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Достижения в области редактирования генома с помощью системы CRISPR/Cas открыли 
новые возможности для лечения многих заболеваний человека, включая ВИЧ-инфекцию. 
Нокаут гена CCR5, как потенциальный способ лечения ВИЧ-инфекции, изучается уже давно. 
Проанализированы ранее изученные направляющие (гидовые) РНК нуклеаз SpCas9 и AsCas12a, 
нацеленные на ген CCR5, и отобраны наиболее эффективные из них. С использованием 
биоинформатических подходов проведен поиск новых гидовых РНК этих же нуклеаз. Сравнили 
эффективность расщепления целевых сайтов нуклеазами SpCas9, SpCas9-HF1-plus и AsCas12a 
в комплексе с выбранными гидовыми РНК, а также их нецелевую активность. Показано, что 
две из протестированных гидовых РНК для SpCas9-HF1-plus и три для AsCas12a обеспечили 
разрезание гена CCR5 в 60–72% клеток, при этом их нецелевая активность находилось ниже 
предела детекции. Таким образом, эти гидовые РНК можно рассматривать в качестве кандидатов 
для разработки подходов генной терапии ВИЧ-инфекции.
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ВВЕДЕНИЕ
ВИЧ-инфекция остается глобальной про-

блемой здравоохранения. Антиретровирусная 
терапия позволяет контролировать течение 
ВИЧ-инфекции, переводя это заболевание 
в разряд хронических, однако побочные эф-
фекты и высокая стоимость терапии заставляют 
искать новые подходы, направленные на пол-
ное удаление вируса из организма [1]. Известны 
четыре случая излечения ВИЧ-инфекции (так 
называемые берлинский, лондонский и дюс-
сельдорфский пациенты и один случай без псев-
донима) [2–4], связанные с трансплантацией 
костного мозга от доноров с делецией дельта 32 
в гене CCR5. Рецептор CCR5 с этой делеци-
ей не экспрессируется на поверхности клеток, 
что делает невозможным проникновение в них 
R5-тропного ВИЧ. Однако этот подход невоз-
можно масштабировать из-за редкой встречае-
мости гомозигот по гену CCR5Δ32, сложности 
подбора HLA-совместимых доноров и высоких 
рисков аллогенной трансплантации.

Трансплантация аутологичных клеток с но-
каутом гена CCR5 может стать альтернативным 
подходом к лечению ВИЧ-инфекции. На сегод-
няшний день наиболее гибкой системой редак-
тирования генома, позволяющей проводить но-
каут целевого гена, является система CRISPR/
Cas, которая впервые была использована 
в 2013 г. [5, 6]. Система CRISPR/Cas использу-
ет гидовые РНК (гРНК) для точного разрезания 
ДНК в заданных участках. гРНК связывается 
с нуклеазой Cas, образуя рибонуклеопротеино-
вый комплекс (РНП-комплекс). Нуклеаза Cas 
в составе такого комплекса сначала распознает 
протоспейсерный соседний мотив (PAM), ко-
роткую консервативную последовательность из 
3–4 нуклеотидов, затем часть последовательно-
сти гРНК (спейсер) комплементарно связыва-
ется с целевой последовательностью ДНК (про-
тоспейсер). После этого нуклеаза гидролизует 
ДНК с образованием двухцепочечного разрыва.

Потенциальная возможность лечения ВИЧ- 
инфекции путем нокаута гена CCR5 с использо-
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ванием системы CRISPR/Cas привела к активно-
му поиску оптимальной гРНК для нацеливания 
на ген рецептора CCR5 [7–33]. Эффективность 
описанных гРНК варьирует от 0.9% [13] до 80% 
[21], а эффективность редактирования снижа-
ется при переходе от работы с перевиваемыми 
клеточными линиями к первичным гемопоэти-
ческим стволовым клеткам человека CD34+ [15, 
16]. В то же время математическое моделирова-
ние показало, что для обеспечения защиты от 
ВИЧ как минимум 50% иммунных клеток долж-
ны иметь биаллельный нокаут гена CCR5 [34]. 
Поэтому выбор потенциальных гРНК с высо-
кой эффективностью нокаута гена (значитель-
но выше 50%) во время первичного отбора на 
иммортализованных клеточных линиях необхо-
димо для успешного редактирования первичных 
клеточных культур и стволовых клеток человека 
с использованием системы CRISPR/Cas.

Помимо эффективности разрезания целево-
го сайта, нецелевая активность (так называемый 
off-target эффект) является важной характери-
стикой системы геномного редактирования, 
определяющей ее безопасность. Нецелевая 
активность зависит от различных факторов. 
В частности, как гРНК, так и нуклеаза, которые 
образуют РНП-комплекс, влияют на нецелевую 
активность системы CRISPR/Cas. Для мини-
мизации нецелевого расщепления критически 
важно выбрать гРНК с оптимальным балансом 
между высокой целевой активностью и низкой 
нецелевой активностью. Использование вари-
антов нуклеазы SpCas9 с повышенной специ-
фичностью, например SpCas9-HF1, может стать 
еще одним способом снижения нецелевой ак-
тивности [6, 35–39]. К сожалению, повышенная 
специфичность вариантов SpCas9 часто сопро-
вождается снижением целевой эффективности. 
Альтернативой SpCas9 могут стать белки-орто-
логи. Например, AsCas12a из Acidaminococcus sp. 
(также известный как AsCpf1) является ортоло-
гом SpCas9 и обладает повышенной специфич-
ностью. Бóльшая специфичность AsCas12a об-
условлена более сложной последовательностью 
PAM (TTTV вместо NGG), а также увеличен-
ным размером спейсера (23 вместо 20 нуклео-
тидов). Согласно опубликованным данным, ну-
клеазы AsCas12a и SpCas9 имеют сопоставимую 
эффективность, при этом AsCas12a имеет более 
низкую нецелевую активность [39, 40].

В своей работе мы задались целью ото-
брать наиболее эффективные гРНК SpCas9 
и AsCas12a, нацеленные на ген CCR5, выбрать 
с помощью биоинформатических ресурсов но-
вые гРНК, а также сравнить между собой их це-
левую и нецелевую активности. Помимо этого, 
сравнили целевую и нецелевую активности трех 
нуклеаз: SpCas9 дикого типа, SpCas9-HF1-plus 
[38] и AsCas12a [40].

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Предсказание гРНК. Нуклеотидные после-

довательности гРНК, нацеленных на ген CCR5, 
специфичных для SpCas9 и AsCas12a, предска-
заны и ранжированы с использованием прог-
раммного обеспечения CHOPCHOP v3 [41]. Для 
экспериментальной проверки были выбраны не 
изученные ранее гРНК с наименьшим рангом 
и минимальной гомологией с геном CCR2.

Конструирование плазмид. Плазмида pSpCas9-
HF1-plus, кодирующая белок SpCas9-HF1-plus 
с сигнальной последовательностью ядерной ло-
кализации (NLS) на N- и C-концах, получена 
от Эрвина Уэлкера (плазмида Addgene #126768). 
Для обеспечения единообразия эксперимен-
тальных условий все экспрессионные кассеты 
включали идентичные регуляторные элементы 
(промотор, сигнал полиаденилирования) и по 
NLS как на N-, так и на C-конце белка. Плаз-
мида pwtSpCas9 получена путем введения точеч-
ных мутаций (A497N, A695Q, A926Q) в плазмиду 
pSpCas9-HF1-plus с помощью перекрывающей-
ся ПЦР. Плазмида pAsCas12a создана путем 
клонирования кодирующей последовательности 
AsCas12a из плазмиды pTE4396 (получена от Эр-
вина Уэлкера, плазмида Addgene #74041) в век-
тор pSpCas9-HF1-plus, в котором она заменила 
последовательность, кодирующую SpCas9-HF1-
plus. Таким образом, все конструкции, содержа-
ли идентичные регуляторные элементы и одина-
ковое количество NLS.

Нуклеотидные последовательности, содержа-
щие промотор U6 и последовательности, коди-
рующие гРНК нуклеаз SpCas9 или AsCas12a, на-
целенные на CCR5, получали с использованием 
перекрывающихся олигонуклеотидов, которые 
соединяли в двухступенчатой ПЦР с полимера-
зой Q5 (“NEB”, США). Если на 5ꞌ-конце гРНК не 
было остатка G, то его добавляли для повышения 
активности промотора U6. Продукты амплифи-
кации выделяли из агарозного геля с использова-
нием набора для восстановления ДНК Zymoclean 
Gel DNA Recovery Kit (“Zymo Research”, США). 
После очистки фрагменты ДНК встраивали 
в вектор A/T pGem (“Promega”, США) в соответ-
ствии с протоколом производителя.

Клеточные линии. Клеточная линия HT1080-
CCR5-EGFP, стабильно экспрессирующая 
трансген CCR5-EGFP, получена ранее [42]. 
Клетки HT1080-CCR5-EGFP культивировали 
в ростовой среде MEM (“Gibco”, США), допол-
ненной заменимыми аминокислотами MEM 
(“Gibco”), буфером HEPES (“Gibco”) и 10%-
ной сывороткой крупного рогатого скота (FBS, 
“Gibco”).

Анализ целевой активности нуклеаз. Эф-
фективность разрезания гена CCR5 оценивали 
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с использованием клеточной линии HT1080-
CCR5-EGFP. За день до трансфекции клетки 
HT1080-CCR5-EGFP высевали в 96-луночный 
планшет с плотностью 2 × 104 клеток на лунку. 
Клетки трансфицировали либо 300 нг плазми-
ды, кодирующей красный флуоресцентный бе-
лок tdTomato (плазмида pCMV-tdTomato Vector, 
“TAKARA”, Япония), либо 300 нг смеси плаз-
миды, кодирующей нуклеазу, и ампликона, ко-
дирующего гРНК, в соотношении 6 : 1. Транс-
фекцию проводили с использованием FuGENE 
HD (“Promega”) в соответствии с протоколом 
производителя. Клетки HT1080-CCR5-EGFP 
анализировали через 7 дней после трансфек-
ции.

Эффективность нокаута гена определя-
ли с использованием проточного цитометра 
NovoCyte Quanteon (“Agilent”, США) как про-
цент EGFP-отрицательных клеток в образце 
и нормировали на эффективность трансфек-
ции. Эффективность трансфекции определяли 
как процент tdTomato-положительных клеток 
в образце на третий день после трансфекции 
в том же эксперименте.

Анализ off-target эффектов. Потенциальные 
нецелевые сайты каждой пары нуклеаза/гРНК 
предсказывали с использованием программно-
го обеспечения CHOPCHOP v3 [41]. Для каж-
дого нецелевого сайта были выбраны прайме-
ры, позволяющие получить ампликоны длиной 
180 п.н., перекрывающие предсказанные потен-
циальные off-target сайты (праймеры представ-
лены в табл. S1, дополнительные материалы раз-
мещены в электронном виде по DOI статьи и на 
сайте http://www.molecbio.ru/downloads/2025/2/
supp_Mintaev_rus.zip). Геномную ДНК из транс-
фицированных и контрольных клеток HT1080-
CCR5-EGFP (4 × 104 клеток на образец) вы-
деляли с использованием набора реагентов 
AmpliTest RIBO-prep (Центр стратегического 
планирования, ФМБА России) и использовали 
в качестве матрицы для получения ампликонов. 
Полученные ампликоны смешивали в эквимо-
лярных соотношениях, очищали на магнитных 
шариках AMPure XP (“Beckman Coulter”, США) 
и использовали для получения библиотек ДНК 
с помощью адаптеров (“Illumina”, США). Сге-
нерированные библиотеки ДНК секвенировали 
с использованием парных чтений длиной 150 
п.н. на приборе MiSeq (“Illumina”). Полученные 
последовательности ДНК обрезали с использо-
ванием программного обеспечения Trimmomatic 
0.39 и сопоставляли с последовательностями не-
целевых сайтов с помощью программы Bowtie2. 
Частоту мутаций (выявление вариантов) в off-
target сайтах анализировали с использованием 
скриптов, написанных на языках Python и R [43].

Статистический анализ. Статистический ана-
лиз проводили с использованием языка про-
граммирования R. Результаты определения 
эффективности разрезания гена CCR5 пред-
ставлены как среднее значение и 95% довери-
тельный интервал для значений, полученных 
в трех независимых экспериментах, каждый из 
которых включал четыре технических повтора. 
Статистические различия между эксперимен-
тальными группами оценивали с использова-
нием теста Тьюки. Соответствие нормальному 
распределению проверяли с помощью теста 
Шапиро–Уилка. 

Данные по нецелевой активности пар нукле-
аза/гРНК представлены как среднее значение 
двух независимых экспериментов. Статистиче-
скую значимость данных по нецелевой активно-
сти проверяли с использованием точного теста 
Фишера.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Анализ ранее изученных гРНК  
и нуклеаз SpCas9 и AsCas12a, нацеленных  

на ген CCR5 человека

На ресурсе PubMed был проведен поиск ста-
тей, сообщающих о нокауте гена CCR5 человека 
с использованием систем CRISPR/Cas с нукле-
азами SpCas9 или AsCas12a. В 26 публикациях 
охарактеризована 41 гРНК нуклеазы SpCas9 
с PAM 5’-NGG-3’ и 9 гРНК AsCas12a с PAM 5’-
TTTN-3’ (табл. S2, S3, см. электронное прило-
жение). Эффективность нокаута гена CCR5 ва-
рьировала от 0.9% [13] до 80% [21].

В нескольких случаях эффективность разре-
зания с помощью одной и той же гРНК, вычис-
ленная в разных исследованиях, существенно 
различалась (например, 2.9% [13] против 24% 
[18]). Некоторые авторы дополнительно оцени-
вали off-target эффекты гРНК (эти результаты 
представлены в табл. S2 и S3).

гРНК были ранжированы по средней эф-
фективности (табл. S2 для SpCas9, табл. S3 для 
AsCas12a). Для SpCas9 мы выбрали гРНК 1, 2 и 5 
из ранжированного списка: L96, L268, L272m 
(табл. 1). гРНК 115(–) и 273(–), занявшие места 
3 и 4, из дальнейшего исследования исключили, 
поскольку гРНК 115(–) комплементарна L96, 
а гРНК L273(–) смещена на один нуклеотид 
относительно L272(–) и эффективность обеих 
была ниже, чем у их аналогов. Кроме того, мы 
выбрали гРНК L466(+), так как она показала 
эффективность нокаута 70% в наших преды-
дущих экспериментах (данные не опубликова-
ны). Для AsCas12a выбрали три гРНК (cL166m, 

http://www.molecbio.ru/downloads/2025/2/supp_Mintaev_rus.zip
http://www.molecbio.ru/downloads/2025/2/supp_Mintaev_rus.zip
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cL290, cL652m), ранее показавшие наивысшую 
эффективность [32, 33].

Выбор гРНК SpCas9 и AsCas12a, нацеленных 
на ген CCR5 человека, с использованием 

биоинформатических подходов

Нами также проведен поиск новых гРНК 
с помощью программного обеспечения 
CHOPCHOP v3 [41]. В пределах открытой рам-
ки считывания гена CCR5 человека найдены 
124 сайта SpCas9 с PAM 5’-NGG-3’ и 50 сайтов 
AsCas12a с PAM 5’-TTTN-3’. Программное обе-
спечение CHOPCHOP v3 учитывает несколько 
факторов ранжирования данных, включая об-
щий GC-состав, самокомплементарность по-
следовательности и эффективность гРНК, с ис-
пользованием модели, описанной Doench J.G. 
и соавт. [44]. 

Кроме того, используя описанную в [45] 
модель, CHOPCHOP v3 подсчитывает коли-
чество нецелевых сайтов, что также влияет на 

ранжирование гРНК. Были исключены уже из-
ученные гРНК, самокомплементарные гРНК, 
гРНК, имеющие дополнительный сайт разре-
зания в геноме, и гРНК с тремя или более A/T 
среди первых пяти нуклеотидов, соседствующих 
с PAM. Последний критерий основан на том, 
что согласно [46], высокий GC-состав первых 
пяти нуклеотидов значительно увеличивает эф-
фективность разрезания. В результате отобра-
ли четыре новых гРНК для SpCas9 (P260, P363, 
P552m, P1011) и три для AsCas12a (cP60m, cP500, 
cP548) (табл. 2).

Эффективность нокаута гена CCR5 с помощью 
нуклеаз SpCas9, SpCas9-HF1-plus и AsCas12a  

с выбранными гРНК 

Эффективность нокаута гена CCR5 изуча-
ли на клеточной линии HT1080-CCR5-EGFP, 
экспрессирующей ген CCR5 человека, слитый 
с геном EGFP (CCR5-EGFP) [44]. Разрезание 
последовательности CCR5 и последующий но-

Таблица 1. Характеристики гРНК, полученных ранее

CRISPR/Cas-
система гРНК Пози-

ция
Направле-

ние Спейсер, 5ꞌ →3ꞌ Целевая 
активность, %

Нецелевые 
сайты*

SpCas9

L96 96 + cctgcctccgctctactcac 68 [31] 23

L268 268 + gctgccgcccagtgggactt 74 [10] 8

L272m 272 - gcagcatagtgagcccagaa 80 [21] 19

L466 466 + gctgtgtttgcgtctctccc 36 [18], 70** 19

AsCas12a

cL166m 166 - tcaggatgaggatgaccagcatg 55 [32] 1

cL290 290 + gaaatacaatgtgtcaactcttg 43 [33] 1

cL652m 652 - ggattcccgagtagcagatgacc 42 [32] 1
*В соответствии с CHOPCHOP v3.
**Эта гРНК протестирована ранее в нашей лаборатории (данные не опубликованы).

Tаблица 2. Характеристики гРНК нуклеаз SpCas9 и AsCas12a, предсказанные с помощью программы CHOPCHOP v3

Система 
CRISPR/Cas гРНК Пози-

ция
Направле-

ние
Последовательность, 

5ꞌ → 3ꞌ
Эффектив-

ность* 
Нецелевые 

сайты**

SpCas9

P260 260 + ctcactatgctgccgcccag 62 12

P363 363 + cctgacaatcgataggtacc 48 3

P552m 552 - gtatggaaaatgagagctgc 53 20

P1011 1011 + agtttacacccgatccactg 75 2 

AsCas12a

cP60m 60 - gcagggctccgatgtataataat 83 0

cP500 500 + ccagatctcaaaaagaaggtctt 60 0

cP548 548 + catacagtcagtatcaattctgg 77 0
*В соответствии с CHOPCHOP v3.
**Число нецелевых сайтов в соответствии с CHOPCHOP v3.
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каут CCR5-EGFP можно легко обнаружить по 
отсутствию флуоресцентного сигнала в клетке. 
Клетки HT1080-CCR5-EGFP трансфицирова-
ли одновременно плазмидами, кодирующими 
различные варианты нуклеаз, и ампликонами, 
кодирующими соответствующие гРНК. Через 
неделю после трансфекции определяли долю 
EGFP-отрицательных клеток с использованием 
проточной цитометрии. Результаты суммирова-
ны на рис. 1.

Эффективность протестированных гРНК 
SpCas9 варьировала от 31.9 до 72.5%, SpCas9-
HF1-plus – от 4.4 до 78.5% и AsCas12a – от 46.4 
до 69.1%. Три из четырех ранее изученных гРНК 
SpCas9 показали высокую активность: L96 
(72.4%), L272m (72.5%) и L466 (65.3%). Эффек-
тивность только одной из предсказанных гРНК – 
P1011 – превышала 50% (71.67%). Эффективность 
мутантного варианта SpCas9-HF1-plus с тремя 
гРНК – L268 (39.08%), P552m (4.38%), P1011 
(31.32%) была значительно ниже, чем у нуклеа-
зы дикого типа (p-value < 0.05). Использование 
других гРНК не выявило значительных различий 
между SpCas9 и SpCas9-HF1-plus.

Все три ранее описанные гРНК и одна пред-
сказанная гРНК AsCas12a показали высокую 
эффективность (cL166m – 69.12%, cL290 – 
68.87%, cL652m – 57.96%, cP548 – 60.1%). Две 
другие предсказанные гРНК AsCas12a были 
значительно менее активными (47.73% у cP60m 
и 48.38% у cP500). 

Off-target эффект

Четыре гРНК нуклеазы SpCas9 (L96, L272m, 
L466, P1011) и три AsCas12a (cL166m, cL290, 
cP548), эффективность которых превышала 
60%, отобрали для дальнейшего анализа неце-
левой активности. 

Нецелевые сайты каждой гРНК предсказы-
вали с использованием программного обеспе-
чения CHOPCHOP v3 [43]. Количество пред-
сказанных сайтов гРНК SpCas9 составило: 23 
(L96), 19 (L272m), 19 (L466) и 2 (P1011). Пред-
сказаны по одному сайту гРНК cL166m и cL290 
AsCas12a и ни одного для cP548 (табл. 1, табл. 2). 
Предсказанные нецелевые сайты представлены 
в табл. S4 (см. электронное приложение).

Чтобы измерить off-target эффекты в пред-
сказанных сайтах, клетки HT1080-CCR5-EGFP 
обрабатывали одной из пар нуклеаза/гРНК, как 
и в предыдущем эксперименте. Геномную ДНК 
выделяли из клеток и анализировали методом 
глубокого секвенирования. В качестве контроля 
использовали необработанные клетки. Резуль-
таты анализа частоты мутаций в сайтах нуклеаз 
SpCas9 и SpCas9-HF1-plus показаны на рис. 2.

Нами обнаружена нецелевая активность 
нуклеазы SpCas9 (p-value < 0.001) в двух пред-
сказанных участках гРНК L96, в двух участках 
гРНК L466 и в одном участке гРНК L272. В то 
же время, нуклеаза SpCas9-HF1-plus показала 
нецелевую активность только с одной гРНК – 
L96 – и только в сайте №13, причем частота му-
таций в этом сайте была значительно ниже, чем 
при воздействии SpCas9 дикого типа. При ис-
пользовании нуклеаз SpCas9 или SpCas9-HF1-
plus с гРНК P1011 мы не обнаружили активности 
ни в одном из предсказанных нецелевых участ-
ков, количество мутаций в клетках, обработан-
ных нуклеазой, не отличалось существенно от 
количества мутаций в необработанных клетках. 

Оff-target эффект отсутствовал также при ис-
пользовании нуклеазы AsCas12a с гРНК cL166m 
или cL290. Следует отметить, что off-target эф-
фект нуклеазы AsCas12a с гРНК cP548 не ана-
лизировали, поскольку не были предсказаны 
нецелевые сайты этой гРНК.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Одним из возможных методов генной те-

рапии ВИЧ-инфекции является нокаут гена, 
кодирующего рецептор CCR5, который необ-
ходим для проникновения R5-тропного вируса 
в клетку. Нами были отобраны несколько гРНК 
для нокаута гена CCR5 c помощью системы 
CRISPR/Cas. С этой целью использовали два 
подхода: анализировали известные гРНК и про-
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Рис. 1. Эффективность гРНК. Приведены средние 
значения, полученные в трех независимых экспе-
риментах и стандартные отклонения. Пунктирная 
линия показывает пороговое значение, использо-
ванное для выбора гРНК, нецелевую активность 
которых определяли в последующих экспериментах.
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Рис. 2. Частота мутаций в 63 прогнозируемых нецелевых участках SpCas9 (a) и SpCas9-HF1-plus (б). Данные по-
лучены в двух независимых экспериментах. *p-value < 0.001 по точному критерию Фишера по сравнению с конт-
ролем.
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водили поиск новых гРНК с помощью биоин-
форматических методов. В базе данных PubMed 
мы нашли 26 статей, описывающих около 50 
различных гРНК. Большинство из этих гРНК 
охарактеризовали в первые несколько лет после 
появления инструментов CRISPR/Cas. В этот 
период для определения эффективности разре-
зания чаще всего использовали тест T7E1, име-
ющий невысокую точность. Гораздо реже при-
меняли секвенирование по Сэнгеру отдельных 
клонов, определение фракции CCR5-негатив-
ных клеток с использованием меченых антител 
или анализ нокаута химерного гена CCR5-EGFP, 
который легко детектировать на проточном ци-
тометре. Очевидно, что использование разных 
методов для оценки эффективности системы 
CRISPR/Cas затрудняет сравнение результа-
тов, полученных разными авторами. Вероятно, 
именно поэтому мы обнаружили большую ва-
риабельность в эффективности одной и той же 
гРНК в разных исследованиях. 

Мы определяли эффективность семи ранее 
изученных гРНК, четырех для SpCas9 и трех 
для AsCas12a. Оказалось, что активность гРНК 
L466 и L268 SpCas9 в наших экспериментах, 
значительно отличается от активности, выяв-
ленной ранее [10, 18]. В наших экспериментах 
эффективность гРНК L466 составила 65%, что 
значительно больше 36%, о которых сообщи-
ли Mandal и соавт. [18]. Напротив, мы наблю-
дали более низкую эффективность L268 гРНК  
(~ 32%), по сравнению с эффективностью той 
же гРНК, описанной Cradick и соавт. [10]. 

Результаты оценки эффективности осталь-
ных пяти гРНК (L96, L272m, cL166m, cL290, 
cL652m) были сопоставимыми [21, 31–33]. Су-
ществующие незначительные различия можно 
объяснить различиями в способах доставки ин-
струментов редактирования в клетки и обнару-
жения нокаута, а также разными промоторами, 
использованными для экспрессии нуклеазы, 
количеством и типами сигналов NLS в составе 
нуклеазы [47].

Нами протестированы также семь новых 
гРНК, найденных с помощью программного 
обеспечения CHOPCHOP v3 и отфильтрован-
ных по заранее определенным критериям. Две 
из этих семи гРНК показали активность 50% или 
выше, а эффективность одной из них состави-
ла 71.67%. Тем не менее стоит отметить, что мы 
не наблюдали корреляции между активностью 
уже охарактеризованных гРНК (табл. S2) [7–
33] и ранжированием тех же гРНК с помощью 
программного обеспечения CHOPCHOP v3. 
Из выходных данных CHOPCHOP v3 (табл. S5) 
видно, что при ранжировании гРНК программа 
отдает приоритет количеству потенциальных off-
target сайтов, а не эффективности разрезания.  

По этой логике, гРНК, которые имеют в геноме 
второй сайт разрезания, полностью идентичный 
целевому, должны находиться в конце списка 
или быть исключены из него. Несмотря на это, 
программа располагает такие гРНК достаточно 
высоко в списке. Например, первые три такие 
гРНК находятся на 15, 24 и 28 местах среди всех 
122 гРНК в списке, выданном CHOPCHOP v3 
(табл. S5). В целом, очевидные несоответствия 
в алгоритме ранжирования указывают на необ-
ходимость оптимизации программы.

Учитыв ая  описанные о со бенно сти 
CHOPCHOP v3, было интересно сравнить этот 
метод с другой программой выбора гРНК. Для 
сравнения мы выбрали программу CRISPOR 
[48], которая использует те же прогностические 
модели, что и CHOPCHOP v3. Действительно, 
показатели специфичности и эффективности 
оказались схожими (табл. S6). Однако в отличие 
от CHOPCHOP v3, программа CRISPOR оце-
нивала специфичность гРНК, направленных 
на последовательности, которые повторяются 
в геноме, ниже порогового значения. С другой 
стороны, веб-версия CRISPOR не предоставля-
ет возможности установить максимальное коли-
чество несоответствий между гРНК и сайтами, 
которые не являются мишенями, что ограничи-
вает поиск четырьмя несоответствиями.

Мы оценили нецелевую активность семи 
гРНК, которые обеспечивали эффективность 
нокаута более 60%: L96, L272m, L466, P1011 
с SpCas9; cL166m, cL290, cP548 с AsCas12. 
С этой целью мы определили частоту мутаций 
в потенциальных off-target сайтах, предсказан-
ных CHOPCHOP v3 и отличающихся от целе-
вых последовательностей 1–3 нуклеотидами. 
Как и ожидалось, нуклеаза AsCas12a имела го-
раздо меньше предсказанных нецелевых сайтов, 
чем SpCas9, поскольку AsCas12a имеет более 
длинные PAM и спейсеры [39, 40]. Для гРНК 
AsCas12a cP548 нецелевые сайты не были пред-
сказаны, поэтому анализ не проводили. Анализ 
методом глубокого секвенирования единствен-
ного предсказанного сайта для гРНК cL166m 
и cL290 не выявил различий в частоте мутаций 
в клетках, обработанных нуклеазой, и в конт-
рольных клетках.

Мы не обнаружили какой-либо нецелевой 
активности SpCas9 дикого типа с гРНК P1011 
в двух предсказанных участках. После редакти-
рования нуклеазой SpCas9 с L96, L272m и L466 
гРНК off-target эффекты выявили в двух из 23 
предсказанных сайтов L96, в одном из 19 сай-
тов L272m и в двух из 19 – L466 гРНК (p-value 
< 0.001).

Что касается L96 гРНК, то Cho и соавт. [31] 
сообщали о возникновении мутаций с частотой 
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1.4% в участке гена CCR2, который соответствует 
локусу № 14 в наших данных, что несколько от-
личается от частоты 0.3%, полученной в наших 
экспериментах. Эти расхождения могли воз-
никнуть из-за использования разных клеточных 
культур и методов доставки. Участок № 13, в ко-
тором в наших экспериментах обнаружен самый 
высокий процент мутаций (1.2%), Cho и соавт. 
не исследовали [31]. 

Использование нуклеазы SpCas9-HF1, об-
ладающей большей специфичностью, по-
зволило снизить до неопределяемого уров-
ня все off-target эффекты гРНК L272m, L466  
и off-target эффект гРНК L96 в локусе 14. При 
использовании SpCas9-HF1 с гРНК L96 мута-
ции в сайте 13 по-прежнему детектировались, но 
их частота снизилась с 1.2 до 0.1%.

Таким образом, нами показано, что исполь-
зование нуклеаз с большей специфичностью 
позволяет расширить набор безопасных гРНК, 
направленных на расщепление гена CCR5. 
С другой стороны, тщательный подбор и анализ 
гРНК позволяет избежать off-target активности 
и безопасно использовать SpCas9 дикого типа, 
преимуществом которой является более высокая 
эффективность. 

Результаты проведенных исследований по-
казали, что в разработке генотерапевтических 
препаратов против ВИЧ, основанных на нока-
уте гена CCR5, могут использоваться нуклеаза 
SpCas9-HF1 c гРНК L272m, L466, а также нукле-
аза AsCas12a с гРНК cL166m, cL290 или cP548, 
которые имеют самую высокую эффективность 
и недетектируемую нецелевую активность.

Работа выполнена без внешнего финансиро- 
вания.

Настоящая статья выполнена без привлечения 
людей или животных в качестве объектов исследо-
ваний.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта ин- 
тересов.
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Advances in CRISPR/Cas-mediated genome editing have opened up treatment alternatives for many human 
diseases, including HIV infection. Knockout of the CCR5 gene as a potential way to treat HIV infection has 
long been studied. Here we analyzed guide RNAs for SpCas9 and AsCas12a nucleases targeting CCR5 gene 
which had been previously studied and selected the most effective among them. We also designed novel 
guide RNAs for the same nucleases using bioinformatics resources. We compared the efficiency of target 
site cleavage for all selected gRNAs using three nucleases: wt SpCas9, SpCas9-HF1-plus, and AsCas12a, as 
well as their off- target activities. We demonstrated that among the tested guide RNAs two for SpCas9-HF1-
plus and three for AsCas12a exhibited high cleavage activity, cutting CCR5 gene in 60–72% of cells, and 
had off-target activities below the limit of detection. Thus, these guide RNAs may be candidates for future 
development of gene therapies against HIV infection.
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