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Дорожная карта урока
	Название
	Как редактировать геном (моделируем технологию CRISPR-Cas)?

	Смысл 
	Замысел урока основан на знакомстве с одной из “высоких” технологий в области живых систем[footnoteRef:1]* – CRISPR-Cas, удостоенной в 2020 г. Нобелевской премии по химии. На бумажной модели учащиеся знакомятся с принципами работы ферментов и редактирования молекулы ДНК, позволяющими изменять гены растений, животных и микроорганизмов [1: * Науки о жизни отнесены к приоритетным направлениям развития науки, технологий и техники в Российской Федерации; геномные, протеомные и постгеномные технологии, технологии биоинженерии включены в перечень критических технологий Российской Федерации (Указ Президента Российской Федерации от 07.07.2011 г. № 899 “Об утверждении приоритетных направлений развития науки, технологий и техники в Российской Федерации и перечня критических технологий Российской Федерации”). В соответствии с Указом Президента Российской Федерации “О развитии генетических технологий в Российской Федерации” утверждена Федеральная научно-техническая программа развития генетических технологий на 2019–2027 годы (Постановление Правительства Российской Федерации от 22.04.2019 г. № 479).] 
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	Возраст, число участников
	10-11 класс. Число учащихся – от 15 до 30 чел. (группы по 3–5 чел.). Форма организации – фронтальная, групповая работа

	Ресурсное обеспечение
	Компьютер, проектор, экран, раздаточные материалы, цветные маркеры (цветовыделители, фломастеры), ножницы, клей / скотч

	Этап и время
	Что делает организатор?
	Что делают участники?
	Ресурсное обеспечение, необходимое оборудование, необходимые реактивы

	Занятие 1

	Этап 1. Знакомство с технологией CRISPR-Cas

20 минут
	Организует ознакомление учащихся с историей открытия, основными этапами и биоинженерными инструментами технологии CRISPR-Cas
	Формулируют варианты редактирования генома 
	Компьютер, проектор, экран

	Этап 2. Моделирование технологии CRISPR-Cas для прокариотической клетки

25 минут
	Организует работу групп по моделированию выключения одного из генов бактерии
	Изготавливают модели ДНК, управляющей РНК, белка Cas и фермента с управляющей РНК.
моделируют в группах «выключение» одного из генов бактерии
	Компьютер, проектор, экран, раздаточные материалы (модель ДНК № 1), цветные маркеры (цветовыделители, фломастеры), ножницы, клей / скотч

	Занятие 2

	Этап 3. Моделирование технологии CRISPR-Cas для эукариотической клетки

30 минут
	Организует обсуждение вариантов отключения и добавления генов в геноме человека, животных, растений, а также работу групп по моделированию отключения и добавления одного из генов эукариотической клетки
	Обсуждают варианты отключения и добавления генов в геноме человека, животных, растений.
Изготавливают модели ДНК, управляющей РНК, белка Cas и фермента с управляющей РНК.
моделируют в группах отключение и добавление одного из генов эукариотической клетки
	Компьютер, проектор, экран, раздаточные материалы (модели ДНК № 1–3, фрагмент ДНК), цветные маркеры (цветовыделители, фломастеры), ножницы, клей / скотч

	Этап 4. Практическое использование технологии CRISPR-Cas

10 минут
	Организует обсуждение вариантов практического применения технологию CRISPR-Cas
	Формулируют и обсуждают варианты практического применения технологию CRISPR-Cas
	Компьютер, проектор, экран

	Этап 5. Самооценка учебных достижений

5 минут
	Предлагает учащимся заполнить таблицу «Самооценка учебных достижений»
	Заполняют таблицу «Самооценка учебных достижений», подсчитывают баллы
	Компьютер, проектор, экран, таблица «Самооценка учебных достижений»

	Планируемый предметный результат (новые знания; создание продукта в случае реализации проекта):
а) знать и понимать:
- методы научного познания; основные положения биологических законов, правил, теорий, закономерностей, гипотез в области генной инженерии;
- многообразие клеток (прокариоты и эукариоты), взаимосвязь строения и функций органических веществ (белков, нуклеиновых кислот), входящих в состав клетки, генетическая информация в клетке (гены, генетический код и его свойства), биосинтез белка и нуклеиновых кислот, матричный характер реакций биосинтеза;
б) уметь:
- объяснять роль биологических теорий, законов, принципов, гипотез в формировании современной естественнонаучной картины мира, в том числе в области генной инженерии;
- устанавливать взаимосвязи строения и функций молекул, органоидов клетки;
- сравнивать (и делать выводы на основе сравнения) биологические объекты (клетки растений, животных и бактерий).

Планируемый «компетентностный» результат: виды исследовательской или проектной деятельности (научные и инженерные умения), которые осваивали учащиеся в ходе работы: 
- моделирование природных и технологических процессов;
- генерирование и обсуждение гипотез;
- рефлексия и самооценка.



СЦЕНАРИЙ УРОКА
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Этап 1. Ознакомление с технологией CRISPR-Cas.
Познакомьте учащихся с научно-практическими проблемами, которые позволяет решить технология CRISPR-Cas (см. Приложение). История данного открытия учит нас, что, даже ковыряясь – буквально – в грязи, можно сделать невероятные открытия. Давайте попробуем и мы.
Предложите учащимся сформулировать варианты применения технологии для редактирования генома, которые будут смоделированы на уроке:
- включение неактивного гена;
- выключение ненужного гена;
- изменение в структуре гена (например, для того, чтобы продукт действия этого гена приобрёл нужные свойства);
- введение новых генов в ДНК организма.
Для этого нужно вспомнить несколько важных понятий, которые мы уже изучали на уроках биологии. 
ДНК (дезоксирибонуклеиновая кислота) – полимерная макромолекула, которая обеспечивает хранение, передачу из поколения в поколение и реализацию генетической информации. Молекула ДНК хранит биологическую информацию в виде генетического кода, состоящего из последовательности нуклеотидов. Нуклеотиды образуют цепочки, молекула ДНК состоит из двух цепочек. В ДНК четыре вида нуклеотидов, в их состав входят азотистые основания. По первым буквам их полных названий нуклеотиды называют А (аденин), Т (тимин), С (цитозин) и G (гуанин). Благодаря особенностям химической структуры, нуклеотид А способен образовывать водородные связи с Т, а С – с G. Эти связи и удерживают вместе две цепочки. Там, где на одной цепочке А, на противоположной будет T. Цепочки идут антипараллельно, т. е. если в одной код читается справа налево, то в другой – слева направо. Эти направления отмечают 5’→3’ или 3’→5’. Чтение кода идёт всегда от 5’→3’.
РНК (рибонуклеиновая кислота) – похожая по структуре на ДНК одноцепочечная молекула. Нуклеотиды РНК схожи с нуклеотидами ДНК. Три из них содержат те же азотистые основания (G, C, A). Комплементарным нуклеотиду А в молекуле РНК является урацил (U). 
Фермент – белок, который делает возможной протекание в клетке определённой биохимической реакции. Белки – полимеры аминокислот. Их молекулы приобретают сложную уникальную трёхмерную форму (часто напоминает некий сгусток), которая называется третичной структурой. Белки могут связываться с другими молекулами и катализировать их превращения. Для каждой такой реакции в клетке требуется свой белок.
Прокариотическая клетка – тип клеток живых организмов, в которых отсутствует ядро (и мембранные органеллы). ДНК прокариотов находится непосредственно в цитоплазме. К прокариотам относятся бактерии и похожие на них археи. 
Эукариотическая клетка – тип клетки, в которой ДНК находится в специальной структуре (ядре), а также присутствуют мембранные органеллы. Эукариоты имеют гораздо больше генов, чем прокариоты, и сложные системы управления ими. 
Ген – участки ДНК, несущие какую-либо целостную информацию (о строении одной молекулы белка или одной молекулы РНК). Эти участки определяют развитие, рост и функционирование организма.
Геном – весь наследственный материал организма, совокупность генов и остальных участков ДНК, которые не содержат гены. 
Существует несколько вариантов редактирования ДНК. Мы познакомимся с, пожалуй, наиболее современным вариантом. Он является быстрым, точным и недорогим, поэтому изобретение этой технологии стало прорывом в генетике.
Название нашей технологии достаточно сложное и, в общем, не отражает её смысл. Основную работу здесь делают две молекулы – РНК с определённой структурой, которая называется CRISPR, и белок Cas. Благодаря этим молекулам технология и называется CRISPR-Cas. 

Этап 2. Моделирование технологии CRISPR-Cas для прокариотической клетки.
Сначала воспроизведем ставший уже классическим эксперимент, в котором учёные постарались “выключить” один из генов бактерии. Чтобы результат был нагляднее, для опыта были взяты уже генетически модифицированные клетки. В их ДНК более был внедрен ген зелёного флуоресцентного белка (ЗФБ) медузы, благодаря чему бактерии в ультрафиолетовом свете стали светиться зелёным. Выключен ген – выключено и свечение. 
1) В раздаточных материалах (модель ДНК № 1) представлена последовательность нуклеотидов в гене ЗФБ. Разрежьте всю последовательность на полоски и склейте их в одну. Это будет часть ДНК бактерии, в которой находится ген. 
2) Данный ген мы хотим “выключить”, т. е. испортить. Самый просто способ – просто разрезать ген на части. Какие молекулы способны на это? Белки. Для этого важен белок Cas9. Ферменты, способные разрезать ДНК, учёным были известны давно. Большинство из них могут разрезать молекулу только между конкретными последовательностями нуклеотидов, что ограничивает возможности их применения. Но Cas9 – особый. Его можно “программировать” с помощью специальной РНК – эта молекула может “управлять” ферментом Cas9, “показывая” ему, где именно резать ДНК. Поэтому дальше наши действия должны быть такими:
- найдём участок гена, который будет мишенью, которую “узнает” РНК, управляющая белком Cas9;
- создадим эту РНК по принципу комплементарности нуклеотидов;
- загрузим РНК в белок Cas9;
- введём Cas9 с управляющей РНК в клетку.
Итак, за дело!
3) В последовательности нуклеотидов гена ЗФБ нужно выбрать сегмент из 20-ти нуклеотидов, который будет нашей мишенью. Сработает любой сегмент, важно, чтобы он не был слишком близко к “краям” гена. РНК “узнает” эту мишень по последовательности нуклеотидов, но мы определим этот участок быстрее, если отметим  его текстовыделителем или цветным фломастером.  
Запишем выбранную последовательность (на обеих цепях), например:
5′ : GCA ATG CCC GAA GGT TAT GT
3′ : CGT TAX GGG CTT CCA ATA CA
4) Теперь подготовим управляющую РНК, способную узнать нашу мишень. Вырежьте модель управляющей РНК, обратив внимание на выделенный цветом участок. Эта та часть молекулы, которая узнает тот сегмент, который вы выбрали в предыдущем шаге. На этом цветном участке запишите код, который будет комплементарен цепочке, которая идёт в направлении 3’→5’. 
Вспомним, что в молекуле РНК G комплементарен C, а вместо Т присутствует U (урацил), он комплементарен А. Остальная часть молекулы РНК тоже не бесполезна. Она помогает связаться с белком Cas.
5) Теперь свяжем нашу управляющую РНК с ферментом Cas. Вырежьте силуэт белка Cas9 и сделайте разрезы по пунктирным линиям. Вспомним, что ферменты выполняют работу благодаря своей форме. В случае с Cas9 в “складки” молекулы помещаются как управляющая РНК, так и ДНК, которую фермент сможет разрезать. Cas9 находит нужный участок молекулы ДНК благодаря тому, что нуклеотиды управляющей РНК комплементарны выбранной нами мишени в молекуле ДНК.  
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Рисунок 1 – Модель фермента Cas с управляющей РНК

6) Теперь управляемый РНК белок Cas может приступить к работе. Для этого ему нужно попасть в клетку. Способов доставки много, у каждого свои преимущества и недостатки. Как это сделать эффективно и безопасно – предмет исследований, которые ведутся учёными в настоящее время. Некоторые из способов похожи на то, как действует на клетки вакцина “Спутник V”. 
Протяните молекулу ДНК между первым и вторым разрезами, как показано на рисунке. Двигайте молекулу ДНК до тех пор, пока управляющая РНК не узнает мишень (выделена цветным маркером) на цепочке 3’→5’ по принципу комплементарности. 
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Рисунок 2 – Модель фермента Cas с управляющей РНК и ДНК

7) Разрежьте или аккуратно разорвите молекулу ДНК на стороне 5’ (около второго разреза). ДНК испорчена, ген выключен. Бактерии используют CRISPR-Cas9, как своеобразный иммунитет, чтобы узнавать вирусы и разрушать их ДНК. 

Этап 3. Моделирование технологии CRISPR-Cas для эукариотической клетки.
Учёным удалось создать аналогичный вариант технологии, который работает и в эукариотических клетках. Благодаря этому можно редактировать гены у растений и животных.  
8) Обсудите, в каких случаях нам бы хотелось отключать гены у человека, животных или растений?
Варианты ответов:
- отключение генов, связанных с болезнями (например, 5–10 % раковых заболеваний являются наследственными и связаны с передаваемыми по наследству мутациями);
- отключение генов нежелательных признаков (например, рецепторов клетки, которые помогают каким-либо вирусам проникнуть в нее);
- отключение жизненно важных генов как способ борьбы, например, с сорняками (для этого потребуется создать механизм дешевой доставки CRISPR-Cas9 в клетки каждого конкретного растения сорняка). 
9) Попробуем смоделировать отключение гена у эукариотов. Скорее, это не отключение, а его выведение из строя – в генетике оно называется “нокаутом” гена. 
В отличие от бактерий, клетки эукариотов “не любят” разрывов ДНК и стремятся сразу их починить. Для этого есть несколько механизмов. Два из них могут быть полезны нам. Первый называется “негомологичное соединение концов”. Клетка пытается склеить концы разрыва, при этом часто в разрыв добавляются несколько случайных нуклеотидов. Это сдвигает последовательность кодонов. Генетический текст портится.
Возьмём другую ДНК (модель № 2) и представим, что это какой-либо ген эукариота, который мы хотим отключить в медицинских или исследовательских целях. 
Вырежьте модель ДНК для второго гена, соедините фрагменты в одну молекулу. Чтобы упростить дело, мы поместили на эту ДНК только часть последовательности нуклеотидов – нашу мишень. Также вырежьте отдельный фрагмент ДНК, и управляющую РНК для второго гена. 
Нанесите на управляющую РНК последовательность нуклеотидов, комплементарную мишени.
Повторите уже знакомую процедуру: ДНК проходит через комплекс  CRISPR-Cas, пока код на  управляющей РНК не совпадает с последовательностью-мишенью на ДНК. 
Разрежьте ДНК на стороне 5’ (около второго разреза фермента). 
Клетка захочет соединить разрезанные концы, и скорее всего сделает это, “склеив” их несколькими нуклеотидами. Используя клей или скотч, вклейте между разрезанными концами небольшой фрагмент ДНК (см. раздаточные материалы). Код сместился, ген выведен из строя. 
10) Иногда требуется, наоборот, не выключить ген, а добавить в геном организма новый. Обсудите, в каких случаях нам бы хотелось добавить ген в геном человека, животных или растений? В данном случае речь может идти о генном инжиниринге (создании генетически модифицированных организмов). Помимо этого, возможна доставка системы CRISPR-Cas9 в отдельные клетки или группы клеток. 
Попробуем смоделировать этот процесс – добавим уже имеющийся у нас ген ЗФБ в цепочку ДНК. Таким же образом мы можем вставить в нерабочий ген его работающий вариант. Для этого вырежьте:
- участки молекулы ДНК (модель № 3), соедините участки в одну последовательность;
- управляющую РНК и свяжите ее с ферментом Cas9. 
Повторим уже знакомую процедуру. Пропустим молекулу ДНК через CRISPR-Cas9. Остановимся, когда напротив кода управляющей РНК окажется комплементарная последовательность ДНК. Фермент узнает эту последовательность и разрежет её. Разрежьте молекулу ножницами на стороне 5’ (около второго разреза фермента). 
Как же вставить ген в полученный разрез? Большинство эукариотических клеток диплоидны, то есть имеют по два варианта одного и того же гена. Если повреждена ДНК в одной хромосоме, клетка умеет найти подобный ген во второй хромосоме, скопировать оттуда неповрежденный участок и вставить его на место поврежденного. 
Эту привычку можно использовать для того, чтобы заставить клетку встроить в свою ДНК нужный нам ген. Для этого нужно изготовить специальную молекулу ДНК – матрицу. Её концы должны совпадать с краями, которые разрежет CRISPR-Cas9, а в середину можно вставить любой интересующий нас ген. 
Вырежьте ДНК-матрицу. Эту ДНК создают с помощью других технологий. 
CRISPR-Cas9 выпускает разрезанные фрагменты ДНК, а другие ферменты клетки найдут ген между дубликатами краёв разрезанного участка, скопируют его и вклеят копию в разрезанный участок. 
Придумайте, как смоделировать этот процесс. (Из гена ЗБФ нужно будет сделать матрицу, добавив по его краям последовательности нуклеотидов, совпадающие с последовательностями по краям разрезанной ДНК).
Этап 4. Использование технологии CRISPR-Cas. 
Объединив учащихся в группы, предложите обсудить, в каких целях можно предложить использовать технологию CRISPR-Cas? (См., например, Приложение). 
Этап 5. Самооценка учащимися достигнутых учебных результатов.
Завершающая часть урока – самооценка учащимися достигнутых результатов. Для этого школьникам предлагается заполнить таблицу. 

Самооценка образовательных результатов
Пожалуйста, ответьте на вопросы. Опираясь на систему оценивания, подсчитайте общее количество баллов:
ответ «да» – 5 баллов;
ответ «скорее да» – 3 балла;
ответ «скорее нет» – 1 балл;
ответ «Нет» – 0 баллов.
	Чему я научился (научилась)
	Моя 
самооценка

	1. Могу пояснить, почему название технологии состоит из двух частей и что они означают
	Да
Скорее да
Скорее нет
Нет

	2. Вспомнил(а) структуру ДНК, различия между ДНК и РНК, а также назначение ферментов
	Да
Скорее да
Скорее нет
Нет

	3. Понимаю, как с помощью технологии CRISPR-Cas можно редактировать гены 
	Да
Скорее да
Скорее нет
Нет

	4. Могу предложить не менее трёх вариантов использования технологии CRISPR-Cas на практике
	Да
Скорее да
Скорее нет
Нет

	5. Задумался(лась) о возможных опасностях, связанных с редактированием генов у человека и других живых организмов
	Да
Скорее да
Скорее нет
Нет

	6. Могу назвать преимущества метода моделирования для изучения живых систем
	Да
Скорее да
Скорее нет
Нет

	7. Могу объяснять свою точку зрения, задавать вопросы другим
	Да
Скорее да
Скорее нет
Нет


30–35 баллов – Блестяще! Вы в совершенстве усвоили содержание урока.
20–29 баллов – Вы отлично поработали и усвоили большую часть предложенного материала, спасибо!
15–19 баллов – Неплохо! Надеемся, вы узнали немало интересного и ещё вернётесь к темам, затронутым в уроке.
10–14 баллов – Спасибо за старание!
0–9 баллов – Возможно, Вам стоит попробовать поработать с этим материалом ещё раз чуть позже.

Варианты изучения урока.
	Упрощённый
	Целевой вариант
	Усложнённый

	Проведите занятие как рассказ с демонстрацией  
	Представлен в данной разработке. Многие ошибки, совершённые учащимися в моделировании ДНК, РНК и ферментов, могут иметь место в реальных живых системах
	Изучение технологии редактирования генов можно углубить такими вопросами , как:
- доставка материала в клетку (как Crispr-Cas может попасть в клетку; обсуждение может быть проведено в режиме мозгового штурма с последующим моделированием предложенного процесса); 
- этические и правовые вопросы генного модифицирования



Урок подготовлен по заказу Фонда инфраструктурных и образовательных программ (Группа РОСНАНО).
Фонд инфраструктурных и образовательных программ – один из крупнейших институтов развития инновационной инфраструктуры в России. Создан на основании закона «О реорганизации Российской корпорации нанотехнологий» в 2010 году. 22 октября 2020 года Фонду инфраструктурных и образовательных программ исполнилось 10 лет.
Цель деятельности Фонда – финансовое и нефинансовое развитие нанотехнологического и иных высокотехнологичных секторов экономики путём реализации национальных проектов, формирования и развития инновационной инфраструктуры, трансформации дополнительного образования через создание новых учебных программ и образовательных технологий, оказания институциональной и информационной поддержки, способствующей выведению на рынок технологических решений и готовых продуктов, в том числе в области сквозных цифровых технологий.
Председателем Правления Фонда, как коллегиального органа управления, является Председатель Правления ООО «УК «РОСНАНО» Сергей Куликов.
В настоящее время Правительство России проводит реконфигурацию системы институтов развития, предусматривающую интеграцию Фонда инфраструктурных и образовательных программ и Группы РОСНАНО в управленческий периметр ВЭБ.РФ. На базе ВЭБа создаётся централизованный инвестиционный блок для реализации проектов, способствующих достижению национальных целей развития.
Подробнее о Фонде – fiop.site. Подробнее о сделанном за 10 лет в проекте «Победа будет за нано!» - fiop.site/10-let.

Приложение

Технология CRISPR-Cas

Возможность изменять фрагменты ДНК всегда была святым Граалем биотехнологии и медицины. Метод CRISPR позволяет делать это с невиданной ранее скоростью и эффективностью. Можно сказать, что раньше биологи работали на пишущей машинке, а теперь благодаря CRISPR – на компьютере. Не зря открытие этого метода в 2020 г. удостоилось Нобелевской премии по химии.
[image: Изображение выглядит как карта

Автоматически созданное описание]
Резка молекулы ДНК с помощью CRISPR-Cas9

Аббревиатура CRISPR появилась в конце 1980-х гг. в ходе исследований солончаков рядом с городом Аликанте (Испания). Аспирант Франсиско Мохика изучал архебактерий, живущих в соленой воде, и наткнулся на странные палиндромные последовательности в их геноме. Напомним, что палиндром (др.-греч. πάλιν – назад, снова, δρóμος – бег, движение) – перевёртыш, число, буквосочетание, слово или текст, одинаково читающееся в обоих направлениях (например, число 101, слово «топот», текст «а роза упала на лапу Азора» и пр.). Фрагменты длиной около 30 нуклеотидов повторялись много раз и отделялись друг от друга уникальными участками ДНК примерно такой же длины. Упрощенно обнаруженная структура выглядела так:
[image: ]
Схематичное расположение палиндромных последовательностей 
в ДНК некоторых бактерий (ромб – палиндромный участок, 
цветной прямоугольник – уникальный участок)

На тот момент значения структур было неясно. Предположили, что они выполняют регулятивную функцию. Структуры сначала обозначили как SRSR (Short Regularly Spaced Repeats, короткие повторы с регулярными интервалами), а потом переименовали в CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Palindromic Repeats, кластеризованные регулярно чередующиеся палиндромные повторы). Продолжив работу, Ф. Мохика нашёл похожие повторы у многих других бактерий, и эта закономерность привлекла внимание. 
В 2002 г. рядом с CRISPR-массивами у всех бактерий выявили похожие структуры – группу белок-кодирующих генов, которую назвали CAS (CRISPR-Associated Genes; гены, ассоциированные с CRISPR).
Продвинуться в исследовании помогла открытая аннотированная база генетической информации GenBank, куда учёные помещают все прочитанные последовательности ДНК. К началу 2000-х гг. там накопилось уже достаточно информации (329 млрд пар оснований и 213 млн последовательностей), чтобы обнаружить, в каких организмах встречаются похожие CRISPR-последовательности.
Поиск выявил интересную вещь: фрагменты CRISPR встречаются в ДНК бактериофагов – вирусов, которые инфицируют бактерии и убивают их. Получается, что бактерии хранят внутри себя фрагменты ДНК своих злейших врагов. Так возникла ключевая догадка о том, что CRISPR — это иммунная память бактерий, сохраняющих информацию о вирусах, которыми они “болели”.
Сформулировав эту гипотезу, Ф. Мохика подготовил статью для журнала Nature, однако её отклонили. Публикация вышла лишь через 18 месяцев.  
Следующий шаг в развитии технологии сделал микробиолог Филипп Хорват, который исследовал молочнокислые бактерии для приготовления закваски к эльзасской квашеной капусты. Бактериофаги сильно вредили заквасочным культурам. Ф. Ховарт искал способы сделать закваски устойчивыми к бактериофагам, изучил работы о CRISPR и доказал, что устойчивые к вирусам бактерии перенимают часть их ДНК. Бактериальная клетка, которая перенесла инфекцию бактериофагом и не умерла, нарезает его геном на мелкую «вермишель», встраивает в CRISPR-массивы и передает эту информацию своим потомкам, которые становятся устойчивыми к бактериофагу. 
Позже компанию, в которой работал Ф. Хорват, купила корпорация Danon. Поскольку она производит примерно 40 % заквасок для современной молочной промышленности, вы наверняка сталкивались с CRISPR в составе йогуртов, пиццы или сыра.
Работы Ф. Хорвата показали, что CRISPR-массивы – это действительно иммунная система бактерий. Работает она так: фрагменты ДНК бактериофагов сохраняются в ДНК бактерий в виде CRISPR-массивов. Затем они превращаются в РНК. В этом же куске генома у бактерий кодируется так называемая трактор-РНК (tracrRNA). Вместе они формируют guideRNA, или управляющую РНК, которая затем объединяется с белком Cas9.
Cas9 – нуклеаза, фермент, который может резать ДНК. При помощи guideRNA этот фермент наводится на специфический сегмент в ДНК бактериофага, садится на него и разрезает, как ножницами, чем нарушает размножение вируса.
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Схема работы комплекса CRISPR-Cas9

Когда Эммануэль Шарпантье и Дженнифер Даудна встретились на конференции в Коста-Рике, о CRISPR уже было известно. Женщинам-ученым пришла в голову идея приспособить эту систему для резки любой ДНК. Они объединили усилия своих лабораторий и в 2012 г. в журнале Science опубликовали результаты. За эту работу в 2020 г. они получили Нобелевскую премию по химии. Им удалось объединить две РНК в одну single guide RNA и показать, что механизм резки работает. Резка – это и есть основной этап редактирования ДНК, а CRISPR – “генетические ножницы”.
Технологии редактирования генома предлагались и ранее, но ни одна из них не достигла такого успеха. Первая статья демонстрировала редактирование ДНК в пробирке. Перед учёными стояла амбициозная задача – повторить процесс в естественных условиях. Фэн Чжан из США оптимизировал процесс, сделав его совместимым с живыми клетками, у которых есть ядра. После публикации работы Фэн Чжана в 2013 г. появились сообщения о том, что отредактировали геном человека, мыши, дрожжей, ниматод, дрозофилы, рыбки данио-рерио и др. – всех имеющихся у биологов модельных объектов.
Важно понимать, что молекула ДНК очень стабильна – её можно кипятить, оставить лежать в земле на сотни тысяч лет (самая древняя секвенированная ДНК имеет возраст 1,7 млн лет). Однако ДНК очень чувствительна к разрывам. Если это случается, клетка запускает процесс починки (репарации), который может идти двумя путями.
1) Негомологичный вариант – место разрыва устраняется с дефектами. В результате в ДНК может появиться небольшая вставка или, наоборот, потеря фрагмента. Генетический код состоит из триплетов, поскольку три нуклеотида кодируют одну аминокислоту. Если так получилось, что два нуклеотида выпали или четыре вставились, последовательность, кодирующая белок, нарушится. В результате ген фактически перестанет выполнять свою функцию, так как клетка не сможет использовать его информацию, чтобы синтезировать функциональный белок.
Сломать гены можно было и раньше, но довольно трудоёмко – приходилось облучать их радиацией, травить сильнодействующими реагентами и затем месяцами искать возникшие мутации. Благодаря CRISPR процесс стал гораздо проще.
2) Гомологичная рекомбинация. У всех животных в клетках, как минимум, две копии каждой хромосомы. Если возникает разрыв, клетка может использовать вторую хромосому и на её основе достроить повреждённый участок – скопировать его в поврежденную хромосому. В этой ситуации клетку можно “обмануть”, подсунув вместо второй хромосомы похожий фрагмент ДНК, но с мутацией. Тогда клетка починит разрыв, встроив в него то, что подсунули, – так называемую матрицу.
За счёт прицельно вносимого разрыва, который позволяет сделать CRISPR, появилась возможность очень просто и эффективно заменять фрагменты в геноме – вносить строго определённые мутации и чинить сломанные гены. Но проблема в том, что репарация чаще всего проходит по негомологичному пути. Существуют разные методы, позволяющие сдвинуть процесс в сторону гомологичной репликации, но пока они работают не очень хорошо.
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Левая ветвь – не гомологичный вариант замены, приводящий 
к разрушению гена, правая – успешная починка подходящим фрагментом

Технологии редактирования генома существовали и ранее, но требовали сборки так называемых кастомных (“под заказ”) белков. Для каждой операции нужно было собирать новый белок. Это занимало несколько недель и даже месяцев, и стоил такой белок несколько тысяч евро. А CRISPR-реагенты стоят 10‒20 евро – в сотни раз меньше, что позволило проводить эксперименты быстрее и в больших масштабах. 
Условно говоря, если сегодня вам пришла в голову интересная идея, то уже через неделю у вас будет клеточная линия с готовой мутацией, и идею можно будет проверить. Естественно, это подтолкнуло развитие биотехнологий и промышленности. Появились тысячи компаний, которые пытаются коммерциализировать CRISPR. 
Что же позволяет сделать CRISPR? Можно сломать, починить, заменить практически любой ген в геноме. Можно сделать хромосомную перестройку – это очень важно в онкологии, где ряд заболеваний вызывают хромосомные аномалии.
На следующем этапе технологию улучшили, лишив Cas-нуклеазу активности – сделали её не режущей и одновременно «пристегнули» другие ферменты. В итоге она просто садится на строго определенный фрагмент ДНК и может его редактировать, не вызывая повреждений. Например, менять азотистые основания без внесения разрывов в ДНК, что очень важно для биомедицинских задач.
Учёные научились активировать или подавлять работу гена – редактировать эпигеном. При помощи CRISPR также можно производить высокоточную микроскопию участков генома. 
Для чего еще используется подобное редактирование? Например, пятна у коров сделали из черно-белых серо-белыми – считается, что так лучше переносится жара. Собакам породы бигль добавили мышц. С помощью CRISPR отредактировали число ветвлений на томатной ветке, а также размеры плодов. 
Человеческих органов для пересадки не хватает, поэтому пересаживают органы свиней. Но у них в геноме присутствует много спящих ретровирусов, которые после пересадки могут активироваться и угрожать здоровью пациента. У свинок на фото эти фрагменты инактивированные.
[image: Изображение выглядит как собака, другой, тот же

Автоматически созданное описание]
Результаты генного редактирования с помощью технологии CRISPR-Cas9 
(телята с осветленными пятнами шкуры, томаты с измененными размерами плодов, 
поросята с инактивированными генами ретровирусов, 
щенки породы бигль с увеличенной мышечной массой) 

Теперь вы знаете, откуда на Aliexpress семена синей клубники, черных помидоров и арбузов размером со сливу. В магазинах CRISPR-модифицированных продуктов пока нет. 
CRISPR позволяет вносить мутации, не оставляя следов, поскольку внедряемые РНК и белок в клетке деградируют. От них ничего не остается, сохраняется только сама мутация. Фактически CRISPR делает то же самое, что происходит при селекции. С помощью CRISPR можно решить многие проблемы, в том числе связанные с глобальным потеплением. Например, вывести засухоустойчивые или более продуктивные сорта растений, которые позволят использовать меньше пахотных земель, не применять пестициды или удобрения.
Самый волнующий вопрос – применение CRISPR в биомедицинских исследованиях для улучшения жизни больных (а, может, в перспективе и здоровых) людей. Главная сложность тут в доставке «генетических ножниц» в клетки человека, ведь ген, который вызывает болезнь, нужно починить в целом органе или даже во всём теле. К примеру, мутацию, вызывающую диабет, надо чинить во всей поджелудочной железе. Это непросто, потому что клетки защищают себя от вторжения чужеродной ДНК. Поэтому исследователи начали с того, что можно из человека вынуть, отредактировать в пробирке, затем размножить и вернуть обратно, – с костного мозга и крови.
Например, с помощью CRISPR лечат бета-талассемию и серповидноклеточную анемию. Эти болезни вызваны двумя разными мутациями в гене бета-гемоглобина. Больным бета-талассемией нужны частые переливания крови. При серповидноклеточной анемии эритроциты забивают сосуды. Качество жизни у таких больных низкое, и есть риск преждевременной смерти.
Что в такой ситуации позволяет сделать CRISPR? У человека есть третий ген гемоглобин – фетальный гемоглобин, который активен только у эмбрионов до рождения. После рождения он выключается, работают взрослые альфа- и бета-гемоглобины. CRISPR позволяет включить ген фетального гемоглобина, выключив ген BCL11A, который его контролирует. Так, у двух больных женщин забрали клетки костного мозга и при помощи вируса внедрили в них CRISPR-конструкцию, которая инактивирован ген BCL11A. В этих клетках заработал фетальный гемоглобин. Правильно отредактированные, отселектированные и размноженные клетки вернули пациентам обратно, то есть пересадили им их же костный мозг. После этого пациентке с бета-талассемией, которой нужно было в среднем 16 переливаний крови в год, в течение года не понадобилось ни одной процедуры. То же произошло и с больной серповидноклеточной анемией – их реально вылечили.
Эти работы перешли на следующую стадию клинических испытаний – в ближайшее время метод может войти в повсеместную практику.
Еще одно направление – терапия ВИЧ. Есть люди, которые не заражаются вирусом иммунодефицита человека за счет мутации в гене CCR5 – делеции (отсутствия) в 32 нуклеотида. Если у человека обе копии гена мутированы, вирус просто не может проникнуть. У части пациентов на фоне ВИЧ развивается лимфобластный лейкоз (рак крови). Если другие методы терапии не помогают, больным часто пересаживают костный мозг. В этом случае взяли костный мозг у донора, который подходил для лечения лейкемии. Перед пересадкой клетки отредактировали CRISPR, выключив ген CCR5, – искусственно повторили мутацию, существующую в природе. Пересадка вылечила пациента и от лейкоза, и от ВИЧ.
Чтобы редактирование сработало, нужно, чтобы CRISPR-Cas попали в клетку. Существует несколько разных методов их доставки, у каждого свои сложности и ограничения:
- микроинъекция;
- использование аденовируса (похоже на действие противоковидной вакцины “Спутник V”);
- трансфекция – использование сильного электрического поля;
- использование наночастиц (золота, липосом), которые проникают в клетку и доставляют нужные молекулы. 
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