле РНК, получившей на-
звание sgRNA (single guide), что сразу же позволи-
ло использовать эту систему для нужд биотехно-
логии [112].

На основе системы CRISPR/Cas типа II-A со-
зданы конструкции, кодирующие элементы уни-
версального генного редактора CRISPR/Cas9.
sgRNA в этой системе опознает участок ДНК дли-
ной 20 п.н., а нуклеаза Cas9 производит в нем
двухцепочечный разрыв. С помощью системы
CRISPR/Cas9 можно осуществлять все виды мо-
дификаций генома: создавать точечные мутации,
встраивать в определенные места новые гены ли-
бо, наоборот, удалять крупные участки ДНК, ис-
правлять или заменять отдельные генетические
элементы и фрагменты генов [110, 111].

Система CRISPR/Cas9 может эффективно ис-
пользоваться для адресного встраивания целевых
генов в заданные участки активного хроматина.
На рис. 1 приведены все ставшие уже классиче-
скими методы преодоления негативных эффек-
тов гетерохроматина на экспрессию трансгена
(рис. 1а–д), а также схема направленного перено-

Рис. 1. Классические методы устранения негативного влияния гетерохроматина на экспрессию трансгенов (а‒д), и
схема направленного встраивания рекомбинантных генов в заданный эухроматиновый участок генома с использова-
нием технологии CRISPR/Cas9 (е). а – Барьерные инсуляторы; б – универсальные активаторы хроматина (UCOE); в –
фланкирование целевого гена протяженными участками эухроматина; г – использование транспозоноподобных век-
торов; д – рекомбиназный кассетный обмен (RMCE). Обозначения: GOI (Gene Of Interest) – целевой ген; P – промо-
тор; CGI – неметилированные CpG-богатые островки; EUR – эухроматиновые участки; IR (Inverted Repeats) – инвер-
тированные повторы; TP – ген транспозазы; RRS (Recombinase Recognition Sites) – сайты узнавания рекомбиназы;
RB – ген рекомбиназы; FS1, FS2 – фланкирующие последовательности; DSB (Double Stranded Break) – двухцепочеч-
ный разрыв; HDR (Homology Directed Repair) – гомологичная репарация, приводящая к гомологичному обмену.
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са гена в заданный эухроматический район гено-
ма с использованием эндонуклеазы Cas9 (рис. 1е).

Разработано множество онлайн-инструментов
дизайна sgRNA и подбора рестриктаз для встраива-
ния целевого гена практически в любую последо-
вательность генома растений, содержащую корот-
кий PAM (Protospacer Adjacent Motif). Например,
CRISPR-P (http://crispr.hzau.edu.cn/CRISPR2/) и
CRISPR-PLANT (https://www.genome.arizona.edu/
crispr/) Сравнительный анализ достоинств и не-
достатков большей части этого инструментария
опубликован в 2015 г. в специальном исследова-
нии [113]. Число работ, посвященных редактиро-
ванию геномов, в том числе растительных, с по-
мощью системы CRISPR/Cas9 растет в геометри-
ческой прогрессии. Если в 2013 г. (по данным
Академии Google) таких работ было 130, то сейчас
их общее число превышает 7500, и только за пер-
вые 4 мес. 2018 г. появилось около 1000 новых, в
которых упоминается эта система. Более подроб-
но система CRISPR/Cas9 и ее использование для
редактирования геномов растений рассмотрены в
многочисленных обзорах [14, 110, 111, 114–117].

В последнее время активно разрабатывается
еще одна система генного редактирования на ос-
нове CRISPR из Francisella novicida с эндонукле-
азой Cas12a (Cpf1). Эта нуклеаза использует T-бо-
гатый PAM, в отличие от G-богатого у Cas9, более
короткую (~43 н.) направляющую crRNA (~100 н.
в sgRNA у Cas9), имеет один, а не два каталитиче-
ских центра для создания двухцепочечных разры-
вов в ДНК и образует липкие концы, что облегча-
ет дальнейший гомологичный обмен. Эта система
более точно опознает целевую последователь-
ность в геноме, тогда как CRISPR/Cas9 допускает
несовпадение нескольких нуклеотидов и может
разрезать схожие нецелевые участки [118, 119]. Но
сравнительный анализ частоты адресного мутаге-
неза у кукурузы, проведенного с использованием
этих двух эндонуклеаз, показал большую эффек-
тивность Cas9: 90–100% и только 0–60% у Cas12a,
причем не выявлено ни одной нецелевой мутации
в случае Cas9 [120]. Аналогичные исследования,
проведенные на растениях риса с использовани-
ем Cas12a, также показали, что частота направ-
ленных мутаций составляет от 16 до 30% при от-
сутствии неадресных модификаций [121]. Таким
образом, система CRISPR/Cas9 пока остается
предпочтительной для растительных объектов.

ТРАНСКРИПЦИОННО АКТИВНЫЕ 
РАЙОНЫ ГЕНОМА, НАИБОЛЕЕ 

ПЕРСПЕКТИВНЫЕ ДЛЯ ПЕРЕНОСА В НИХ 
ЦЕЛЕВЫХ РЕКОМБИНАНТНЫХ ГЕНОВ
Как уже не раз отмечалось, для высокой и ста-

бильной экспрессии в геноме растения целевой
трансген должен локализоваться в районе с высо-
кой транскрипционной активностью. Для этого

наиболее подходят участки, содержащие так на-
зываемые гены домашнего хозяйства, конститу-
тивно и активно транскрибируемые на протяже-
нии всей интерфазы клеточного цикла. Кроме то-
го, желательно, чтобы такой ген был представлен
в геноме не одной копией. Это, во-первых, позво-
лит встроить несколько копий трансгена, а, во-
вторых, сохранит функциональность самого ге-
на-мишени за счет его копий, оставшихся ин-
тактными. Набор таких генов достаточно велик, и
мы рассмотрим только наиболее перспективные
из них. Это, прежде всего, гены различных РНК,
участвующих в синтезе белков, гены гистонов,
актина, тубулина и убиквитина. В табл. 3 пред-
ставлены данные о числе копий этих генов в гено-
ме A. thaliana, их организации, хромосомной ло-
кализации и фазе активности в клеточном цикле.

Гены 45S (35S) рРНК

В ядерном геноме высших растений гены, коди-
рующие 18S, 5.8S и 25S рРНК организованы в еди-
ную транскрипционную единицу длиной ~5 т.п.н. и
разделены между собой внутренними транскри-
бируемыми спейсерами (ITS) [122]. По аналогии
с генами рРНК животных эту транскрипционную
единицу часто называют геном 45S рРНК. Одна-
ко у растений этот единый транскрипт короче за
счет меньшей длины спейсеров и имеет коэффи-
циент седиментации 35S [123]. Эта транскрипци-
онная единица повторена в геноме растений от
1000 до десятков тысяч раз, формируя протяжен-
ные тандемные повторы, расположенные в одном
или в нескольких локусах. Транскрипционные еди-
ницы в таких повторах разделены более вариабель-
ными нетранскрибируемыми межгенными спей-
серными участками (IGS) длиной 5–15 т.п.н. [124].

Гены 35S рРНК A. thaliana образуют кластеры
в двух локусах в околотеломерных районах хро-
мосом 2 и 4. Каждый из этих локусов содержит
~375 генов, что в сумме составляет приблизитель-
но 4 млн.п.н. [125], т.е. всего в диплоидном гено-
ме A. thaliana около 1500 генов 35S рРНК. Каждый
генный повтор содержит IGS и транскрипционную
единицу 35S, включающую 5'- и 3'-внешние транс-
крибируемые спейсеры (5'- и 3'-ETS), а также
ITS1 и ITS2, удаляемые в ходе процессинга. Все
1500 генов имеют практически идентичные по-
следовательности, кодирующие рРНК, однако
однонуклеотидный полиморфизм и небольшие
делеции/инсерции в спейсерах приводят к тому,
что геном A. thaliana содержит более 10 подтипов
генов 35S рРНК [126]. Приблизительно половина
этих подтипов на определенных этапах развития
подвергается сайленсингу, вызванному состояни-
ем хроматина, а другая половина конститутивно
работает в течение всего онтогенеза [127]. Активно
транскрибируемые подтипы принадлежат локусу
хромосомы 4, а молчащие – локусу хромосомы 2
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[126]. Перенос молчащих подтипов с хромосомы 2
на хромосому 4 приводит к их активации, указы-
вая на то, что сайленсинг определяется состояни-
ем прилежащего к ним хроматина [128]. IGS раз-
деляет две соседние транскрипционные единицы
и содержит множественные регуляторные эле-
менты [129]. У A. thaliana IGS несет два спейсер-
ных промотора, генный промотор и три группы
так называемых Sal1-повторов, расположенных в
тех же позициях, что и энхансеры в IGS Xenopus и
мыши. Sal1-повторы, по-видимому, также явля-
ются энхансерами, поскольку они способны
функционально заменять энхансеры в ооцитах
Xenopus [130] (рис. 2).

Представляется очевидным, что ядрышко, со-
держащее гены 35S рРНК, является наиболее ак-
тивной частью генома. Поэтому адресное встраи-
вание целевых рекомбинантных генов в области

активного ядрышкового организатора может при-
вести к их стабильному и высокому уровню экс-
прессии. Наиболее перспективными в этом смыс-
ле представляются районы IGS и 5'-ETS. Несмот-
ря на то, что в норме 35S рРНК транскрибируется
РНК-полимеразой I, которая не кепирует свои
транскрипты, рекомбинантные гены с собствен-
ными сильными промоторами для РНК-полиме-
разы II должны привлекать ее в эти области гено-
ма. Кроме того, при расположении целевых генов
в 5'-ETS даже транскрипты РНК-полимеразы I
могут в дальнейшем транслироваться, если экс-
прессионная кассета содержит упоминавшиеся
ранее энхансерные элементы, 5'-IRES [16] или
3'-CITES [31], которые обеспечивают кепнезави-
симое привлечение факторов трансляции и свя-
зывание с рибосомой.

Рис. 2. Строение кластера рибосомных генов A. thaliana. NTS (NonTranscribed Spacer) – нетранскрибируемый спейсер;
SP1, SP2 – спейсерные промоторы; GP – генный промотор; Sal1 box – энхансерные повторы.

35S единица
ITS1 ITS2

18S 18S5.8S 25S
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294 п.н.
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Sal1 box
500 п.н.

Таблица 3. Гены домашнего хозяйства Arabidopsis thaliana, наиболее перспективные для встраивания в них генов
целевых рекомбинантных белков

Гены домашнего 
хозяйства

Число копий в 
гаплоидном геноме Организация в геноме Распределение по 

хромосомам (локусам) Фаза активности

Гены
35S рРНК

750 Тандемные кластеры 
18S, 5.8S, 25S рРНК

Два локуса в двух хро-
мосомах

Конститутивно 
интерфаза

Гены
5S рРНК

1000 Тандемные повторы Четыре локуса в трех 
хромосомах

Конститутивно 
интерфаза

Гены тРНК 10–20 копий каждой 
тРНК

Частично образуют тан-
демные повторы, гены 
разных тРНК дисперги-
рованы по геному

Во всех хромосомах Конститутивно 
интерфаза

Гены гистонов 15 В основном не класте-
ризованы и не образуют 
тандемных повторов

В четырех хромосо-
мах (гистон H3)

S-фаза,
часть копий консти-
тутивно интерфаза

Гены актина 8–10 Диспергированы
по геному

В четырех хромосо-
мах

Конститутивно 
интерфаза

Гены тубулина 12 Диспергированы
по геному

В четырех хромосо-
мах

Конститутивно 
интерфаза

Гены убиквитина 12, из них пять поли-
убиквитиновые
(три‒шесть повто-
ров)

Диспергированы
по геному

Конститутивно 
интерфаза
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Гены 5S рРНК и тРНК

У большинства эукариот гены 5S рРНК распо-
ложены отдельно от кластера генов 35S рРНК.
Тем не менее, у дрожжей, некоторых нематод и
членистоногих, а также у некоторых растений
(часть семейства Asteraceae, некоторые голосе-
менные) гены 5S рРНК входят в состав тандем-
ных повторов 35S рРНК внутри IGS и транскри-
бируются РНК-полимеразой III либо в прямом,
либо в обратном направлении [124, 131]. Дипло-
идный геном A. thaliana содержит ~2000 копий ге-
нов 5S рРНК [132], образующих длинные тандем-
ные массивы в перицентромерных районах хро-
мосом 3, 4 и 5. Хромосомы 3 и 4 несут по одному
локусу генов 5S рРНК, тогда как хромосома 5 со-
держит на одном плече большой локус генов 5S
рРНК и незначительный в другом. Небольшой
локус генов 5S рРНК обнаружен на хромосоме 3
не у всех экотипов, а его хромосомная локализа-
ция отличается вариабельностью [133]. Повторя-
ющаяся единица генов 5S рРНК содержит транс-
крибируемый участок ~120 п.н. и IGS длиной
~480 п.н. Экспрессируются только гены хромосо-
мы 4 и большой локус на хромосоме 5, содержа-
щие в сумме ~300 генов (гаплоидный геном) и ко-
дирующие два класса 5S рРНК: основной (82%) и
минорный (18%), отличающиеся одной‒двумя
нуклеотидными заменами в транскрибируемом
районе. На начальных стадиях развития пророст-
ков доля минорного класса может достигать 25%
[134, 135].

Ядерные гены тРНК растений, как и у других
эукариот, представлены мультигенными семей-
ствами, в которых отдельные копии либо беспо-
рядочно разбросаны по геному, либо образуют
кластеры в одном или нескольких сайтах. Первый
вариант более характерен для генов тРНК расте-
ний. Большинство генов тРНК активно и консти-
тутивно транскрибируются на протяжении всей
интерфазы. Обычно геном растений содержит
10–20 копий гена каждой тРНК. Например, ген
тРНКTyr повторен в геноме A. thaliana минимум
20 раз, а в геноме Nicotiana rustica — по крайней
мере 14 раз. Все обнаруженные у A. thaliana копии
гена тРНКTyr организованы в тандемные повторы
с повторяющейся единицей длиной 1.5 т.п.н., при-
чем эта единица содержит также ген тРНКSer [136,
137]. Гены тРНК, как и гены 5S рРНК, транскри-
бируются РНК-полимеразой III [138].

Сайтами, перспективными для встраивания
целевых рекомбинантных генов в районы распо-
ложения генов 5S рРНК и тРНК, могут быть меж-
генные спейсеры (в случае тандемно повторенных
генов) или непосредственно прилегающие к гену
заведомо эухроматиновые области. Так как тран-
скрипты РНК-полимеразы III не подвергаются ке-
пированию, имеет смысл использовать кассеты
экспрессии, содержащие 5'-IRES или 3'-CITES.

Гены гистонов

У разных групп живых организмов организа-
ция генов гистонов имеет значительные разли-
чия. У многих животных (почти все беспозвоноч-
ные, рыбы, амфибии) гены гистонов собраны в
кластеры, содержащие гены всех пяти типов ги-
стонов (H3, H4, H2a, H2b, H1), а сами кластеры
образуют тандемные повторы. У нематод и птиц
тандемные повторы кластеров не образуют, а дис-
пергированы в геноме. Геном млекопитающих
(мышь, человек) содержит в основном неполные
кластеры из генов гистонов двух—трех типов, не
образующие тандемных повторов и разбросан-
ные по геному [139]. Об организации генов гисто-
нов растений известно значительно меньше. Ге-
ны гистонов кукурузы, пшеницы, сои, ячменя и
арабидопсиса обычно не собраны в кластеры, не
образуют тандемных повторов и диспергированы
по геному [140–142]. У растений наиболее хоро-
шо изучены гены гистона H3. Число копий генов
гистона H3 у эволюционно удаленных видов ва-
рьирует от 13 до 16 [143]. Геном A. thaliana содер-
жит 15 копий гена гистона H3, расположенных на
четырех хромосомах [142]. Следует ожидать, что
число копий генов гистонов других типов должно
быть таким же, так как для формирования нукле-
осомной структуры необходимы их эквимоляр-
ные количества, однако гистона H1 требуется
вдвое меньше. Действительно, в геноме гороха
выявлены семь копий гена гистона H1, располо-
женных в трех локусах на двух хромосомах [144].
Экспрессия большинства генов гистонов зависит
от репликации, т.е. происходит в S-фазе клеточ-
ного цикла, но малая их часть конститутивно
транскрибируется в ходе всей интерфазы [145].

Гены гистонов несомненно являются важней-
шими генами домашнего хозяйства, так как обес-
печивают необходимую для всех эукариот ком-
пактизацию хроматина, принимают участие в
эпигенетической регуляции экспрессии генов и
располагаются в областях активно транскрибиру-
емого хроматина. Поэтому с целью повышения
уровня экспрессии трансгенов весьма перспектив-
ным представляется расположение целевых ре-
комбинантных генов в участках генома, фланки-
рующих гены гистонов. Особенно эффективным
это должно быть в случае суспензионных культур
растительных клеток, представленных постоянно
делящимися клетками, у которых гены гистонов
транскрибируются практически постоянно и ак-
тивно.

Гены актина и тубулина

Актин и тубулин ‒ основные компоненты ци-
тоскелета клетки, формирующие микрофила-
менты и микротрубочки. A. thaliana, содержит 8–
10 значительно дивергировавших копий генов ак-
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тина, разбросанных по четырем хромосомам, как
у риса и сорго. У Medicago truncatula найдены
только четыре гена актина, тогда как у кукурузы
их 21 [146, 147]. Аналогичная картина наблюдает-
ся и в случае генов тубулина. У A. thaliana таких
генов 12, из них четыре кодируют α-тубулин, а во-
семь ‒ β-тубулин. Эти гены располагаются на че-
тырех хромосомах, и только два гена β-тубулина
тесно сцеплены между собой [148]. Не все вари-
анты генов актина и тубулина экспрессируются с
одинаковой эффективностью в различных орга-
нах и тканях: одни более активны в соматических
органах, другие в генеративных [147, 149]. По-
дробно строение и регуляция генов актинов и ту-
булинов растений рассмотрены в обзорах [147,
150]. Перспективными для встраивания целевых
рекомбинантных генов могут оказаться 5'-UTR и,
возможно, интроны этих генов.

Гены убиквитина

Убиквитин ‒ короткий белок (76 аминокис-
лотных остатков), который может ковалентно
присоединяться своим C-концевым остатком Gly
к боковой ε-аминогруппе остатков Lys любого
белка, формируя Y-образную структуру. По своей
консервативности убиквитин сопоставим с ги-
стоном H4: убиквитины грибов, животных и рас-
тений различаются двумя–тремя аминокислот-
ными остатками [151]. Эффект убиквитинирова-
ния не сводится только к хорошо известной
протеасомной деградации белков. Присоединя-
ясь к гистонам и факторам транскрипции, убик-
витин принимает участие в регуляции разнооб-
разных процессов в клетке, включая транскрип-
цию [152, 153].

Гены убиквитина уникальны по своей органи-
зации: это всегда гибридные гены, где часть, ко-
дирующая убиквитин, соединена голова-к-хвосту
(без межгенного спейсера) с частью, кодирующей
либо другой белок, либо еще одну копию убикви-
тина (полиубиквитиновые гены). Всего в геноме
A. thaliana насчитывается 12 генов убиквитина,
пять из которых полиубиквитиновые (содержат
три–шесть повторов, кодирующих элементар-
ный убиквитин), пять “слиты” с участками, ко-
дирующими три разных белка (L40, S27a3, S27a1)
малой и большой субъединиц рибосомы, и два ге-
на, содержащие кодирующую последователь-
ность убиквитин-подобного белка RUB [151, 152].
Гибридный транскрипт этих генов транслируется
как единое целое и только посттрансляционно
процессируется — разрезается убиквитин-специ-
фичными протеазами (деубиквитиназами), опо-
знающими Gly75–Gly76 в молекуле убиквитина,
причем далее могут находиться любые аминокис-
лотные остатки, кроме Pro. Это свойство деубик-
витиназ использовано для конструирования бел-
ков с заданными N-концевыми структурами [151,

154, 155], а также для успешного повышения
уровня экспрессии целевых генов, слитых с 3'-ча-
стью гена убиквитина [156]. Подробно строение
генов убиквитина и роль убиквитина в регуляции
клеточных процессов рассмотрена в обзорах
[151–153]. С учетом уникальных особенностей
строения генов убиквитина и возможностей деу-
биквитиназ рассматривается возможность пере-
носа целевых рекомбинантных генов не только в
области, фланкирующие гены убиквитина, но и в
дистальные 5'-районы гена белка, слитого с убик-
витином, причем в этом случае целевому гену не
понадобится собственный промотор, так как тран-
скрипция начнется с убиквитинового промотора,
сопоставимого по эффективности с промотором
35S CaMV.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В последние годы становится очевидным, что

растительные системы экспрессии, особенно сус-
пензионные клеточные культуры, сочетающие в
себе простоту и низкую стоимость бактериальных
систем со способностью ко многим посттрансляци-
онным модификациям эукариотического типа,
наиболее перспективны для производства “фарма-
кологических” белков в промышленных масшта-
бах. Но одной из основных проблем, связанных с
растительными системами, остается низкий (по
сравнению с бактериальными системами) уровень
экспрессии целевого рекомбинантного белка.
Предложено множество стратегий, направленных
на решение этой проблемы, прежде всего на опти-
мизацию самой экспрессионной кассеты для уве-
личения уровня транскрипции рекомбинантного
гена. Это правильный подбор промоторов, включе-
ние в кассету различных регуляторных элементов,
5'-UTR, интронов и других энхансерных последо-
вательностей, а также оптимизация кодонов самого
целевого гена. Другое направление связано с сохра-
нением наработанного целевого белка ‒ коэкс-
прессии с ингибиторами протеаз и активного
транспортa белка в протеолитически наименее ак-
тивные клеточные компартменты. Эти методы оп-
тимизации экспрессии рекомбинантных генов уже
долгое время успешно используются и стали
классическими. Но, к сожалению, классические
методы не всегда и не на всех объектах приводят к
ожидаемому результату. Даже такая казалось бы
очевидная и понятная методика, как оптимиза-
ция кодонов в целевом гене, может повлечь за со-
бой совершенно неожиданные последствия — на-
рушение фолдинга целевого белка и потерю его
функциональности.

Другое очень важное направление оптимиза-
ции экспрессии рекомбинантных генов ‒ пре-
одоление негативных эффектов гетерохроматина
и предотвращение сайленсинга генов. С этой це-
лью успешно применяют барьерные инсуляторы,
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факторы, активирующие хроматин, рекомбиназ-
ные кассеты и транспозоноподобные векторы. С
появлением простой и удобной системы направ-
ленного геномного редактирования CRISPR/Cas
появилась возможность развития принципиаль-
но нового подхода к проблеме оптимизации экс-
прессии целевого рекомбинантного белка — на-
правленного встраивания целевого гена в заранее
выбранную область активно транскрибируемого
хроматина. Такими областями являются прежде
всего конститутивно транскрибируемые гены до-
машнего хозяйства, представленные в геноме не
одной копией, что дает возможность встраивания
в прилежащие к ним области нескольких копий
трансгена, не нарушая при этом работу самого ге-
на домашнего хозяйства. В предложенном обзоре
мы попытались кратко охарактеризовать гены до-
машнего хозяйства растительной клетки, наибо-
лее привлекательные для оптимизации экспрес-
сии трансгенов с использованием этого нового
подхода. Один из рассматриваемых подходов, а
именно, интеграцию целевого гена в район яд-
рышкового организатора и район одного из генов
гистона H3 с целью повышения выхода рекомби-
нантного белка в культуре клеток растений, мы
изучаем в настоящее время на модельной клеточ-
ной линии A. thaliana.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Российского научного фонда (№ 17-14-01099).
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OPTIMIZATION STRATEGIES OF RECOMBINANT PROTEIN SYNTHESIS 
IN PLANT CELLS: CLASSICAL APPROACHES AND NEW DIRECTIONS

S. M. Rozov1, *, E. V. Deineko1, 2

1Federal Research Center Institute of Cytology and Genetics, Siberian Branch, Russian Academy of Sciences,
Novosibirsk, 630090 Russia

2National Tomsk State University, Tomsk, 634050 Russia
*e-mail: rozov@bionet.nsc.ru

Nowadays, pharmacological proteins are synthesized in various expression systems including bacterial, mamma-
lian and insect cell cultures. Plant expression systems, especially plant cell suspension cultures, advantageously
combine the simplicity and cheapness of bacterial systems and the ability to perform post-translational modifica-
tions like mammalian cell cultures do. One of the drawbacks of plant expression systems is the lower yield of the
recombinant protein of interest when compared with bacterial systems. This review analyses the techniques devel-
oped over the past two decades to increase the expression levels of recombinant genes that have already become
classic, and ways to prevent gene silencing caused by accidental insertion of the genes of interest into heterochro-
matin sites. With the advent of CRISPR/Cas9 technology, it became possible to create a new approach to increase
expression levels of the transgenes encoding for pharmacological proteins by targeting these genes into specific ge-
nome sites known to be highly transcriptionally active. Such target sites can be the loci of the “housekeeping” genes
of the plant cell, which are actively expressed throughout the interphase. The organization of some “housekeeping”
genes, the most promising for insertion of the transgenes, is reviews in detail.

Keywords: recombinant genes, expression optimization, pharmaceutical proteins, plant cell suspension cul-
tures, plant expression systems, expression cassettes, position effect, gene silencing, CRISPR/Cas9, directed
mutagenesis, genome editing, housekeeping genes
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