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«Old» DNA sequencing: milestones

Методы Максама-
Гилберта и Сэнгера

1970                        1980                    1990                       2000

Автоматическое 
секвенирование в 
капиллярах

1977 первый 
геном: фаг 
φX174
5,386bp

1982 геном 
фага лямбда
48,502bp 1995 первый 

геном 
бактерии
Haemophilus 
influenzae
1,83 МВ

1996 первый 
геном  эукариот  
(дрожжи)
12 МВ

2000 первый 
геном растения  
(арабидопсис) 
125 МВ

2001 геном 
человека 3,3 GB

2007 первый 
индивидуальный 
геном человека

Методы «нового» 
секвенирования
2005- пиросеквенирование 454
2005 – SOLEXA/illumina
2005 -  лигазное 
секвенирование (SOLID)
2010 – Ion Torrent
2014- NanoPore

сиквенс тРНК
Holley, 1965
Баев, 1967

1940 

Читатели, редакторы и писатели



Читатели, редакторы и писатели



            Инструменты редактирования генома – инструмент изменения 
            генетического кода организма в целевом участке генома 

Создающие двуцепочечные 
разрывы ДНК

Не создающие двуцепочечные 
разрывы ДНК

Base editors

Prime editors

Nickases

https://blog.addgene.org/crispr-101-cas9-nickase-design-and-homology-directed-repair
https://www.synthego.com/blog/genome-editing-techniques#which-gene-editing-method-is-right-for-you 
Lu et al., 2022

Читатели, редакторы и писатели

https://blog.addgene.org/crispr-101-cas9-nickase-design-and-homology-directed-repair
https://www.synthego.com/blog/genome-editing-techniques


Что редактировать?

• Зиготу
• Соматические клетки
• Популяции



Уничтожаем  комаров
РЕДАКТИРУЕМ ПОПУЛЯЦИИ



СОЗДАЕМ ЖИВОТНЫЕ МОДЕЛИ 
ЗАБОЛЕВАНИЙ

• Моделирование моногенных заболеваний человека у 
лабораторных животных

• Создание животных, устойчивых к вирусам/бактериям 

РЕДАКТИРУЕМ ЗИГОТЫ



АЧС Африканская чума свиней

CRISP edit IkB

РЕДАКТИРУЕМ ЗИГОТЫ



Человека нельзя
РЕДАКТИРУЕМ ЗИГОТЫ

He Jiankui

Денис Ребриков















ВКЛАД ГЕНЕТИКИ НЕ ПРЕВЫШАЕТ 
40% ДЛЯ ВСЕХ МНОГОФАКТОРНЫХ 
ЗАБОЛЕВАНИЙ
• Много генов вовлечено
• Надо учитывать влияние окружающей среды
• Раскрыть персональные данные
• Элемент случайности

МЫ ПОКА НЕ ОЧЕНЬ ПОНИМАЕМ ЧТО РЕДАКТИРОВАТЬ, ЧТОБЫ ПОЛУЧАТЬ 
ДИЗАЙНЕРСКИХ ЛЮДЕЙ

РАЗРЕДАКТИРОВАТЬ УЖЕ НЕЛЬЗЯ



Читатели, редакторы и писатели
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Gene editing landscape



Возможные исходы редактирования, обусловленные 
различными путями репарации разрывов

Turchiano et al., 2021 (10.1016/j.stem.2021.02.002)
Rhiel et al., 2023 (10.3389/fgeed.2023.1130736)

,  

Wen and Zhang, 2022 (10.1016/j.exphem.2022.03.002) 
(Модифицировано)

Риски:
1) Инактивация опухолевых супрессоров
2) Активация онкогенов
3) Онкогенные транслокации

Single-stranded breaks

EndoV-seq, Digenome-deq

ОФФТАРГЕТ
Ы



            Генная терапия – какие клетки модифицировать?

Критерии:

- Соматические клетки (излечение болезни только у пациента, а не у потомков пациента)

- Возможность проведения генетической модификации ex vivo или наличие уникальных 
маркеров, 
  позволяющих таргетно доставлять генетический материал в клетки in vivo

-Восприимчивость клеток к генетической модификации

- Удобство культивирования

- Опыт клинической трансляции



            Генная терапия – какие клетки модифицировать?

• Correcting genetic defect

• Making cells resistant to HIV  

• Protecting cells from 
chemotherapy

• Generation of HSC-derived 
CAR cells

CD3
4+

Blood stem cell derived 
T cell / immunotherapy

From HP Kiem, 2019

Согласно теории А. А. Максимова, стволовые клетки («Stammzelle» – по автору), способны к 
самоподдержанию, полипотентности и мобильности, находятся в тесной связи с 
микроокружением



Гемопоэтические стволовые клетки (ГСК), выделенные из костного мозга, могут быть 
модифицированы ex vivo и переданы обратно реципиенту для получения 
функциональных, окончательно дифференцированных клеток 

Morgan et al., 2017
Eshka et al., 2022
10.1101/2022.11.24.22282599

Autologic HSCs 

Ex vivo genome modification

Transplantation of 
edited HSCs 

Hematopoiesis from 
edited HSCs 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Morgan%20RA%5bAuthor%5d


POC и оптимизация 

целевой 

эффективности

In vitro 
безопасность: 

In vivo 
безопасность Клиническая

 фаза

Основные этапы доклинической разработки клеточных 
продуктов на основе ГСК с модифицированным геномом

SOPs для GMP-
совместимого 
производства 
продукта в 
клиническом 
масштабе

1. Цитотоксичност
ь

2. Формирование 
колоний

3. Внецелевая 
активность

1. Приживление и мультилинейная 
дифференцировка 

2. Репопулирующая способность, 
самообновление

3. Приживление и редактирование 
медленно репопулирующих 
стволовых клеток (LT-HSC) 

4.     Генотоксичность и 
туморогенность.
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Autologic HSCs 

Ex vivo genome 
modification

Transplantation 
of edited HSCs 

Hematopoiesis 
from edited 
HSCs 

Иммунодефицитн
ая 

мышь

Риск-
адаптированный 
подход:



Guideseq
ОФФТАРГЕТ
Ы



Guideseq
ОФФТАРГЕТ
Ы



Guideseq
ОФФТАРГЕТ
Ы



ChangeSeq

ОФФТАРГЕТ
Ы



ChangeSeq
Vs
Guideseq

ОФФТАРГЕТ
Ы



            Развитие модели мышей с иммунодефицитом

 Chen et al., 2022

 Ito, M et al., 2002
NOD/SCID/γ

c
null mouse: an excellent recipient mouse 

model for engraftment of human cells. Blood 100: 3175-3182.

Shultz, L. D., et al. 1995.
Multiple defects in innate and adaptive immunologic 
function in NOD/LtSz-scid
mice. J. Immunol. 154: 180–191.

1983, Nature

https://www.frontiersin.org/people/u/1489184


            Особенности модели NBSGW

1. Нарушение конкурентоспособности ГСК 
реципиента

2. Увеличение пространства для донорских ГСК 
человека

3. Увеличение выработки эритроидных 
предшественников человека из-за важной роли 
KIT в поддержании эритропоэза

4. Мутация W41 не компрометирует фертильность 
     линии

Cosgun et al., 2014
Miller et al., 2017



Сколько наблюдать за животными



Преимущества и ограничения in vivo модели NBSGW 
при доклинической разработке клеточных продуктов 
на основе ГСК с редактированием генома

Преимущест
ва

Ограничен
ия

-            Поддерживает приживление 
клеток 
              человека на высоком уровне без 
              кондиционирования

-            Возможна оптимизация дизайна 
              доклинических исследований

-            Поддерживает серийную 
             трансплантиацию ГСК человека

-            Новая модель
-            Клеточный состав костного мозга после 
              восстановления установлен не 
              окончательно, состав 
гемопоэтической 
              среды не полностью повторяет 
              гемопоэз человека

-            Не поддерживают циркуляцию зрелых 
              эритроцитов человека

-            Слабо изучена динамика 
восстановления 
              Т-лимфоцитов человека

-            Ограничено долгосрочное 
поддержание 
              клеток человека

-            менее агрессивные новообразования 
             HSC/HSPC неэффективно развиваются 
на 
              моделях ксенотрансплантата у 
мышей.



Выводы

• Зиготы человека редактировать нельзя- высокий оффтаргет
• Зиготы человека редактировать нельзя- не решен этический 
вопрос

• Зиготы животных редактировать можно, но осторожно
• Соматические клетки редактировать можно, но надо 
провести два уровня оценки безопасности перед 
клиническим использованием- оффтаргеты и ин виво 
туморогенез

• Hospital exemption. Поправки в №61-ФЗ



ГДЕ В РОССИИ ЭТО ДЕЛАЮТ
• Читатели, секвенирование. Много, где: ФИЦ 
Биотехнологии, 

• Change Seq: Александр Мазур, ЗАО Геноаналитика 

• Писатели: Вадим Говорун, Институт Синтетический 
Биологии

• Редакторы зигот мышей: Петр Сергиев, МГУ им М.В. 
Ломоносова 

• Редакторы ГСК: Марина Попова, госпиталь Раисы 
Горбачевой 


