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Редактирование генома стало мощным инструментом изучения свойств генов или изменения нук-
леотидной последовательности. За последние несколько десятилетий разработаны программируе-
мые нуклеазы, которые могут вносить двухцепочечный разрыв в интересующий участок молекулы
ДНК. Репарация ДНК после инициации двухцепочечного разрыва может пойти по пути негомоло-
гичного соединения концов (NHEJ), которое приводит к различным ошибкам и нокауту гена. Дру-
гие варианты репарации – направленная гомологичная репарация (HDR) или репарация с помо-
щью одноцепочечной матрицы (SSTR) – позволяют вносить желаемые изменения в ген. В природе
HDR происходит в присутствии донорной матрицы – сестринской хроматиды. При редактирова-
нии генома животных клеток эффективность HDR и SSTR значительно ниже, чем NHEJ. Чтобы ис-
кусственно повысить их эффективность, а также ввести донорную молекулу для нужного измене-
ния геномной ДНК используют двухцепочечные ДНК, одноцепочечные олигодезоксинуклеотиды
и длинные одноцепочечные ДНК. В данном обзоре рассмотрены донорные молекулы, которые ис-
пользуют для репарации двухцепочечных разрывов с помощью HDR или SSTR при редактировании
генома, их применение и модификации, повышающие эффективность HDR и SSTR.
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ВВЕДЕНИЕ

Целевое редактирование генома стало мощ-
ным инструментом изучения свойств генов или
изменения нуклеотидной последовательности. За
последние несколько десятилетий разработаны
программируемые нуклеазы – нуклеазы цинковых
пальцев (ZFN) [1], мегануклеазы [2], эффекторные
нуклеазы, подобные активаторам транскрипции
(TALEN) [3], а также система, основанная на ко-
ротких палиндромных повторах, регулярно распо-
ложенных группами (CRISPR) и CRISPR-ассоци-
ированных белках (Cas) [4], которые позволяют
вносить двухцепочечный разрыв (ДЦР) в интере-
сующую геномную последовательность [5].

Репарация молекулы ДНК, в которой возник
ДЦР, может проходить несколькими путями, ос-
новные из которых – негомологичное соедине-
ние концов (NHEJ) и направленная гомологич-
ная репарация (HDR) [6]. К более редкому меха-
низму репарации ДЦР можно отнести отжиг
одиночной цепи (SSA – single strand annealing),
частным случаем которого является репарация с
помощью одноцепочечной матрицы (SSTR).

При NHEJ часто возникают ошибки, пред-
ставленные в основном короткими вставками и
делециями (инделами). В многоэтапном процес-
се NHEJ участвуют белки, которые распознают,
укорачивают и лигируют концы ДНК. После уко-
рачивания образуются концы ДНК различной

Сокращения: ZFN (Zinc Finger Nuclease) – нуклеазы цинковых пальцев; TALEN (Transcription Activator-Like Effector Nu-
clease) – эффекторные нуклеазы, подобные активаторам транскрипции; CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palin-
dromic Repeats) – короткие палиндромные повторы, регулярно расположенные группами; PAM (Protospacer Adjacent Motif) –
мотив, прилежащий к протоспейсеру; a-NHEJ (alternative Non-Homologous End Joining) – альтернативное негомологичное со-
единение концов; доцДНК – длинная одноцепочечная ДНК; дцДНК – двухцепочечная ДНК; ДЦР – двухцепочечный разрыв;
с-NHEJ (classic Non-Homologous End Joining) – каноническое негомологичное соединение концов; MMEJ (Microhomology-
Mediated End Joining) – микрогомологичное соединение концов; HDR (Homology Directed Repair) – направленная гомоло-
гичная репарация; NHEJ (Non-Homologous End Joining) – негомологичное соединение концов; оцОДН – одноцепочечные
олигодезоксирибонуклеотиды; SSTR (Single Strand Template Repair) – репарация с помощью одноцепочечной матрицы;
SDSA (Synthesis-Dependent Strand Annealing) – синтеззависимый отжиг цепи.
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конфигурации, а поврежденные концы цепи со-
единяются лигазой без использования молеку-
лярных доноров. В результате исправленная ДНК
часто содержит мутации [7]. В исследовательских
целях путь NHEJ в сочетании с геномным редак-
тированием можно использовать для направлен-
ного нокаута генов [8].

Оставшиеся два механизма – HDR и SSTR –
менее ошибочны, однако требуют введения донор-
ной молекулы, с которой должна произойти ре-
комбинация для репарации ДЦР [9, 10]. При этом
эффективность HDR и SSTR при редактировании
генома клеток животных ниже, чем NHEJ [11–13],
однако только эти два механизма открывают воз-
можность внесения в геном целенаправленных из-
менений, таких как вставка фрагмента или целого
гена.

Низкая эффективность HDR и SSTR обусловле-
на несколькими факторами. Во-первых, HDR пря-
мо конкурирует с путем репарации NHEJ. NHEJ
активен на протяжении всего клеточного цикла, то-
гда как HDR ограничена лишь поздней фазой G2 и
S клеточного цикла, когда происходит репликация
ДНК перед делением клетки. HDR конкурирует
также с еще одним механизмом репарации – мик-
рогомологичным соединением концов (MHEJ),
активным в S (и ранней M) фазах [14]. Во-вторых,
на HDR могут отрицательно влиять соматические
или спорадические мутации в таких генах, как
RAD51, BRCA1 или BRCA2, белковые продукты
которых непосредственно участвуют в репарации
ДЦР. В случае организма или клеточной линии с
уже существующей мутацией в этих генах, а так-
же при попытке их редактирования с помощью
CRISPR-Cas работа будет существенно осложнена
[15]. Показано, что задержка клеточного цикла в
фазах G2/M повышает эффективность геномного
редактирования [16]. Наилучших результатов уда-
лось добиться при использовании нокодазола,
который эффективно и обратимо блокирует кле-
точный цикл в фазе G2/M, когда ДНК уже полно-
стью реплицировалась, а ядерная оболочка оста-
ется разрушенной, что улучшает доступ Cas9 к
ДНК и повышает эффективность HDR [17].

МЕХАНИЗМЫ РЕПАРАЦИИ

Репарация ДЦР может пойти разными путями в
зависимости от таких факторов, как фаза клеточ-
ного цикла, наличие и близость донорной молеку-
лы, активность факторов, участвующих в разных
путях репарации.

Путь NHEJ не зависит от донорной молекулы и
фазы клеточного цикла, поэтому он является доми-
нирующим. В ходе NHEJ гетеродимер Ku70-
Ku80 соединяет концы ДНК, а затем комплекс
LIG4-XRCC4 осуществляет лигирование. NHEJ
делится на каноническое негомологичное со-

единение концов (к-NHEJ) и альтернативное не-
гомологичное соединение концов (а-NHEJ), так-
же называемое микрогомологичным соединени-
ем концов (MHEJ) (рис. 1). ДЦР репарируются
посредством спаривания оснований одиночных
цепей ДНК с последующим укорачиванием кон-
цевых участков, заполнением пробелов и лигиро-
ванием ДНК [18].

HDR с использованием двухцепочечной мат-
рицы проходит по каноническому пути, при
котором RAD51 образует филаменты на 3'-кон-
цах цепи ДНК-мишени, чтобы обеспечить ин-
вазию одиночной цепи поврежденной ДНК в до-
норную молекулу. При этом необходимы факто-
ры, которые обеспечивают взаимодействие RAD51
с ДНК, включая BRCA2, PALB2 и DSS1. Эффек-
тивность HDR с использованием двухцепочеч-
ной матрицы снижается при истощении или
инактивации этих факторов [20]. В ходе HDR
комплекс MRN узнает ДЦР, гидролизует 5′-кон-
цы ДНК по обе стороны от него на расстоянии
15–20 п.н. [6]. Завершают резекцию белки SGS1,
DNA2 и EXO1 [21]. Затем комплекс MRN переме-
щается к фланкирующим участкам двухцепочеч-
ной матрицы и привлекает протеинкиназу ATM –
ключевой фермент сигнальной системы ДЦР
[22]. MRN также связывает концы ДНК, что уве-
личивает его локальную концентрацию и таким
образом способствует активации ATM [23]. Белок
RPA покрывает одноцепочечные участки ДНК.
После этого белок RAD51 образует нуклеопроте-
иновые филаменты с одноцепочечными 3′-кон-
цами ДНК, которые затем выполняют поиск ком-
плементарных участков с образованием структу-
ры Холлидея [24].

HDR может происходить двумя путями: син-
теззависимым отжигом цепи (SDSA) или вос-
становлением ДЦР. SDSA – предпочтительный
путь направленной гомологичной репарации в
соматических клетках. Он приводит к облигат-
ному некроссоверному исходу, что позволяет
избежать потенциальных хромосомных пере-
строек и потери гетерозиготности [25]. В про-
цессе SDSA сначала одна из цепей поврежден-
ной ДНК внедряется в молекулу-матрицу, в ре-
зультате чего образуются D-петля и структура
Холлидея [26]. ДНК-полимераза продлевает внед-
ренную цепь комплементарно молекуле-матрице.
Одновременно с этим комплементарно вытес-
ненной цепи синтезируется остальная часть по-
врежденной ДНК. При этом возможен процесс
миграции точки ветвления, когда точка пересече-
ния цепей, принадлежащих рекомбинирующим
ДНК, начинает перемещаться между ними. Ино-
гда в процессе слияния синтезированных цепей с
молекулой ДНК могут возникать гетеродуплек-
сы, другие пробелы и бреши, которые устраняют-
ся при лигировании, после чего рекомбинацию
можно считать завершенной [24].
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При восстановлении ДЦР происходит укороче-
ние 5′-концов и инвазия 3′-концов в гомологичную
матрицу – этому способствуют белки DMC1 и
RAD51. Комплексы стабилизируются, образуется
D-петля и затем структура Холлидея. В разрезании
структуры Холлидея участвуют резолвазы – фер-
менты, обладающие эндонуклеазной активностью
[27]. В зависимости от исхода разрезания образует-
ся либо кроссоверная последовательность (в боль-
шинстве случаев), либо некроссоверная [24].

Если матрицей для репарации ДЦР служит од-
ноцепочечная молекула, то репарация проходит
по альтернативному пути – с помощью одноце-
почечной матрицы (SSTR) (рис. 2) [10]. SSTR не
зависит от RAD51/BRCA2, поскольку RAD51 мо-
жет способствовать повторному отжигу двух це-
пей геномной ДНК. В этом случае сразу после
разрыва укорачиваются 5′-концы и остаются од-
ноцепочечные 3′-концы, которые участвуют в
отжиге с экзогенным донором [28]. Этот вид ре-
парации зависит от RAD52, RAD59, SRS2 и ком-

плекса MRE11–RAD50–XRS2 (MRX) [29]. Как
только MRX связывается с молекулой ДНК и
инициирует укорочение концов ДЦР, донорная
молекула оцДНК с помощью белка RAD52 мо-
жет отжигаться с доступными концами геномной
ДНК. Отжигу способствуют Rad59 и Srs2, они
предотвращают взаимодействие концов ДНК с
Rad51 и блокируют отжиг, опосредованный Rad52.
Матрица оцДНК копируется ДНК-полимеразой
(предположительно ДНК-полимеразой δ), а затем
отжигается на противоположной стороне ДЦР, ве-
роятно, через Rad52. Несовпадения на 5'-конце
донора оцДНК создают облигатный гетеродуп-
лекс, который исправляется Msh2. Участки, кото-
рые остаются после SSTR, часто заполняются по-
лимеразой ζ [30].

ВИДЫ И СИНТЕЗ ДОНОРНЫХ МОЛЕКУЛ
На данный момент при геномном редактиро-

вании в качестве донорных молекул используют
одноцепочечные (одноцепочечные олигодезок-

Рис. 1. Канонический и альтернативный пути NHEJ. а – Канонический путь NHEJ, включающий белки KU и XRCC4,
может консервативным способом соединять концы молекулы ДНК в месте разрыва, даже дистальные и не полностью
комплементарные; б – основное событие альтернативного пути – делеция на стыке, обычно связанная с использова-
нием внутренних микрогомологий. XRCC1 и ДНК-лигаза-III лигируют концы цепи в месте ДЦР. Адаптировано из ра-
боты [19], лицензия Creative Common CC BY. ДЦР – двухцепочечный разрыв ДНК, NHEJ – негомологичное соеди-
нение концов, ДНК-ПК – ДНК-протеинкиназа.
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сирибонуклеотиды, оцОДН) и длинные оцДНК
(доцДНК) [31, 32]), а также двухцепочечные –
плазмиды и продукты амплификации [33, 34].

дцДНК могут быть как специально сконструи-
рованными донорными плазмидами, так и про-
дуктами амплификации. Плазмиды используют
чаще, поскольку обычно они значительно мень-
ше традиционных линейных донорных молекул,
а получать их проще и дешевле [35]. Донорная
плазмида – кольцевая дцДНК, на которой рас-
полагаются последовательность для вставки и
плечи гомологии. Длина плазмиды может дости-
гать 15 т.п.н., длина плеча гомологии обычно на-
ходится в диапазоне от 500 до нескольких тысяч
пар нуклеотидов [36]. Гомологичная последова-
тельность может быть амплифицирована из инте-

ресующего гена и затем вставлена в остов плазми-
ды [37]. Существует опосредованная CRISPR/Cas9
стратегия интеграции с использованием донорной
плазмиды, несущей два одинаковых сайта расщеп-
ления, фланкирующих кассету с обеих сторон. По-
сле доставки донорной плазмиды вместе с мРНК
Cas9 и гидовой РНК (гРНК) в клетке разрезаются
обе стороны экзогенной кассеты, а в нужный хро-
мосомный сайт вносится также ДЦР. Такой спо-
соб, как полагали авторы метода, должен приво-
дить к точной интеграции без плазмидного остова,
однако точность этого метода ниже, чем при клас-
сическом применении донорных плазмид [38].

Двухцепочечные линейные матрицы обычно
создают с помощью ПЦР. Для повышения эффек-
тивности HDR при их использовании применяют
модификацию 5′-концов. Модифицированные до-
норные молекулы меньше образуют внехромосом-
ные конкатемеры, что повышает доступность клет-
ки для донорной молекулы, а также могут снижать
доступность 5′-концов геномной ДНК для NHEJ.

Важно отметить, что нуклеаза, используемая при
редактировании с помощью системы CRISPR-Cas,
может быть доставлена в клетки как в виде ДНК
(например, в составе плазмиды), так и в виде ри-
бонуклеопротеинового комплекса (РНП-ком-
плекса) вместе с гРНК. В последнем случае нукле-
азу можно модифицировать. Разработан метод, в
котором длинная двухцепочечная матрица была
биотинилирована с 5′-концов. Ее конъюгировали с
двумя белками Cas9 (рис. 3). С помощью такой
конструкции проведена замена двух экзонов гена A
на два экзона гена B для создания модельных мы-
шей. Достигнута 87% целевая эффективность и
12.5% эффективность создания гомозигот при ре-
дактировании зигот [39]. Вероятно, эффектив-
ность внесения изменений в геном возрастает,
поскольку матрица находится недалеко от места
разрыва, что способствует повышению вероятно-
сти HDR. Этот метод потенциально можно ис-
пользовать для замены длинного фрагмента
ДНК, например, целого гена или энхансера.

Длина доцДНК, служащих матрицами для ре-
парации, может достигать 3 т.н. Для синтеза этих
ДНК амплифицируют нужный участок и приле-
гающие плечи гомологии с помощью ПЦР с двой-
ным биотинилированным прямым праймером. Ис-
пользуют либо химерную ПЦР подходящей ДНК-
матрицы, либо субклонирование в случае более
сложных матриц [31]. доцДНК, полученная с помо-
щью биотинилирования асимметричных ПЦР-
продуктов, нуждается в дальнейшей биотиновой
аффинной очистке с использованием взаимодей-
ствия биотин-стрептавидин. Создать доцДНК
можно также с помощью обратной транскрип-
ции. В этом методе кДНК генерируется процес-
сивной обратной транскриптазой, например,
TGIRT-III [40]. Подходы, основанные на обрат-

Рис. 2. Репарация ДЦР с использованием одноцепо-
чечных матриц. MRX показан фиолетовым, RAD52 –
голубым, Msh2 – зеленым, полимераза ζ – оранже-
вым и δ – розовым. Адаптировано из работы [30] с
разрешения издательства.

ДЦР
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ной транскрипции, могут эффективно использо-
ваться для получения доноров оцДНК длиной до
3.5 т.н. [41–43]. Однако надо учитывать, что ис-
пользуемые для генерации линейной доцДНК
ферменты, осуществляющие обратную транскрип-
цию, могут допускать ошибки при копировании
[44], что затрудняет получение точной последова-
тельности ДНК. Кроме того, эти ферменты часто
генерируют укороченные продукты доцДНК [45].
оцОДН – небольшие одноцепочечные молекулы
длиной до 200 н., как и любые другие донорные
молекулы, состоят из последовательности для
вставки и двух плеч гомологии. Длина плеча го-
мологии может варьировать от 30 до 60 н. (оцОДН
можно заказать у биотехнологических компаний
[46]). Важно понимать, что стандартный амидо-
фосфитный метод синтеза олигонуклеотидов, ис-
пользуемый в том числе в российских биотехноло-
гических компаниях, сопряжен с большим количе-
ством ошибок при синтезе длинных (более 100)
олигонуклеотидов, что ведет к повышению оши-
бок в экспериментах по редактированию. Ряд ве-
дущих зарубежных компаний гарантируют высо-
кое качество синтеза олигонуклеотидов длиной
до 200 н.

ПОДБОР оцОДН ДЛЯ ПОВЫШЕНИЯ 
ЭФФЕКТИВНОСТИ SSTR

В зависимости от цепи, на которой отжигается
гРНК для CRISPR-Cas9, возможны две различ-
ные ориентации оцДНК (“целевая” и “нецеле-
вая”). Целевая оцДНК имеет ту же последова-
тельность, с которой отжигается гРНК, тогда как
нецелевая комплементарна ей и содержит после-
довательность PAM (рис. 4). Предыдущие иссле-
дования, в которых в качестве донорных матриц
использовали короткие оцДНК, предполагают,
что отбор цепи критически влияет на эффектив-
ность включения. Это обусловлено тем, что Cas9
высвобождает нецелевую PAM-дистальную цепь
геномной ДНК (с которой отжигается гРНК), но
плотно захватывает три другие цепи. Свободная
цепь становится доступной для отжига с компле-
ментарным ей оцОДН. Донорный оцОДН, ком-
плементарный ненаправленной цепи, повышает
частоту SSTR в 2.6 раза по сравнению с оцОДН,
комплементарным направленной цепи [47, 48].

Кроме того, в этих исследованиях установле-
но, что длина плеч гомологии также критически
важна для эффективности SSTR при использова-
нии доноров оцДНК. Сконструированы оцОДН с

Рис. 3. дцДНК, конъюгированная с белками Cas9. Адаптировано из работы [39] с разрешения издательства.
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Рис. 4. Введение ДЦР с помощью Cas9.
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разными длинами плеч на 5′- и 3′-стороне. Наи-
большую эффективность (57 ± 5%) SSTR обеспе-
чивало использование асимметричной оцДНК,
оптимизированной для отжига с перекрытием
сайта разрезания Cas9 (36 п.н.) на PAM-дисталь-
ной стороне и с удлинением (91 п.н.) на PAM-
проксимальной стороне разрыва [47, 48].

Считается, что более короткое 3'-плечо позво-
ляет оцОДН отжигаться с таргетным локусом
ДНК без необходимости инвазии 3'-конца повре-
жденной цепи в ДНК, служащей матрицей [49].

С целью повышения эффективности SSTR с ис-
пользованием оцДНК с белком Cas9 конъюгирова-
ли несколько молекул оцОДН (рис. 5). В ходе ис-
следования доказано, что множественная конъ-
югация оцОДН с Cas9 значительно увеличивает
эффективность точного редактирования генома,
и такая платформа совместима с оцОДН различ-
ной длины [50].

В одном из экспериментов с оцОДН мутацию
расположили ближе к концу плеч гомологии и
проверили, сможет ли ингибирование деграда-
ции концов оцОДН посредством включения фос-
фотиоатных связей повысить эффективность ре-
дактирования. Введение фосфотиоатных связей
позволило повысить эффективность редактиро-
вания с мутацией на 3′-конце на 4%. Защита
5′-конца не дала никакого эффекта, как и локали-
зация мутантного нуклеотида рядом с ДЦР и на
расстоянии 61 н. от 3′-конца. Защита с помощью
фосфотиоатных связей увеличивала эффектив-
ность редактирования мутации на расстоянии
15 н. от разрыва и 27 н. у 3'-конца [51].

СРАВНЕНИЕ ДОНОРНЫХ МОЛЕКУЛ
В качестве донорных матриц можно использо-

вать плазмидные дцДНК, с их помощью эффек-
тивно проводили модификацию генов в процессе
HDR в нескольких эукариотических системах
[52]. дцДНК обычно применяют для интеграции
больших участков генов, например, флуоресцент-
ных репортерных генов или генов резистентности
к антибиотикам, что позволяет затем осуществить
селекцию клеток, в которых произошли измене-
ния. Исследования, проведенные на рыбах (Danio
rerio), показали, что плазмидная ДНК в качестве
донорной молекулы более эффективна (46%), чем
линейные дцДНК (1%) [53]. Однако у двухцепочеч-

ных доноров есть ряд минусов. Их создание может
быть дорогим и трудоемким [35], а использование
может приводить к нежелательным событиям:
дцДНК могут встраиваться в ДНК клетки в про-
цессе NHEJ, что приводит к дублированию плеч
гомологии или частичному включению матрицы
дцДНК [54]. Также дцДНК могут встраиваться в
нецелевые ДЦР, которые встречаются в ДНК
клетки независимо от воздействия нуклеаз [55].
Кроме того, матрицы дцДНК могут оказывать ци-
тотоксическое действие на культивируемые клетки
[42, 50, 56–59]. Еще одно неудобство заключается в
том, что молекулы дцДНК способны формировать
большие внехромосомные массивы посредством
как концевых соединений, так и путей гомологич-
ной рекомбинации [58, 60]. Сцепление донорных
молекул в большие массивы ведет к уменьшению
количества отдельных молекул, служащих матри-
цами для репарации. Более того, если введенная
ДНК образует сцепления, будучи изолированной
от ядерной ДНК [60], то это может препятство-
вать репарации с ее участием, пока изолирован-
ные сцепленные донорные молекулы не получат
доступ к ядру после разрушения ядерной оболоч-
ки [61].

ОцОДН в основном используются для ис-
правления точечных мутаций [50]. В отличие от
дцДНК готовые оцОДН можно получить за не-
сколько дней, что позволяет ускорить подготовку
к редактированию и снизить затраты на синтез
матриц [37]. Основной недостаток оцОДН-доно-
ров – их размер, равный примерно 200 н. [62].
Такое ограничение обусловлено повышением
количества ошибок в более длинных олигонук-
леотидных последовательностях, синтезируемых
стандартным амидофосфитным методом, а так-
же сложностью очистки конечного продукта,
так как добавляется примесь не полностью син-
тезированных продуктов. Это ограничение дела-
ет невозможным вставку более длинного фраг-
мента ДНК. Также выяснилось, что опосредо-
ванная оцОДН репарация может привести к
ошибкам – интеграции части донорной молеку-
лы в неправильном направлении, введении не-
скольких фрагментов оцОДН с разной ориента-
цией [63]. По данным недавних исследований
оцДНК могут индуцировать вставки или делеции
при репарации ДЦР, созданных с использовани-
ем системы CRISPR-Cas9 [64, 65].

Рис. 5. Конъюгация оцОДН с Cas9. Адаптировано из работы [50], лицензия Creative Commons Attribution 4.0 Interna-
tional License.
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Недавно стали использовать третий вид мат-
риц – доцДНК [43], подходящий для вставки до-
статочно большого участка ДНК – от 200 до 5000 н.
[66]. При этом доцДНК меньше по размеру и менее
цитотоксичны, чем плазмидные матрицы. Впер-
вые длинные одноцепочечные матрицы использо-
вали в методе под названием Easi-CRISPR (эффек-
тивная вставка с помощью оцДНК-CRISPR).
Easi-CRISPR разработан в качестве одноэтапно-
го метода создания целевой вставки в молекулу
ДНК с высокой эффективностью [43]. В этой
стратегии использовали доцДНК с предваритель-
но собранными РНП-комплексами crRNA +
+ tracrRNA + Cas9 (RNP) для двух сайтов CRISPR-
Cas9 в одном локусе [67]. Проведенное на Т-клетках
человека сравнение доцДНК и дцДНК, выявило
меньшую цитотоксичность доцДНК. Кроме того,
доцДНК реже, чем оцДНК встраивались в неце-
левые участки. Эффективность редактирования
при использовании доцДНК и дцДНК была сопо-
ставимой – 50–60% [54]. Однако данные об эф-
фективности и надежности этого метода все еще
ограничены. В исследовании на мышах установ-
лено, что использование доцДНК привело не
только к исправлению целевой мутации, но и ко
многим нежелательным событиям – инделам, то-
чечным мутациям, частичной интеграции донора
[68]. Химический синтез доцДНК может быть до-
статочно дорогим по сравнению с синтезом оц-
ОДН. Кроме того, синтез доцДНК с помощью
Easi-CRISPR и плазмидного разрезания с после-
дующей денатурацией считается трудоемким [44,
69], поэтому доцДНК относительно редко при-
меняют для исправления мутаций или вставки
фрагментов ДНК, несмотря на потенциальные
преимущества этого метода [70].

В опытах на D. rerio сравнили все четыре вари-
анта донорных молекул. С этой целью использова-
ли специально подготовленные доцДНК, симмет-
ричные и асимметричные оцОДН, плазмидную до-
норную молекулу и линеаризованную дцДНК
(ПЦР-продукт). Ген tyr кодирует тирозиназу, ко-
торая превращает тирозин в меланин, а рыбки да-
нио с мутацией в этом гене (tyr25del/25del) имеют фе-
нотип альбиносов. В отредактированных клетках
наблюдалось восстановление гена tyr с последую-
щим появлением пигментации. При редактиро-
вании плазмидой только у 5.4% головастиков по-
являлось небольшое количество пигмента. При
использовании симметричных оцОДН пигмент
проявился у 39.1% головастиков, тогда как в слу-
чае асимметричных – только у 1.3%. При редак-
тировании с использованием доцДНК 98.5% го-
ловастиков имели заметную пигментацию. HDR
с применением ПЦР-продуктов дцДНК была не-
эффективной [46].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
На данный момент в редактировании генома с

дальнейшей репарацией HDR или SSTR исполь-
зуют одноцепочечные и двухцепочечные донор-
ные молекулы. Нет единого мнения, какой из ти-
пов донорных молекул наиболее эффективный;
каждый из них применяется в разных целях и
имеет свои преимущества и недостатки. Двухцепо-
чечные донорные молекулы выбирают в основном
для вставки больших участков, например генов-ре-
портеров, в геном, что может быть полезным для
отбора отредактированных клонов клеток по экс-
прессии маркерного гена (флуоресцентного репор-
тера или устойчивости к определенным антибио-
тикам) с целью получения клональной культуры. В
дальнейшем при вырезании генов-репортеров
можно получить клоны клеток с измененным ге-
номом (редактированной мутацией), пригод-
ных, например, для ex vivo терапии ряда заболе-
ваний человека. оцОДН используют для неболь-
ших изменений генома, таких как исправление
точковых мутаций. Такой подход можно исполь-
зовать, к примеру, для коррекции мутаций, при-
водящих к наследственным заболеваниям, раз-
работки терапии in vivo. Промежуточный вари-
ант – доцДНК – имеет достаточную длину для
интеграции больших фрагментов ДНК, однако
отличается высокой стоимостью, сопоставимой
с использованием плазмидной ДНК, а также схо-
жей эффективностью, что нивелирует преимуще-
ства такого типа матриц. Этот подход пока не на-
шел широкого применения в экспериментах по
геномному редактированию. Несмотря на то, что
поставленные задачи зачастую определяют тип ис-
пользуемых донорных молекул, необходимы до-
полнительные эксперименты, позволяющие опре-
делить оптимальные длины и состав донорных мо-
лекул в каждом конкретном случае.

Работа выполнена в рамках государственно-
го задания Минобрнауки России для ФГБНУ
“МГНЦ”.

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с участием людей или животных в ка-
честве объектов исследований.

Авторы сообщают об отсутствии конфликта ин-
тересов.
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THE CHOICE OF A DONOR MOLECULE IN GENOME EDITING
EXPERIMENTS IN ANIMAL CELLS

O. V. Volodina1 and S. A. Smirnikhina1, *
1Research Centre for Medical Genetics, Moscow, 115522 Russia

*e-mail: smirnikhinas@gmail.com

Genome editing is a powerful tool that allows studying properties of genes or changing genetic sequence. Pro-
grammable nucleases that can induce double-strand breaks in the genomic sequence of interest have been de-
veloped over the past few decades. After initiation of a double-strand break (DSB) in DNA, DSB can be re-
paired by the path of NHEJ (non-homologous end joining), which leads to various errors and gene knockout.
Other repair options HDR (homology directed repair) or SSTR (single-strand template repair) – allow re-
searchers to make desired changes in the gene. HDR occurs in presence of donor template – sister chromatid
in natural conditions. Efficiency of HDR and SSTR is significantly lower than efficiency of NHEJ in genome
editing. Double-stranded, single-stranded and long single-stranded DNA are used to increase efficiency and
to make desired changes in genomic DNA. In this review we discuss donor molecules that are used for DSB
repair using HDR or SSTR during genome editing, their application and modifications to increase efficiency
of HDR and SSTR.

Keywords: Genome editing, donor molecules, dsDNA, ssODN, lssDNA
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