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Резюме 

Проводимые исследования, так или иначе связанные с CRISPR/Cas-локусами, настолько 

разнообразны, что все что вокруг них делается впору называть «Мир CRISPR/Cas» или даже 

«Вселенной CRISPR/Cas», и это не будет преувеличением. В данном обзоре затронута лишь 

небольшая их часть с акцентом на растительные организмы. При этом кратко описаны различные 

методологические новшества как разных этапов геномного редактирования и его различных 

вариантов в виде нокаутного редактирования (KO), нокин-редактирования (KI), редактирования 

отдельных азотистых оснований в составе ДНК (ABE и CBE) и РНК (RBE), прайм-

редактирования (PE), так и использования CRISPR/Cas-систем для других целей, включая 

высокочувствительную детекцию специфичных фрагментов нуклеиновых кислот, как при 

помощи методов амплификации, так и без оных.  
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Resume 

The ongoing research on CRISPR/Cas loci is so diverse, that can be called no fewer than “The 

CRISPR/Cas World” or even “The CRISPR/Cas Universe”. This review covers only a small part of 

existing data, with an emphasis on plant organisms. There are briefly described new methods for different 

stages of genome editing and for its various options such as knockout editing (KO), knockin editing (KI), 

editing of nitrogenous bases in DNA (ABE and CBE) and in RNA (RBE), prime editing (PE). The use of 

CRISPR/Cas systems for other purposes, including highly sensitive detection of specific nucleic acid 

fragments, both with and without amplification methods, is discussed.  
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Введение 

 После того, как у бактерий были обнаружены 

особые локусы в виде своеобразных перемежающихся 

уникальными последовательностями тандемно 

повторяющихся элементов их геномов, получивших 

название CRISPR-локусы (Clustered Regularly 

Interspaced Short Palindromic Repeats), и было выяснено, 

что они выполняют защитную функцию, расщепляя 

ДНК бактериофагов в неких запрограммированных 

местах, этот механизм лег с основу технологии 

CRISPR/Cas геномного редактирования. В мире вслед 

за этими первыми работами начался самый настоящий 

бум, как вокруг совершенствования данной технологии, 

так и в виде расширения сферы применения 

CRISPR/Cas-систем за пределы геномного 

редактирования. Причем, по прошествии уже 7 лет этот 

бум не стихает, а только усиливается. В мире 

публикуется огромное число экспериментальных и 

обзорных статей, связанных с CRISPR/Cas-системами, 

но по русскоязычным публикациям, в том числе и по 

обзорам, ощущается некоторая нехватка.  
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 Ранее нами был подготовлен тематический 

номер журнала «Биомика», специально посвященный 

всестороннему рассмотрению CRISPR/Cas-систем и 

методам редактирования геномов на их основе 

[Чемерис (Chemeris), 2017], в котором, помимо 

расшифровки непростой терминологии, достаточно 

подробно была освещена история обнаружения 

CRISPR/Cas-локусов и выяснение их роли в 

жизнедеятельности микроорганизмов, а также 

современное (на тот момент) состояние дел в этой 

области (большей частью применительно к 

растениям). Поэтому этих вопросов в нашей новой 

обзорной статье касаться не будем, и уделим 

внимание лишь последним новшествам как в 

геномном редактировании (по возможности 

преимущественно растительных организмов), так и в 

прочих направлениях использования CRISPR/Cas-

систем, в том числе исключив описание таковых 

(новшеств), рассмотренных нами в последующих 

после того тематического номера Биомики обзорах 

[Чемерис и др. (Chemeris et al.), 2018; Кулуев и др. 

(Kuluev et al.), 2019; Геращенков и др. (Gerashchenkov 

et al.), 2020]. Приняв во внимание, что за время, 

прошедшее с момента выхода наших 

вышеупомянутых публикаций из печати, включая 

дату отправки последней рукописи в редакцию, 

появились новые варианты CRISPR/Cas-технологий 

редактирования геномов и модификации прочих 

направлений использования этих локусов, мы сочли 

необходимым их здесь коротко описать. Безусловно, 

ни в одной даже очень большой статье невозможно 

охватить все стороны тех глобальных исследований, 

связанных с CRISPR/Cas-локусами, которые 

настолько широки, глубоки и вездесущи, что если 

воспользоваться астрономическими определениями, 

то их впору сравнить со взрывом сверхновой и 

называть «Мир CRISPR/Cas» или даже «Вселенная 

CRISPR/Cas», и поэтому этот обзор ни в коей мере не 

претендует на исчерпывающую полноту. В нем нашли 

отражение применимые главным образом к 

растительным объектам последние новшества в 

области геномного редактирования, в связи с чем 

подавляющее число цитируемых публикаций 

датированы 2019 г. или концом 2018 г. Но таковых 

работ уже настолько много, что в кратком обзоре 

можно коснуться только небольшой их части. Также 

уделено определенное внимание применению 

CRISPR/Cas-систем не только для целей геномного 

редактирования. 

Весь (полный) процесс геномного 

редактирования с использованием CRISPR/Cas-

технологии состоит из нескольких этапов, каждый из 

которых по-своему важен. Геномное редактирование 

начинается с выбора объекта, в геноме которого 

необходимо произвести те или иные изменения, и 

определения мишеней и задач, под которыми 

подразумевается, что предстоит сделать 

экспериментатору – тем или иным способом нарушить 

ли работу какого-то конкретного гена, либо изменить 

свойства кодируемого им белка, или внедрить в 

растение некий новый ген. Фактически геномное 

редактирование при помощи CRISPR/Cas-технологии 

можно подразделить на несколько вариантов: а) 

нокаутные мутации (knock-out – KO), когда 

нарушается какой-либо ген, в том числе негативно 

влияющий на некий признак, важный для человека, 

сопровождаемые инсерциями или делециями ряда 

нуклеотидов в участке редактирования за счет 

негомологичного объединения репарируемых концов 

фрагментов ДНК в месте возникающего под 

действием Cas-нуклеазы двухцепочечного разрыва; б) 

геномное редактирование, в ходе которого за счет 

гомологичной рекомбинации в определенные участки 

генома по местам двухцепочных разрывов 

(получившее название нокин-вариант (knock-in – KI)) 

происходят встраивания иных нуклеотидных 

последовательностей в виде олигонуклеотидов или 

более протяженных фрагментов ДНК, как 

нарушающих работу целевого гена (это тоже 

разновидность нокаутирования того или иного гена), 

так и приводящих к появлению новых желательных 

признаков; в) геномное редактирование без 

образования двухцепочечных разрывов ДНК и 

соответственно без делеций или инсерций в виде 

произведения однонуклеотидных замен (base editing – 

BE) за счет направленного дезаминирования 

конкретных азотистых оснований с помощью 

«сшитых» с каталитически неактивными нуклеазами 

соответствующих дезаминаз (и некоторых других 

ферментов), обеспечивающее появление новых 

признаков, либо изменение имевшихся, включая 

нокаутирование генов вследствие образования 

терминирующих кодонов; г) так называемое прайм-

редактирование (prime editing – PE), когда за счет 

образующихся поочередно ников и действия сшитой с 

нуклеазой обратной транскриптазы происходит 

замена определенного участка ДНК. Помимо 

редактирования геномов или отдельных азотистых 

оснований с помощью CRISPR/Cas-технологии можно 

осуществлять также регуляцию работы отдельных 

генов в виде CRISPRa (activation) и CRISPRi 

(interference) вариантов, мишенью для которых служат 

промоторные области. 

Под поставленные задачи и выбранные 

мишени с помощью компьютерных программ с целью 

достижения наибольшей эффективности и точности 

этого процесса, сводя к минимуму редактирование 

нецелевых участков, необходимо провести дизайн 

РНК-гидов в виде поиска наиболее оптимальных мест 

в конкретном гене или в ином участке ДНК для 
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намеченного варианта геномного редактирования – 

протоспейсеров. После этого либо создаются 

соответствующие генно-инженерные конструкции, 

несущие необходимые для редактирования гены 

подходящих Cas-нуклеаз и РНК-гидов и если 

необходимо (для нокин-вариантов) ту или иную 

донорную ДНК, либо осуществляется химический 

синтез молекул РНК-гидов для последующего 

формирования рибонуклеопротеидных частиц с 

соответствующими Cas-нуклеазами, часть которых 

уже доступна из ряда коммерческих источников в 

виде готовых ферментов. Следующий этап геномного 

редактирования заключается в доставке этих 

CRISPR/Cas-компонентов в ядро клетки и 

произведении там соответствующих ферментативных 

действий. Заключительный этап состоит в виде проверки 

правильности произведенного редактирования генома с 

помощью тех или иных методов, включая 

полногеномное секвенирование, сопровождаемое 

специализированными компьютерными программами. 

Данная обзорная статья посвящена краткому 

рассмотрению всех новшеств последних двух лет по 

важнейшим вопросам, касающихся изучения и 

практического использования CRISPR/Cas-систем. 
 

Поиск CRISPR-локусов в геномах 

микроорганизмов 

Как уже говорилось выше, биоинформатический 

анализ в ходе геномного редактирования производится 

на двух стадиях – на последней при анализе полученных 

результатов и если не считать выбор объекта, мишени в 

нем и стоящей задачи (что собственно имеет место быть 

при любых других геномных в том числе генно-

инженерных исследованиях), то фактически еще на 

первой – при поиске и дизайне РНК-гидов. Но на самом 

деле биоинформатический анализ в связи с CRISPR/Cas-

локусами проводится еще раньше – при поиске таковых 

в геномах различных микроорганизмов, и для этой цели 

также написано немало компьютерных программ. 

Именно обнаружение новых классов, типов и субтипов 

CRISPR/Cas-систем обеспечивает возможность 

направленного редактирования геномов, благодаря тому, 

что разные Cas-нуклеазы узнают отличающиеся по 

нуклеотидным последовательностям участки генома, 

прилегающие к потенциальным протоспейсерам, 

увеличивая тем самым число потенциальных мест 

редактирования, чему будет посвящен следующий 

раздел данной статьи.  

 CRISPR/Cas-локусы довольно широко 

распространены у микроорганизмов в Природе. Так, 

например, анализ 324 полностью секвенированных 

геномов архей показал, что в 276 геномах (85,2%) 

CRISPR/Cas-системы имеются. В том числе они 

обнаружены почти у всех термофильных архей – в 89 

геномах из 92 секвенированных. При этом у 

термофильных бактерий рода Thermus также имеются 

CRISPR-локусы [Lopatina et al., 2019], хотя у 

эубактерий лишь около 40% геномов из 12792 

полностью секвенированных несут такие локусы 

[Makarova et al., 2019]. В настоящее время согласно 

последней классификации [Makarova et al., 2019] у 

микроорганизмов насчитывается 2 класса, 6 типов и 

33 подтипа CRISPR/Cas-систем. Причем в последние 

годы отмечается взрывной рост обнаружения 

CRISPR/Cas разнообразия во втором классе, 

находящим как раз применение в геномном 

редактировании и прочих исследованиях, 

использующих такие локусы. Однако это возможно 

связано с тем, что именно этому классу исследователи 

уделяют повышенное внимание.  

 Поиск CRISPR/Cas-локусов проводится с 

помощью ряда программ, значительная часть которых 

(практически все имевшиеся на тот момент), 

рассмотрены нами ранее, включая специальные базы 

данных по таким элементам геномов [Баймиев и др. 

(Baymiev et al.), 2017]. Поэтому здесь коснемся лишь 

появившихся с момента той публикации и упомянем 

один недавний обзор [Alkhnbashi et al., 2019], в 

который однако за небольшим исключением не вошли 

рассматриваемые здесь программы. Для начала 

напомним организацию функционального CRISPR-

локуса, представленную на рис. 1, на котором виден 

блок из прямых повторов, перемежающихся 

уникальными спейсерами, называемый CRISPR-array. 

Фактически CRISPR-эрреи можно считать местом в 

геноме, являющимся неким аналогом памяти, где 

хранится информация о прежних атаках 

бактериофагов, а Cas-белки служат для реализации 

этой памяти и не дают развиться новым атакам 

вирусов [Weissman et al., 2018].  
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Similar direct repeats  and unique spacers  

Лидерный 

участок/Leader 

Cas  гены 

Cas  genes  
 

Рис. 1. Упрощенная схема организации функционального CRISPR-локуса. Cas-гены в разных  

классах, типах и подтипах могут располагаться иначе. (масштаб не соблюден). 

Fig. 1. Simplified scheme of the functional CRISPR locus organization. Cas genes may be arranged  

differently in various classes, types, and subtypes. (the scale is not accurate). 
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 Ввиду такой своеобразной организации этих 

элементов генома, программы поиска обычных 

тандемных повторов оказывались не всегда 

успешными, и было написано довольно большое 

число новых компьютерных программ, 

непосредственно ориентированных на поиск CRISPR-

эрреев. Разработка подобных инструментов 

продолжается и стоит указать некоторые из них. При 

этом многие исходные коды описанных ниже 

программ находятся в свободном доступе. 

 Однако прежде чем приступить к краткому 

рассмотрению различных биоинформатических 

ресурсов, связанных с поиском CRISPR/Cas-систем, 

следует коснуться еще и anti-CRISPR белков, 

получивших акронимы acr и aca (anti-crispr и anti-

crispr associated), тем более что ранее [Чемерис 

(Chemeris), 2017] мы совсем не уделили им внимания. 

Впервые ингибирование CRISPR/Cas иммунной 

защиты было выявлено для первого класса 

CRISPR/Cas-систем у бактерии Pseudomonas 

aeruginosa [Bondy-Denomy et al., 2013]. С тех пор 

исследование anti-CRISPR-систем идет по 

нарастающей, свидетельством чему может служить 

количество публикуемых работ на эту тему. Так, из 

базы данных PubMed видно, что число статей, в 

заглавии и/или в аннотации которых содержится 

термин «anti-CRISPR», в 2013 году составило 3 

публикации, в 2014 и 2015 годах – по 2, а затем их 

количество начало расти – в 2016 году стало уже 9 

статей, в 2017 – 15, в 2018 – 34 и в 2019 году 

опубликовано 50 статей. Выросло среди них и число 

обзорных публикаций, с которыми можно 

порекомендовать познакомиться [Pawluk et al., 2017; 

Stanley, Maxwell, 2018; Hwang, Maxwell, 2019; Liu Q et 

al. 2019a; Yin et al., 2019; Zhang F. et al., 2019]. 

Примечательно название одного из таких обзоров 

[Maxwell, 2017] – The Anti-CRISPR Story: A Battle for 

Survival. Действительно трудно представить, что 

Природа, наделив микроорганизмы CRISPR/Cas-

системой защиты от их инфицирования 

бактериофагами, «не дала» последним инструменты, 

позволяющие противоборствовать такой защите, в том 

числе внедряемые в геномы бактерий в виде 

профагов.  

 Как уже говорилось выше, сначала такие 

acr-белки были найдены против класса 1 

CRISPR/Cas-систем, но через некоторое время они 

обнаружены и для класса 2 [Pawluk et al., 2017], к 

которым относятся используемые в геномном 

редактировании нуклеазы Cas9 и Cas12a. 

Теоретически механизмы анти-CRISPR 

противодействия иммунной защите 

микроорганизмов могут проявляться на разных 

уровнях – препятствуя захвату новых CRISPR-

спейсеров; блокируя экспрессию генов, 

кодирующих Cas-белки; ингибируя транскрипцию 

и/или процессинг crРНК; мешая формированию 

активного рибонуклеотипротеидного комплекса, не 

давая возможности связываться ему с чужеродной 

ДНК; блокируя нуклеазную (расщепляющую цепи 

ДНК) активность [Maxwell, 2017]. При этом надо 

заметить, что пока среди обнаруженных нескольких 

десятков семейств acr-белков таковые найдены не 

для всех этих этапов. При этом есть целый ряд acr- и 

aca-белков, функции которых еще не ясны. В одном 

из недавних обзоров, посвященном 

биоинформатическому поиску Acr-Aca-локусов в 

секвенированных геномах микроорганизмов [Yin et 

al., 2019], сообщается о выявлении уже (или всего!) 

45 семейств таких небольших белков, 

ингибирующих 7 подтипов CRISPR/Cas-систем 

(http://bcb.unl.edu/AcrDB/Download/knownAcrAca/A

crs/).  

 Обнаружение anti-CRISPR систем, помимо 

того, что открывает новую эру в изучении 

бактериофагов, может быть применимо и для 

направленного редактирования геномов разных 

организмов, включая сами вирусы, и тому уже есть 

ряд примеров [Mayo-Munoz et al., 2018; Bubeck et al., 

2019]. Ранее считалось, что бактериофаги 

преодолевают «сопротивление» микроорганизмов за 

счет процесса мутирования, изменяющего их 

нуклеотидные последовательности, которые до этого 

были «выбраны» этими бактериями в качестве 

протоспейсеров. Однако потенциал мутаций у 

бактериофагов может быть быстро исчерпан ввиду 

того, что они станут несовместимыми с нормальным 

функционированием и воспроизводством вируса, 

поэтому анти-CRISPR системы основаны на иных 

механизмах. В этой связи вполне вероятно, что 

имеются такие acr- или aca-белки, которые каким-то 

образом препятствуют взаимодействию спейсерных 

последовательностей в виде crРНК с фаговыми 

протоспейсерами при неполной гомологии этих 

участков, что можно использовать при геномном 

редактировании с целью снижения узнавания 

нецелевых мишеней.  

 Возвращаясь в данной статье к самим 

CRISPR/Cas-локусам и их биоинформатическому 

поиску, необходимо заметить, что относительно 

недавно написанная программа ULTRA (ULTRA 

Locates Tandemly Repetitive Areas) по мнению 

авторов заполняет пробел между относительно 

простыми и весьма сложными программами, 

ищущими в геномах повторяющиеся участки 

[Olson, Wheeler, 2018]. Разработан алгоритм D2R, 

позволяющий детектировать CRISPR-повторы в 

геномах микроорганизмов, а также в метагеномных 

последовательностях [Chen S. et al., 2019]. Его коды 

доступны на сайте 

http://bcb.unl.edu/AcrDB/Download/knownAcrAca/Acrs/
http://bcb.unl.edu/AcrDB/Download/knownAcrAca/Acrs/
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http://github.com/XuegongLab/D2R_codes/. 

Программа OSTRFPD (Omni Short Tandem Repeat 

Finder and Primer Designer) [Mathema et al., 2019], 

представленная по адресу 

https://github.com/vivekmathema/OSTRFPD, 

рассчитана не только на поиск тандемных повторов 

в геномах микроорганизмов, но и на дизайн 

соответствующих праймеров, для чего в нее 

имплементирована специализированная программа 

Primer3, рассмотренная среди прочих нами ранее 

[Чемерис и др. (Chemeris et al.), 2016; Гарафутдинов 

и др. (Garafutdinov et al.), 2019]. Другой 

аналогичной программой, используемой для поиска 

CRISPR-повторов, является SPADE (Search for 

Patterned DNA Elements) [Mori et al., 2019]. Она 

доступна на сайте 

https://github.com/yachielab/SPADE. На этом же 

портале (https://github.com/CRISPRlab/CRISPRviz) 

находится еще одна новая программа поиска 

CRISPR-повторов CRISPR Visualizer (CRISPRviz) 

[Nethery, Barrangou, 2019]. Другие авторы 

разместили там же схожую программу поиска 

CRISPR-эрреев CRISPRStudio 

(https://github.com/moineaulab/CRISPRStudio) [Dion 

et al., 2018].  

 Помимо поиска тандемных перемежающихся 

повторов для обнаружения в геномах 

микроорганизмов CRISPR-локусов следует также 

искать Cas-белки, что уже привело к обнаружению 

новых CRISPR/Cas-систем, о чем будет говориться в 

следующем разделе. Так, одна из первых программ 

поиска CRISPR-эрреев CRISPRFinder 

(https://crisprcas.i2bc.paris-saclay.fr) получила свое 

развитие и превратилась в программу 

CRISPRCasFinder (https://crisprcas.i2bc.paris-

saclay.fr), в режиме on-line ищущую также гены Cas-

белков [Couvin et al., 2019]. Алгоритм поиска 

разработан на основе построения суффиксного дерева. 

Выборка CRISPR-эрреев состоит из четырех 

последовательных шагов. Соответственно на основе 

существующей с 2007 г. специализированной базы 

данных CRISPRdb появилась фактически новая база 

данных CRISPRCasdb [Pourcel et al., 2020], где 

помимо CRISPR-эрреев, содержится информация и о 

Cas-белках.  

 Также описана поисковая система 

CasLocusAnno, представляющая собой web-сервер, 

расположенный по адресу 

http://cefg.uestc.cn/CasLocusAnno/CasLocusAnno_v1.0.p

hp [Dong et al., 2019]. Данная система включает в себя 

несколько программ и баз данных. Программный 

комплекс может работать и в режиме off-line, для чего 

его необходимо скачать с адреса 

https://github.com/RiversDong/CasLocusAnno. На 

упомянутом выше web-сервере 

http://cefg.uestc.cn/service.php представлена также база 

данных Anti-CRISPRdb [Dong et al., 2018] с 

привязанной программой acrDetector (acr означает 

anti-crispr) http://cefg.uestc.cn/acrDetector/#/, 

рассчитанной на работу в режиме on-line для 

выявления соответствующих анти-CRISPR/Cas-

белков. Впрочем, это не единственное приложение 

для поиска анти-CRISPR последовательностей. Есть 

еще подобный программный продукт – AcrFinder 

http://bcb.unl.edu/AcrFinder/index.php. 

 Web-сервер, сопряженный с базой данных 

CRISPRminer (http://www.microbiome-

bigdata.com/CRISPRminer/), анализирует и хранит 

информацию о CRISPR-эрреях, Cas-белках, а также 

анти-CRISPR-последовательностях [Zhang F. et al., 

2018]. Свою базу данных для Cas-белков CasPDB 

создали также и другие авторы [Tang et al., 2019]. Она 

находится по адресу – http://immunet.cn/caspdb/. 

Специально разработанная стратегия CRISPRicity, 

нацеленная на поиск неких прочих генов вблизи 

CRISPR-эрреев, позволила в базе данных 

прокариотических геномов выявить 79 таких белков, 

предположительно взаимодействующих с 

CRISPR/Cas-локусами [Shmakov et al., 2018]. 

 Достаточно важным является определение 

направления транскрипции CRISPR-повторов и 

недавно предложен новый простой критерий Cas 

Orientation для получения этой информации 

[Milicevic et al., 2019]. Для поиска CRISPR-эрреев в 

геномах микроорганизмов в «мокром» 

эксперименте с помощью многостадийной ПЦР был 

разработан подход, названный CAPTURE (CRISPR 

Adaptation PCR Technique Using Reamplification and 

Electrophoresis) [McKenzie et al., 2019]. Одной из 

его особенностей можно считать использование на 

разных стадиях четырех комплектов праймеров: 

инициирующие праймеры; внутренние праймеры; 

вырожденные праймеры; праймеры «на повторы».  

 

Используемые в геномном редактировании  

Cas-нуклеазы и некоторые иные ферменты 

 Важность расширения перечня Cas-нуклеаз, 

применяемых в геномном редактировании, вызвана 

необходимостью вносить изменения в различные 

места геномов, и чем больше будет таких ферментов, 

узнающих отличающиеся PAM-последовательности, 

тем больше шансов провести нужное 

редактирование. При этом следует иметь в виду, что 

более протяженные PAM-участки несколько 

снижают (теоретически) число нецелевых мест 

редактирования в силу того, что таковых просто в 

геноме будет иметься меньше. Тогда как более 

короткие PAM-участки, напротив, увеличивают 

вероятность нецелевого редактирования, зато 

предоставляют больше возможностей нацелить 

http://github.com/XuegongLab/D2R_codes/
https://github.com/vivekmathema/OSTRFPD
https://github.com/yachielab/SPADE
https://github.com/CRISPRlab/CRISPRviz
https://github.com/moineaulab/CRISPRStudio
https://crisprcas.i2bc.paris-saclay.fr/
https://crisprcas.i2bc.paris-saclay.fr/
https://crisprcas.i2bc.paris-saclay.fr/
http://cefg.uestc.cn/CasLocusAnno/CasLocusAnno_v1.0.php
http://cefg.uestc.cn/CasLocusAnno/CasLocusAnno_v1.0.php
https://github.com/RiversDong/CasLocusAnno
http://cefg.uestc.cn/service.php
http://cefg.uestc.cn/acrDetector/#/
http://bcb.unl.edu/AcrFinder/index.php
http://www.microbiome-bigdata.com/CRISPRminer/
http://www.microbiome-bigdata.com/CRISPRminer/
http://immunet.cn/caspdb/
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соответствующую нуклеазу на конкретное место 

генома.  

 Основными ферментами геномного 

редактирования являются ставшие уже 

классическими нуклеазы Cas9 и Cas12a (Cpf1), а 

также их многочисленные ортологи и мутантные 

формы. Тем не менее, список таких нуклеаз, 

относящихся ко второму классу и ко II и к V-A 

типам соответственно, в 2019 году пополнился еще 

целым их рядом. Так, в одной из работ сообщается 

о 12 новых ортологах Cas12a нуклеазы [Zetsche et 

al., 2019]. В другом исследовании говорится о 

создании многочисленных химерных форм Cas12a 

нуклеазы, одна из которых характеризовалась 

более высокой специфичностью, чем исходный 

фермент дикого типа [Liu R.M. et al., 2019]. 

Недавно использована в геномном редактировании 

новая нуклеаза ErCas12a, узнающая PAM-

последовательность YTTN [Wierson et al., 2019]. 

Можно также порекомендовать ознакомиться с 

недавней обзорной статьей, посвященной Cas12a 

(Cpf1) нуклеазам, где они всесторонне 

рассмотрены [Safari et al., 2019].  

 Надо сказать, что исторически складывается 

так, что какие-либо модификации Cas-нуклеаз сначала 

проводятся с Cas9 нуклеазой и только потом 

наступает черед Cas12a нуклеаз. Так, в Cas9 нуклеазе 

были нарушены по отдельности и вместе 

каталитические домены RuvC и HNH после чего этот 

фермент превратился в соответствующие nCas9 

никазы или, став dCas9 нуклеазой, полностью потерял 

способность к разрезанию цепей ДНК, что нашло свои 

применения в геномном редактировании. Другим 

типом измененных Cas9 нуклеаз стали нуклеазы, 

несущие пришитые к ним цитидин- или аденин-

деаминазы (а также некоторые другие ферменты), 

позволяющие производить редактирование отдельных 

азотистых оснований путем транзиций C→T и A→G 

без образования двуцепочечных разрывов молекул 

ДНК. Затем наступил черед подобных модификаций 

Cas12a нуклеаз, из которой также сделали фермент, 

позволяющий редактировать азотистые основания [Li 

X. et al., 2018]. Но и совершенствование Cas9 нуклеаз 

продолжается.  

 Проведено исследование молекулярных основ 

экспансии PAM-участков для группы нуклеаз xCas9, 

что дает возможность вести направленное создание их 

новых генно-инженерных форм [Chen W. et al., 2019]. 

Недавно созданы новые ферментные комплексы из 

nCas9 никазы и обратных транскриптаз, приведшие к, 

по сути, новому геномному редактированию 

[Anzalone et al., 2019] о котором более подробно будет 

говориться в другом разделе данной статьи. В 

дополнение к нуклеазам Cas9 и Cas12a (Cpf1) для 

редактирования геномов недавно добавились 

нуклеазы Cas12b [Teng et al., 2018; Strecker et al., 2019] 

и CasX (Cas12e) [Liu J.J. et al., 2019], вошедшие в 

частности в ассортимент ферментов для дизайна РНК-

гидов одной из компьютерных программ 2019 года 

AsCRISPR, о которой речь пойдет дальше.  

 Все вышеупомянутые ферменты относятся к 

разным типам и подтипам второго класса Cas-нуклеаз 

и до недавнего времени только ферменты этого класса 

применялись для геномного редактирования или 

иного воздействия на геномы. Но уже появилось 

сообщение об использовании комплекса ферментов 

Cascade из класса 1, отнесенных к типу I-E, для 

активации отдельных генов у растений (кукурузы) и 

как отмечают сами авторы это первая работа с этими 

нуклеазами для оказания воздействия на геном [Young 

et al., 2019]. Легко представить, что вскоре за ней 

последуют другие подобные работы.  

 Относительно недавно при анализе in silico 

метагеномных данных терабазного размера была 

идентифицирована новая групп Cas-нуклеаз, 

относящаяся к классу 2, типу V и получившая 

обозначение Cas14 [Harrington et al., 2018]. Всего было 

обнаружено 14 вариантов таких генов, которые 

уложились в три группы Cas14a, Cas14b и Cas14c. 

Особенностями этих ферментов оказались малые 

размеры (400 – 700 аминокислотных остатков), 

приблизительно в два раза меньшие, чем у Cas9 

нуклеаз, отсутствие необходимости в PAM-участке и 

специфичность действия только в отношении 

одноцепочечной ДНК. Cas14a нуклеаза интересна тем, 

что на ее основе создан метод детекции 

однонуклеотидных замен Cas14-DETECTR, о чем 

пойдет речь в соответствующем разделе данной 

статьи, где описываются иные применения Cas-

нуклеаз, не имеющие отношений к геномному 

редактированию.  

 

Дизайн РНК-гидов для осуществления  

CRISPR/Cas редактирования геномов 

 Селективность и эффективность геномного 

редактирования с помощью CRISPR-Cas технологии в 

значительной степени зависят от удачного дизайна 

РНК-гидов, проводимого с помощью 

специализированных компьютерных программ, 

которые сообразно выбранным мишеням находят в 

редактируемой последовательности нуклеотидов 

пригодные протоспейсеры, наиболее оптимально 

подходящие для решения стоящих задач. При этом 

под удачным дизайном понимается выбор целевых 

участков (on-target), которые удовлетворяют целому 

ряду задаваемых параметров и в идеале не имеют 

других похожих участков (off-target) в геноме того 

или иного организма, которые могли бы оказаться 

подвержены нежелательному редактированию. 

Учитывая крайнюю важность такого компонента 
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CRISPR/Cas-систем как РНК-гиды, 

специализированных программ их дизайна написано 

уже более сотни.  

 Мы уже не в первый раз обращаемся к этой 

теме. Так, осенью 2017 года опубликована обзорная 

статья [Чемерис и др. (Chemeris et al.), 2017], в 

которой было рассмотрено более 70 таких 

программных продуктов. Не так давно нами написан 

большой обзор, где упомянуты свыше 100 программ и 

около четверти из них (нацеленные на работу с 

геномами растений) были подвергнуты более 

тщательному анализу [Геращенков и др. 

(Gerashchenkov et al.), 2020]. Эта статья выйдет в свет 

в начале 2020 года, но с момента, когда завершилось 

ее написание (май 2019 г.), появился еще целый ряд 

новых программ, на которые в силу некоторых причин 

следует обратить внимание читателей.  

 Вообще обзорных статей по дизайну РНК-

гидов в мире написано уже немало [Chuai et al., 2017; 

Periwal, 2017; Yennmalli et al., 2017; Cui et al., 2018; 

Demirci et al., 2018; Yan et al., 2018]. Часть из них мы 

процитировали ранее, а здесь хотим остановиться на 

некоторых обзорах 2019 года. Так, в одной из таких 

работ [Razzaq et al., 2019], посвященной описанию 

геномного редактирования у растений, дан список из 

22 программных продуктов для дизайна РНК-гидов, 

содержащий URL-адреса и весьма краткую 

информацию об их возможностях. Схожие работы 

также применительно к растениям опубликовали 

другие авторы [Uniyal et al., 2019; Vats et al., 2019]. В 

еще одной статье [Thomas et al., 2019] приведен 

перечень полутора десятков программ для дизайна 

РНК-гидов (не только для растительных организмов) 

и при этом сделан довольно подробный анализ их 

возможностей. Также весьма детально были 

проанализированы 18 популярных программ дизайна 

РНК-гидов, где авторами даже произведен подсчет 

времени, затрачиваемый на поиск подходящих 

протоспейсеров с учетом объема вводимой 

генетической информации [Bradford, Perrin, 2019]. 

Отдельно стоит выделить недавний обзор G.Liu и 

соавт. [Liu et al., 2020], в котором хотя и кратко, но 

затронуты различные вопросы дизайна РНК-гидов, 

включая термодинамику, используемые алгоритмы, 

при этом ряд программ рассмотрен достаточно 

подробно.  

 Испанскими авторами [Torres-Perez et al., 

2019] подготовлен интересный и полезный web-

ресурс “WeReview: CRISPR Tools” 

(https://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/wereview/crisprtool

s/), в котором собрано большое число 

компьютерных программ дизайна РНК-гидов и при 

этом он является свободно пополняемым. То есть 

каждый может внести в него информацию о своем 

программном продукте, заполнив ряд обязательных 

граф – Name; Available?; Purpose; Platform; Off-

targets; Score Oligos; Search by; Enzyme; PAM; 

Organisms. Помимо сортировки по каждой из этих 

граф, данный ресурс предусматривает сортировку 

программ по общему числу цитирований в статьях 

(по годам) за период их существования. Также 

имеются графы Reference и Comments. На момент 

принятия цитируемой выше статьи в печать (24 

июля 2019 года) данный ресурс, как следует из 

текста, содержал сведения о 83 программах. По 

состоянию на середину ноября 2019 г. в нем уже 

была информация о 101 программе.  

 В одной из обзорных статей 2019 года главное 

внимание авторы [Wang J. et al., 2019] уделили 

используемым в ряде программ дизайна РНК-гидов 

алгоритмов, основывающихся на MDL (machine and 

deep learning) моделях, среди которых оказались CNN 

(Convolution Neural Network), L1-Reg (L1-Regression), 

SVM (Support Vector Machine), RF (Random Forest), 

GBRT (Gradient Boost Regression Tree) и др. Желая 

улучшить поиск как целевых, так и нецелевых сайтов 

редактирования были разработаны новые модели на 

основе алгоритма Convolution Neural Network – 

AttnToCRISPR_CNN, seqCRISPR и 

AttnToMismatch_CNN [Liu Q. et al., 2019]. 

 Ранее нами большое число программ дизайна 

РНК-гидов было оценено по 34 параметрам, 

оформленным в виде специальной таблицы 

[Геращенков и др. (Gerashchenkov et al.), 2020], однако 

некоторые появившиеся новые подобные программы 

заставили нас число таких параметров увеличить по 

причине использования в них Cas-нуклеаз новых 

типов, о которых говорилось выше. Так, не желая 

добавлять новые колонки в таблицу (тем более, что 

используемый для этой цели английский алфавит 

оказался исчерпанным), мы увеличили количество 

столбцов с двойной информацией (таблица 2), тем 

более, что это было вполне логичным. Так, в колонки 

B и C мы добавили по второй Cas-нуклеазе – Cas12b и 

CasX соответственно, используя фактически новое и 

устаревшее их обозначение, но при этом, исходя из 

названий этих ферментов, упоминаемых в конкретной 

программе дизайна РНК-гидов. Колонка G в 

дополнение к длине (прото)спейсера стала содержать 

информацию о длине якорной (seed) 

последовательности. Но, прежде чем переходить к 

таблице 2, следует в таблице 1 перечислить 

программные продукты дизайна РНК-гидов с 

указанием их URL-адресов и литературных ссылок, не 

вошедшие в наши прежние публикации [Чемерис и др. 

(Chemeris et al.), 2017; 2018; Геращенков и др. 

(Gerashchenkov et al.), 2020]. 

 

https://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/wereview/crisprtools/
https://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/wereview/crisprtools/
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Таблица 1.  

Некоторые программы дизайна РНК-гидов и поиска PAM-последовательностей 

Table 1. Some RNA guide design and PAM sequence search programs 

Программа  
(по алфавиту) 

Program 
(listed alphabetically) 

URL 
Ссылка 

Reference  

AlleleAnalyzer https://github.com/keoughkath/AlleleAnalyzer  Keough et al., 2019 
AsCRISPR http://www.genemed.tech/ascrispr/ascrispr  Zhao et al., 2019 
CHOPCHOP v.3 http://chopchop.cbu.uib.no Labun et al., 2019 
Crisflash https://github.com/crisflash  Jacquin et al., 2019 
CrisPam https://github.com/ristllin/CrisPam  Rabinowitz et al., 2019 
CRISPR https://github.com/Alexzsx/CRISPR  Zhang S. et al., 2019 
CRISPRitz https://github.com/pinellolab/CRISPRitz  Cancellieri et al., 2019 
CRISPR-PN http://www.crispr-pn.net  O'Halloran, 2019 
DeepCas9 https://github.com/lje00006/DeepCas9  Xue et al., 2019 
DeepCpf1 http://deepcrispr.info  Luo et al., 2019 
DeepHF http://www.deephf.com  Wang D. et al., 2019 
KOnezumi http://www.md.tsukuba.ac.jp/LabAnimalResCNT/KOanimals

/konezumi.html  
Kuno et al., 2019 

Motif Scraper https://github.com/RobersonLab/motif_scraper  Roberson, 2019 
MultiGuideScan https://github.com/bioinfomaticsCSU/MultiGuideScan  Li T. et al., 2019 
PAVOOC https://pavooc.me  Schaefer et al., 2019 
SNP-CRISPR https://www.flyrnai.org/tools/snp_crispr/web/ Chen C.L. et al., 2019 
VARSCOT https://github.com/BauerLab/VARSCOT  Wilson et al., 2019 

 

Переходя к таблице 2, необходимо заметить, что 

в ней суммированы 37 параметров из основных 

характеристик программ дизайна РНК-гидов, 

сгруппированных в блоки (высвеченные цветами 

радуги), касающихся использования различных Cas-

нуклеаз; требований к протоспейсерам; способов ввода 

предназначенных для редактирования 

последовательностей ДНК или РНК; особенностей 

выдаваемых результатов. Кроме этой информации в 

таблице 2 даны сведения о возможной работе некоторых 

программ в автономном режиме и возможности 

валидации ранее подобранных РНК-гидов, в том числе 

иными программами дизайна. Но не все из данных 

столбцов оказались заполненными, поскольку 

приведенные здесь программные продукты не обладают 

некоторыми параметрами. Однако было принято 

решение такие столбцы все же оставить, поскольку 

данная таблица носит более общий характер. Вообще, 

для относительно полной характеристики возможностей 

различных программ дизайна РНК-гидов (всех, не только 

приведенных здесь) необходимо использовать около 

полусотни параметров.
1
 При этом ряд новых 

программных продуктов для дизайна РНК-гидов из 

таблицы 2 мы сочли возможным рассмотреть чуть более 

подробно.  

                                                 
1
 На такую всеобъемлющую таблицу как раз может 

хватить 26 букв английского алфавита, если сделать все 

столбцы (или почти все), содержащими двойную 

информацию.  

 Некоторой особенностью программ дизайна 

РНК-гидов 2019 года можно считать нацеленность 

некоторых из них на то, чтобы принимать во внимание 

однонуклеотидные замены или иначе снипы (от англ. SNP 

– Single-Nucleotide Polymorphism), а также короткие 

инделы (инсерции/делеции). Так, интересным web-

ресурсом является SNP-CRISPR 

(https://www.flyrnai.org/tools/snp_crispr/web/) [Chen C.L. et 

al., 2019], позволяющий осуществлять дизайн РНК-гидов с 

учетом находящихся в них снипов или инделов в пяти 

референсных геномах – дрозофилы, человека, мыши, 

рыбки данио и крысы. При этом можно обратиться к 

разработчикам с просьбой добавить другой геном, 

заполнив соответствующую форму. Однако при 

использовании данной программы автономно (после ее 

скачивания с сайта https://github.com/jrodiger/snp_crispr) 

возможен поиск РНК-гидов в любых доступных геномах. 

Там же содержится информация о всех уже подобранных 

РНК-гидах (PAM - NGG) для снипов, потенциально 

ассоциированных с болезнями человека 

(https://github.com/jrodiger/snp_crispr/tree/master/results). 

Работа с программой начинается с выбора организма, 

после чего требуется выбрать PAM-участок из двух 

вариантов (NAG и NGG) и указать свой e-mail, на который 

в течение получаса после запуска поиска будет прислан 

результат. Для этого надо еще загрузить файл с 

расширением *.vcf или *.csv, содержащий до 2000 

аллелей, после чего проводится верификация соответствия 

введенных данных (нуклеотидных последовательностей) 

версии того или иного генома. Здесь следует отметить, что 

в автономно работающей версии программы никаких 

https://github.com/keoughkath/AlleleAnalyzer
http://www.genemed.tech/ascrispr/ascrispr
http://chopchop.cbu.uib.no/
https://github.com/crisflash
https://github.com/ristllin/CrisPam
https://github.com/Alexzsx/CRISPR
https://github.com/pinellolab/CRISPRitz
http://www.crispr-pn.net/
https://github.com/lje00006/DeepCas9
http://deepcrispr.info/
http://www.deephf.com/
http://www.md.tsukuba.ac.jp/LabAnimalResCNT/KOanimals/konezumi.html
http://www.md.tsukuba.ac.jp/LabAnimalResCNT/KOanimals/konezumi.html
https://github.com/RobersonLab/motif_scraper
https://github.com/bioinfomaticsCSU/MultiGuideScan
https://pavooc.me/
https://www.flyrnai.org/tools/snp_crispr/web/
https://github.com/BauerLab/VARSCOT
https://www.flyrnai.org/tools/snp_crispr/web/
https://github.com/jrodiger/snp_crispr
https://github.com/jrodiger/snp_crispr/tree/master/results
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ограничений по числу вводимых аллелей не существует и 

время поиска зависит от мощности компьютера 

пользователя. Выдаваемые результаты оформлены в виде 

таблицы из 15 столбцов, 14 из которых сортируемы, а 

первый представляет собой окошки, в которые можно 

ввести галочку для экспорта информации в итоговый файл 

в формате CSV или Excel. РНК-гиды с четырьмя или более 

тиминами подряд программа сразу отбраковывает. Наряду 

со стандартными сведениями, указывающими 

локализации на хромосоме и в секвенированной 

последовательности; непосредственно самими 

последовательностями нуклеотидов; цепями ДНК, в этой 

программе в последней колонке также дается информация 

о расстоянии снипа или индела до PAM-

последовательности.  

Еще одной программой, осуществляющей дизайн 

РНК-гидов с учетом однонуклеотидных замен и инделов, 

является AsCRISPR (Allele-specific CRISPR) – 

http://www.genemed.tech/ascrispr/ [Zhao et al., 2019]. 

Другой ее особенностью служит то, что в ней РНК-гиды 

в дополнение к ставшим уже классическими нуклеазам 

Cas9 и Cas12a (Cpf1) можно подбирать и для 

относительно новых нуклеаз Cas12b и CasX (Cas12e). 

При этом можно сразу задать дизайн РНК-гидов для всей 

группы Cas9 нуклеаз (9 разных, включая SpCas9 с 

каноническим PAM участком NGG, и ее ортологи и 

мутанты), а также аналогично искать РНК-гиды для 

Cas12a и Cas12b нуклеаз (5 и 3 фермента 

соответственно). CasX нуклеаза предлагается только 

одна – Dpb(Plm)CasX. В настоящее время программа 

AsCRISPR позволяет анализировать только геномы 

человека (два генома) и один геном мыши, хотя авторы 

сообщают, что намерены в скором времени расширить 

список геномов. Для поиска РНК-гидов необходимо 

ввести интересующие последовательности длиной не 

менее 53 нуклеотидов (для Cas12a, Cas12b и CasX 

нуклеаз) и не менее 59 для Cas9 нуклеаз в формате 

N29[N1N2]N29 (для последней), где N1N2 обозначает 

биаллельный снип. Ранжированные результаты поиска 

по каждому снипу выдаются в табличной форме со 

множеством колонок, где приводится информация о 

конкретной нуклеазе с ее PAM-участком; цепи ДНК; GC-

содержанию; подсчету эффективности редактирования по 

разным критериям; потенциальным нецелевым сайтам и др. 

Также на дизайн РНК-гидов с учетом 

однонуклеотидного полиморфизма и коротких инделов 

рассчитаны программы CrisPam [Rabinowitz et al., 

2019] и AlleleAnalyzer [Keough et al., 2019], 

подбирающие такие последовательности для 6 и 11 

различных Cas-нуклеаз соответственно, причем 

последняя программа предоставляет пользователю 

возможность добавлять дополнительные Cas-нуклеазы.  

 Программа CRISPR-PN (http://crispr-pn.net) 

[O’Halloran, 2019] рассчитана на поиск протоспейсеров в 

геномах 14 паразитических нематод. Последовательность 

ДНК вводится только через буфер обмена. Можно 

выбрать один из трех алгоритмов – SeqMap, Blast или 

Bowtie. По умолчанию выставлен PAM-участок NGG 

нуклеазы Cas9, но можно вводить PAM и с клавиатуры в 

том числе TTTN для Cas12a нуклеазы. Можно менять 

длину РНК-гида в пределах от 10 до 29 нуклеотидов. 

Длина seed последовательности также может меняться. 

Позволяется указывать GC-состав протоспейсеров и число 

неспариваний нуклеотидов в них. Мишени выдаются для 

обеих цепей ДНК с указанием их локализации. Причем 

допускается ранжирование по всем графам.  

Программа DeepHF (http://www.deephf.com/index/#/) 

[Wang D. et al., 2019] позволяет осуществлять дизайн 

РНК-гидов для нуклеазы Cas9 и ее ортологов, а также 

для двух дезаминаз – аденин- и цитидиндезаминазы и 

в этих случаях нуклеотиды, подверженные 

дезаминированию приводятся в протоспейсерах 

красным цветом. При выборе варианта 

редактирования, позволяющего генерировать стоп-

кодон, модифицированный нуклеотид в нем (цитозин) 

указывается строчной буквой. В варианте геномного 

редактирования поиск начинается с ввода 

последовательности длиной от 23 до 1000 нуклеотидов 

через буфер обмена, после чего требуется выбрать 

одну из четырех Cas9 нуклеаз. Результаты выдаются в 

табличной форме с несколькими столбцами, 

содержащими сведения о цепи ДНК; месте 

расщепления; предполагаемой эффективности 

редактирования. Редактирование отдельных азотистых 

оснований проводится аналогично. Модуль BeStop 

рассчитан на образование стоп-кодонов в генах 

человека с помощью комплексного фермента 

AncBE4max. Программа может также работать 

автономно после скачивания с сайта 

https://github.com/izhangcd/DeepHF. 

 Тенденциями последних лет при написании 

новых компьютерных программ дизайна РНК-гидов и 

совершенствовании существующих можно считать 

уделение внимания редактированию конкретных 

азотистых оснований и однонуклеотидным заменам 

(снипам) и коротким инделам. По всей видимости, 

тенденцией 2020 года при написании подобных 

программ станет введение в перечень ферментов 

химерного комплекса из nCas9 никазы и обратной 

транскриптазы для нового варианта геномного 

редактирования, получившего название Prime editing 

[Anzalone et al., 2019], о котором речь в этой статье 

пойдет дальше.  

 Поскольку, помимо качественного дизайна 

РНК-гидов, на эффективность и специфичность 

процесса геномного редактирования влияют и другие 

факторы, в частности непосредственно РНКовый 

компонент, то этому вопросу также следует уделить 

определенное внимание.  

http://www.genemed.tech/ascrispr/
http://crispr-pn.net/
http://www.deephf.com/index/#/
https://github.com/izhangcd/DeepHF
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Модификация РНК-компонента Cas нуклеаз, 

включая РНК-гиды  

 Модификации РНКового компонента Cas 

нуклеаз могут иметь разную природу, что в 

значительной степени зависит от способа генерации 

РНК-гидов. Исторически первым и до сих пор 

наиболее распространенным является 

ферментативный способ синтеза таких молекул РНК 

in vivo внутри живой клетки, в которую доставлены 

соответствующие компоненты в виде тех или иных 

конструкций. Другим ферментативным способом 

синтеза гидовых РНК служит транскрипция в системе 

in vitro, осуществляемая под действием определенных 

РНК полимераз, узнающих соответствующий 

промотор в генно-инженерной конструкции или в 

ампликоне. Данные способы генерации гидовых РНК 

позволяют лишь произвести простые модификации в 

виде некоторого укорочения этих молекул или их 

удлинения путем добавления экстра-нуклеотидов или 

экстра-последовательностей. Так, самой простой 

модификацией РНК-гидов можно считать укорочение 

направляющей части этой молекулы, спаривающейся 

с цепью ДНК, что, как было показано ранее, 

несколько повышает специфичность геномного 

редактирования, снижая число нецелевых мест 

связывания. Однако, если эти участки сделать 

слишком короткими, то эффективность 

редактирования резко снизится и даже исчезнет.  

 Гораздо больше возможностей модификации 

РНК-гидов предоставляет химический синтез этих 

молекул, в ходе которого можно внести различные 

изменения, как защищающие от ферментативной 

деградации внутри клетки за счет фосфотиоатных и 

прочих неприродных связей, так и обеспечивающие 

более прочное взаимодействие с мишенью при 

использовании, например, так называемых LNA или 

BNA производных азотистых оснований. Более 

подробно останавливаться здесь на таких 

модификациях не имеет смысла, поскольку недавно 

опубликован весьма подробный обзор на эту тему 

новосибирских авторов [Filippova et al., 2019]. Стоит 

лишь акцентировать внимание, что особенностью 

Cas12a нуклеаз V-A типа является то, что им не 

требуется tracrРНК, из-за чего вся crРНК, 

включающая константную и вариабельную части, 

необходимая для образования функционально 

активного рибонуклеопротеидного комплекса, 

составляет от 42 до 56 нуклеотидов, против 100 с 

лишним нуклеотидов sgРНК для Cas9 нуклеаз. 

Недавно добавленные в инструментарий
2
 геномного 

редактирования нуклеазы типа V-B (Cas12b) и V-E 

(CasX) как и Cas9 нуклеаза не обходятся без tracrРНК 

и, следовательно, общая длина молекул РНК для этих 

нуклеаз также составляет около 100 нуклеотидов. Это 

важно с той точки зрения, что химический синтез 

рибоолигонуклеотидов значительно дороже 

дезоксирибонуклеотидного. Да и различные 

модификации РНК-гидов еще больше увеличивают 

стоимость экспериментов. В то же время описаны 

                                                 
2
 по крайней мере, включенные в одной из 

компьютерных программ в перечень ферментов, для 

которых можно подбирать РНК-гиды.  

иные модификации РНК-гидов, напротив, снижающие 

стоимость химического синтеза таких молекул за счет 

их химерной природы в виде РНК и ДНК частей. 

Краткое упоминание о такой модификации [Kartje et 

al., 2018] имеется и в вышеупомянутом обзоре 

Филипповой и соавт. [Filippova et al., 2019], но в нем 

лишь приведена ссылка на одну работу, которая была 

не первой, и после нее вышло еще несколько 

подобных публикаций в связи с чем считаем, что 

этому вопросу стоит уделить чуть больше внимания.  

 Помимо меньшей стоимости синтеза замена 

РНК на ДНК там, где это возможно, выглядит 

привлекательно в силу большей стабильности ДНК, 

помимо меньшей стоимости синтеза. Собственно все 

отличия между РНК и ДНК заключаются в наличии у 

последней дополнительной метильной группы у 

тимина и отсутствии гидроксильной группы в 2’-

положении углеводного компонента, что несколько 

меняет конформацию двухцепочечных структур, и это 

может быть критичным для тех нуклеотидов, которые 

непосредственно взаимодействуют с Cas-белком. 

Описываемые ниже результаты во многом опирались 

на кристаллические структуры Cas9 и Cpf1 нуклеаз с 

РНК-компонентами и редактируемой ДНК, где были 

установлены гидроксильные группы отдельных 

азотистых оснований crРНК, взаимодействующих с 

белковыми последовательностями [Nishimasu et al., 

2014; Yamano et al., 2016].  

 Итак, в литературе первое упоминание, что в 

РНК-гиды для Cas9 нуклеазы включены 

дезоксирибозные основания, датируется летом 2017 г. 

[Jakimo et al., 2017]. Причем авторами было 

синтезировано несколько вариантов такой гидовой 

РНК, где помимо ДНК в разных количествах 

присутствовали и иные модифицированные основания 

(в частности инвертированный dT) и даже все 20 

нуклеотидов направляющей части были представлены 

в виде ДНК. При этом была отмечена повышенная 

специфичность РНК-гидов, содержащих ДНК в 

направляющей части, проявивших к тому же 

увеличенную чувствительность к отдельным 

неспариваниям нуклеотидов.  

 Но на самом деле на несколько месяцев 

раньше международная группа исследователей 

направила в редакцию журнала Nature Communications 

рукопись статьи, в которой впервые (что было 

подчеркнуто) была описана возможность замены в 

crРНК для Cas9 нуклеазы отдельных рибооснований 

на их дезоксирибозные аналоги, однако статья вышла 

в свет только в ноябре 2017 г. [Rueda et al., 2017]. В 

той работе было синтезировано полтора десятка 

вариантов crРНК длиной 42 нуклеотида, включая 

последовательность, полностью представляющую 

собой ДНК, которая, впрочем, показала отсутствие 

нуклеазной активности. Остальные варианты 

содержали от 4 до 7 рибонуклеотидов, в зависимости 

от их расположения демонстрирующие от 0 до 100% 

активности. Причем ряд вариантов показал 

активность, даже превышающую таковую для 

природной crРНК, полностью представленной в виде 

РНК. Были установлены наиболее критичные места 

расположения нуклеотидов (1, 15, 16, 19, 22 – 24 от 5’-

конца crРНК), где необходимо присутствие 
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гидроксильной группы у азотистых оснований, но 

самыми принципиальными можно считать таковые в 

положениях 16 и 24. Весьма важным было то, что 

активность Cas9 нуклеазы с химерными crРНК была 

продемонстрирована как в системах in vitro, так и in 

vivo.  

 В работе других авторов [McMahon et al., 

2018] были исследованы замены рибооснований на 

ДНК в crРНК для Cpf1 нуклеазы, располагавшиеся 

преимущественно на 3’-конце (до 5 замен) при 2 – 3 в 

остальной части РНК-гидов, тогда как часть crРНК, 

взаимодействующая с белком, была представлена 

полностью в виде РНК. Полученные результаты 

показали успешное геномное редактирование для 

культуры клеток человека. Сразу для двух нуклеаз 

Cpf1 и Cas9 оценивали влияние замен рибооснований 

на ДНК, показавшее в целом для обоих ферментов 

снижение нецелевого редактирования в культуре 

клеток человека [Yin et al., 2017]. При этом было 

обнаружено, что замены 2, 4, 6, 8, 10 и 12 оснований с 

5’-конца РНК-гидов для Cas9 нуклеазы лишь 

незначительно снижали активность ферментного 

комплекса, тогда как дальнейшие замены, 

приходящиеся уже на seed участок, сразу же 

приводили к полной потере активности. Что касается 

Cpf1 нуклеазы, то для нее обнаружено, что при замене 

на ДНК первых 8 рибооснований в РНК-гиде (из 

которых 5 – в seed участке) активность сохранялась, 

но стоило ввести одно неспаривание в 6-ом 

положении, то активность полностью пропадала. 

Несколько удивительным было отсутствие активности 

при замене последних 4 нуклеотидов на 3’-конце 

РНК-гида на ДНК.  

 Было также проведено довольно большое 

исследование влияния участков из ДНК, 

локализованных в разных местах молекулы crРНК, на 

ферментативную активность Cas9 нуклеазы [Kartje et 

al., 2018]. При этом авторы использовали не единую 

sgРНК, а два ее компонента – tracrРНК и crРНК, 

протяженностью для последней в 42 нуклеотида. Было 

синтезировано 27 разных вариантов, от природного – 

из одних рибооснований, до полностью 

представленного в виде ДНК, который, впрочем, не 

проявил ферментативной активности, тогда как 

большинство других вариантов показали нуклеазную 

активность, в отдельных случаях даже превышающую 

таковую для природной молекулы, но какой-то четкой 

закономерности при этом не наблюдается. Анализ 

нуклеазной активности проводился in vitro на двух 

субстратах – линеаризованной плазмиде и 60-ти 

нуклеотидном дуплексе ДНК, показавших во всех 

случаях схожие результаты. Возможно стоит обратить 

внимание на два варианта, в которых наиболее 

критичные нуклеотиды (в положениях 15, 16, 19, 22 – 

24) в одном случае были представлены 

рибооснованиями, а в другом – несущими 

дезоксирибозы, тогда как остальные 36 нуклеотидов 

этих вариантов crРНК напротив представляли собой 

ДНК и РНК соответственно. Неожиданным, пожалуй, 

оказалось то, что когда эти критичные нуклеотиды 

были в виде ДНК, а остальная часть (из 

«некритичных» нуклеотидов) состояла из РНК, то 

нуклеазная активность этой конструкции была 

заметно выше. Авторы также испытали химерные 

варианты с tracrРНК, причем, когда она даже 

полностью была представлена в виде ДНК (а crРНК из 

РНК), то такой рибонуклеопротеидный комплекс с 

Cas9 нуклеазой сохранил небольшую 

ферментативную активность.  

 В своей следующей работе эти авторы 

провели еще более масштабное исследование, в ходе 

которого анализировался вклад в ферментативную 

активность Cas9 нуклеазы не только замен в crРНК на 

ДНК аналоги, но и на прочие модифицированные 

неприродные варианты углеводных компонентов 

азотистых оснований [O’Reilly et al. 2019]. Следует 

заметить, что в этой работе использовался несколько 

укороченный вариант crРНК в связи с чем критичные 

для взаимодействия нуклеотиды несли чуть другую 

нумерацию. Полученные результаты 

свидетельствуют, что многочисленные модификации 

crРНК сохраняли нуклеазную активность in vitro и в 

отдельных случаях даже превышали таковую для 

природной молекулы. При этом все же необходимо 

иметь в виду, что любые модификации crРНК, кроме 

внесения в нее оснований с дезоксирибозами, 

удорожают ее стоимость.  

 В одной из недавних работ был проведен 

анализ гидовой части crРНК для Cas9 нуклеазы, 

состоящей из 19 ДНК-нуклеотидов (из всего 20) с 

единичными заменами поочередно на рибооснования 

всех нуклеотидов [Kim et al., 2019]. То есть, 

последовательности РНК-гидов имели вид – 

nNNNNNNNNNNNNNNNNNNN, 

NnNNNNNNNNNNNNNNNNNNN, ..., 

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNn, где строчными 

буквами указаны рибооснования, а прописными – 

ДНК-участки. Полученные результаты 

свидетельствуют, что почти все варианты измененных 

РНК-гидов с субстратом в виде линеаризованной 

плазмиды в системе in vitro сохраняли высокую 

ферментативную активность, а некоторые оставались 

практически на том же уровне, что и crРНК из одних 

рибооснований.  
 

Доставка CRISPR/Cas-компонентов к местам 

редактирования геномов 

 Доставка CRISPR/Cas-компонентов в клетку 

является очень важным этапом геномного 

редактирования, а применительно к растениям способ 

доставки еще определяет и статус образующегося 

организма, имея в виду – станет ли он генно-

модифицированным или его можно будет считать 

фактически обычным мутантом, на которые правила 

обращения с ГМО (генетически-модифицированный 

организм) не распространяются. В этой связи следует 

отметить недавний обзор, в котором значительное 

внимание уделено вопросам создания растений с 

редактированным геномом, считающимися при этом 

нетрансгенными, и/или становящимися таковыми, в 

том числе благодаря последующей сегрегации 

признаков [Мирошниченко и др. (Miroshnichenko et 

al.), 2019]. Чуть позже нами опубликована схожая 

обзорная статья, посвященная способам доставки 

CRISPR/Cas-компонентов в растения [Кулуев и др. 

(Kuluev et al.), 2019], в которой также была затронута 
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взаимосвязь ГМО и редактированных с помощью 

CRISPR/Cas-технологии растений, но главное 

внимание уделено практически всем существующим 

на момент написания подходам по доставке 

CRISPR/Cas-компонентов в растения. Однако за 

истекший период появился ряд новых методов 

доставки, на которые стоит обратить внимание.  

 Для того чтобы произошло редактирование 

генома в самом простом нокаутном варианте (KO) 

необходимо, чтобы в ядре клетки оказались 

соответствующая Cas нуклеаза и присущая ей sgРНК с 

подобранным РНК-гидом, нацеленным на место 

редактирования. Причем эти компоненты могут 

доставляться как в составе разных генно-инженерных 

конструкций, так и вместе, и от того будет ли 

происходить их встраивание в геном или же иметь 

место транзиентная экспрессия зависит статус 

будущего растения (не принимая во внимание 

возможное последующее удаление трансгенов). 

Аналогичная ситуация со статусом образующихся 

растений складывается при редактировании азотистых 

оснований (BE), поскольку в ней не производится 

внедрения какого-либо специфичного фрагмента ДНК. 

При геномном редактировании, предполагающем 

некую вставку (KI), дополнительно должна вноситься 

соответствующая ДНК, которая может быть как двух-, 

так и одноцепочечной или быть представлена коротким 

олигонуклеотидом. При KI-редактировании неизбежно 

происходит внедрение в растение чужеродной ДНК со 

всеми вытекающими последствиями в виде 

необходимости соблюдения правил обращения с ГМО. 

Что касается нового варианта геномного 

редактирования – прайм-редактирования (PE), то в нем 

обязательно происходит внедрение короткого 

фрагмента ДНК, образуемого под действием обратной 

транскриптазы и посему такие растения (которых пока 

нет) будут трансгенными.  

 Наиболее часто для доставки применяется 

агробактерильная инфекция почвенными 

агробактериями Agrobacterium tumefaciens или 

значительно реже с помощью A.rhizogenes, 

вызывающей образование волосовидных корней (hairy 

roots). В отдельных случаях применяется 

агроинфильтрация, в том числе с использованием в 

качестве промежуточных хозяев некоторых 

растительных вирусов. Другими способами доставки 

CRISPR/Cas-компонентов являются биобалиллистика, 

электропорация и полиэтиленгликольная 

трансформация протопластов, которые в том числе 

применяются для доставки уже готового 

рибонуклеопротеидного комплекса, что позволяет 

создавать редактированные, но нетрансгенные 

растения.  

 Новый способ доставки CRISPR/Cas-

компонентов в растительную клетку с помощью 

вакуумной инфильтрации функционализированными 

частицами хитозана диметром 0,6 – 0,8 мкм, 

несущими готовый рибонуклеопротеидный комплекс, 

был применен при бесплазмидном редактировании 

генома картофеля [Хромов и др. (Khromov et al.), 

2018]. Вакуумную инфильтрацию апикальных 

меристем картофеля проводили в стерильных 

условиях в течение одной минуты при давлении около 

90 кПа в камере обычно используемой для 

биобаллистической трансформации генной пушки 

Biolistic PDS-1000/He (Bio-Rad Laboratories, США) 

после чего проводили регенерацию растений.  

 Недавно сообщено о первом использовании 

липофекции для доставки рибонуклеопротеидного 

комплекса Cas9 в протопласты табака Nicotiana 

tabacum [Liu W. et al., 2019], тогда как ранее подобный 

метод с успехом применялся для животных клеток. 

Для оценки эффективности доставки в присутствии 

специальных реагентов Lipofectamine 3000 или 

RNAiMAX и последующего геномного 

редактирования авторы использовали трансгенную 

линию табака, несущую оранжевый флуоресцентный 

белок, нарушение работы которого было легко 

контролируемо. Было обнаружено, что в присутствии 

Lipofectamine 3000 эффективность редактирования в 

режиме KO составила 6%, что сопоставимо c 

редактированием геномов при других способах 

доставки в виде полиэтиленгликольной 

трансформации протопластов или бомбардировкой 

золотыми частицами, несущими 

рибонуклеопротеидный комплекс с Cas нуклеазой.  

 Подводя некоторый итог способам доставки 

CRISPR/Cas-компонентов в клетки растений, мы 

составили некие схемы, отражающие, в том числе 

генно-модифицированный или нетрансгенный статус 

создаваемых растений с редактированными геномами 

(рис. 2 и 3). Ранее подобная схема была подготовлена 

нами для другой обзорной статьи [Кулуев и др. 

(Kuluev et al.), 2019], но с учетом новых методов, 

описанных выше, для данной статьи схема была 

дополнена и разделена на две части.  
 

 
Рис. 2. Схема способов доставки CRISPR/Cas-

компонентов для редактирования геномов растений в 

разных вариантах – KO, KI, BE, а также PE (в 

перспективе), приводящих к образованию генно-

модифицированных растений (пояснения в тексте) 

Fig. 2. Scheme of delivery methods for CRISPR/Cas 

components for editing plant genomes in different variants - 

KO, KI, BE, and PE (in the future), leading to the formation 

of genetically modified plants (explanations in the text) 
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Рис. 3. Схема способов доставки CRISPR/Cas-

компонентов для редактирования геномов растений в 

разных вариантах – KO, KI, BE, а также PE (в 

перспективе), приводящих к образованию 

нетрансгенных растений (пояснения в тексте) 

Fig. 3. Scheme of delivery methods for CRISPR/Cas 

components for editing plant genomes in different variants - 

KO, KI, BE, and PE (in the future), leading to the formation 

of non-transgenic plants (explanations in the text) 
 

Под аббревиатурами «Cas» и «РНК» в рис. 2 и 3 

понимаются компоненты CRISPR/Cas-редактирования 

в виде соответствующих генно-инженерных 

конструкций; «РНП» – представляет собой 

формируемый in vitro рибонуклеопротеидный 

комплекс; «ДНК» – любая донорная ДНК как в виде 

олигонуклеотидов, так и протяженных молекул в 

одно- или двухцепочечных формах, которая 

используется в KI-вариантах. «Н» или «н» – 

подходящие Cas-нуклеазы, включая их разнообразные 

химерные формы; «Р» или «р» – sgРНК; «п» – РНП; 

«Д» – донорная ДНК. Заглавные буквы 

символизируют внедрение соответствующих 

компонентов в геном редактируемого растения. 

Строчные буквы обозначают транзиентную 

экспрессию, не приводящую к встраиванию в геном 

чужеродной ДНК. Сплошными линиями показаны 

способы доставки CRISPR/Cas-компонентов, 

сопровождаемые интеграцией чужеродной ДНК. 

Прерывистыми линиями показаны способы, при 

которых происходит транзиентная экспрессия 

отдельных CRISPR/Cas-компонентов или 

функционирует доставляемый рибонуклеопротеидный 

комплекс из Cas нуклеазы и sgРНК. 

 Таким образом, современные способы 

доставки CRISPR/Cas-компонентов позволяют 

создавать нетрансгенные растения с 

редактированными геномами, обозначаемые на 

схемах как «нр» и «п». Что касается получающихся 

трансгенных растений с редактированными геномами, 

то для них существует множество вариантов – «НР», 

«НРД», «Нр», «НрД», «нР», «нРД», «нрД», «пД», 

причем таковые могут быть созданы с помощью 

разных способов. 
 

Редактирование отдельных азотистых оснований  

и прайм-редактирование 

 Если KO- и KI-варианты геномного 

редактирования предполагают обязательное 

возникновение двухцепочечных разрывов в 

определенном месте(ах) генома, то более новые 

варианты геномного редактирования в виде замен 

отдельных азотистых оснований (BE) и прайм-

редактирования (PE) обходятся без таких разрывов 

цепей ДНК и следовательно без процессов репарации, 

носящих до некоторой степени непредсказуемый 

характер. Таким образом, когда это возможно (исходя 

из последовательности ДНК), то то же нокаутное 

редактирование может производиться с помощью 

редактирования отдельных азотистых оснований 

путем транзиций C→T и A→G, о чем уже говорилось 

выше. Процесс замены цитозина (C) на тимин 

получил сокращенное название CBE, тогда как по 

аналогии замена аденина (A) на гуанин стала носить 

название ABE. Редактирование азотистых оснований в 

молекулах РНК получило обозначение RBE, но о нем 

будет говориться ниже.  

 Редактированию отдельных азотистых 

оснований с помощью CRISPR/Cas-технологии 

посвящено уже довольно много обзоров [Eid et al., 

2018; Molla, Yang, 2019; Yang et al., 2019; Mishra et al., 

2020 и др.], включая вышедший на русском языке 

[Злобин и др. (Zlobin et al.), 2018] и посему здесь, не 

вдаваясь глубоко в детали процесса, коснемся лишь 

некоторых проблемных моментов и разработок 

последнего года.  

 Редактирование азотистых оснований с 

помощью CRISPR/Cas-технологии берет начало с 

2016 г., когда на основе dCas9 и nCas9 нуклеаз были 

созданы несколько вариантов химерных ферментов, 

несущих на N-конце белка цитидиндеаминазу крысы 

rAPOBEC1, превращающей цитозин в урацил и затем 

при репликации в тимин, а на C-конце – ингибитор 

уридингликозилазы (UGI) для снижения 

репарирующей активности, удаляющей урацил из 

цепей ДНК [Komor et al., 2016]. Чуть позже на основе 

тех же dCas9 и nCas9 был сконструирован подобный 

химерный фермент, несущий на C-конце 

последовательности белка сразу два фермента – 

цитозиндеаминазу из миноги и UGI [Nishida et al., 

2016]. Поскольку фермент, производящий 

дезаминирование аденина в цепи ДНК, известен не 

был, то для создания химерного фермента, 

превращающего аденин сначала в инозин и затем при 

репликации в гуанин прежде пришлось провести 

многораундовую молекулярную эволюцию tРНК 

аденозиндеаминазы из E.coli (TadA), после чего были 

сконструированы несколько ферментных комплексов 

из nCas9 никазы и двух TadA белков, один из которых 

был исходным, а другой – модифицированным 

[Guadelli et al., 2017]. Впоследствии разными авторами 

было создано значительное количество подобных 

химерных ферментов для замен in vivo C→T и A→G, 
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поскольку дезаминирование происходит в 

определенном «окне», находящемся на разном (для 

разных Cas ферментных комлексов) расстоянии от 

PAM-последовательности, которые тоже отличаются, 

чтобы у экспериментатора была возможность точного 

нацеливания соответствующей дезаминазы на 

нуклеотид, который требуется заменить. При этом 

известно, что окружающие такой нуклеотид 

последовательности могут довольно сильно, в том 

числе, негативно влиять на процесс дезаминирования. 

В 2019 г. было продолжено совершенствование 

процесса редактирования отдельных азотистых 

оснований в плане расширения спектра PAM-

участков, более точного наведения в «окнах» на 

целевой нуклеотид и улучшения других аспектов 

[Cheng et al., 2019; Huang et al., 2019; Kleinstiver et al., 

2019; Tan et al., 2019; Thuronyi et al., 2019; Zhang C. et 

al., 2019]. 

 Редактирование молекул РНК (RBE) в виде 

замен отдельных оснований также имеет свое 

предназначение, поскольку позволяет влиять на 

процесс трансляции, не внося изменения в геном. С 

этой целью сначала был создан химерный фермент на 

основе неактивной dCas13 нуклеазы, мишенью для 

которой является РНК, и пришитой к ней 

аденозиндеаминазы ADAR2, превращающей аденин в 

инозин и далее в гуанин [Cox et al., 2017]. Этот 

процесс получил название REPAIR (RNA editing for 

programmable A to I replacement). Совсем недавно на 

основе той же dCas13 нуклеазы и адениндеаминазного 

домена ADAR2dd создан подобный химерный 

фермент, дезаминирующий цитозин в цепи РНК и 

превращающий его в урацил [Abudayyeh et al., 2019a]. 

Для этого авторам пришлось провести 16 раундов 

молекулярной эволюции по превращению 

аденозиндеаминазы в цитидиндеаминзу, хотя 

некоторая прежняя ферментативная активность все же 

сохранилась. Этот процесс получил название RESCUE 

(RNA editing for specific C to U Exchange). 

 Еще более новым вариантом геномного 

CRISPR/Cas-редактирования является предложенный 

совсем недавно Search-and-Replace метод, называемый 

также Prime editing [Anzalone et al., 2019], который на 

русском будет правильно называть – прайм-

редактирование, поскольку, как известно, «прайм» – 

это приставка к какому-либо слову, не имеющая 

четкого определения, но фактически означающее 

нечто лучшее и к данному методу эта приставка 

вполне подходит. По крайней мере, в ряде случаев 

прайм-редактирование имеет определенное 

преимущество перед редактированием отдельных 

нуклеотидов, поскольку способно прицельно заменить 

сразу несколько нуклеотидов подряд или только один 

среди короткого блока, но это будет именно целевой 

нуклеотид, тогда как редактирование оснований (ABE 

или CBE) не всегда гарантирует в так называемом 

«окне» дезаминирование нужного нуклеотида, тем 

более, если в этом окне, как уже говорилось выше, 

находится гомополимерный участок. К тому же 

сейчас практически можно произвести замены только 

путем транзиций A→G и C→T, а прайм-

редактирование позволяет осуществлять любые 

замены. Так как же работает этот метод?  

 Главным действующим «лицом» в прайм-

редактировании служит химерная nCas9-никаза, 

сшитая с обратной транскриптазой M-MuLV или с ее 

мутантными формами, требующая также несколько 

видоизмененной sgРНК (pegRNA – prime editing guide) 

с экстрапоследовательностью, служащая матрицей 

при ее копировании обратной транскриптазой с 

образованного ника [Anzalone et al., 2019]. Таким 

образом, экстрапоследовательность заменяет собой в 

геноме ту, что нежелательна. Причем, авторы 

разработали сразу три варианта прайм-

редактирования – PE1, PE2 и PE3. В рамках 

цитируемой работы было получено 19 мутантных 

форм обратной транскриптазы, из которых была 

выбрана несущая сразу 5 замен, с которой была 

создана PE2 система. Система PE3 производит ник на 

нередактируемой цепи с целью повышения 

эффективности прайм-редактирования. Несмотря на 

то, что прайм-редактирование произведено пока 

только с геномом человека в культуре клеток, нет 

никаких сомнений, что этот метод будет вскоре 

распространен и на другие объекты, включая 

растительные организмы.  
 

Достижения и перспективы CRISPR/Cas-

редактирования геномов растений 

 Достижениям и перспективам CRISPR/Cas-

редактирования геномов растений только за последнее 

время посвящено множество обзоров [Manghwar et al., 

2019; Satheesh et al., 2019; Schindele et al., 2019 Ahmad 

et. al., 2020]. Есть среди таковых и работы 

отечественных авторов, причем спектр 

рассматриваемых в них видов растений для 

редактирования геномов достаточно большой. В 

центре внимания оказывается и рис из семейства 

злаковых [Хлесткина (Khlestkina), 2019] и плодово-

ягодные культуры [Тихонова, Хлесткина (Tikhonova, 

Khlestkina), 2019]. Ранее А.М.Коротковой и соавт. 

[Короткова и др. (Korotkova et al.), 2017] по состоянию 

на начало февраля 2017 г. был проведен детальный 

анализ экспериментов по редактированию геномов 

сельскохозяйственных растений, который затем был 

продолжен и на дату 17 августа 2018 г. составлен 

каталог по 50 генам с указанием функций их белковых 

продуктов, типов модификаций, методов доставки 

CRISPR/Cas-компонентов [Korotkova et al., 2019]. В 

чем-то схожая работа была проведена другой группой 

авторов, проанализировавших еще большее число 

публикаций по состоянию на конец 2018 г., 

охвативших, помимо CRISPR/Cas, и другие системы 

редактирования геномов растений в виде ZFN и 

TALEN [Мирошниченко и др. (Miroshnichenko et al.), 

2019]. Вне всякого сомнения, CRISPR/Cas-

редактирование геномов растений, в первую очередь 

имеющих сельскохозяйственное значение, с помощью 

всех вариантов этой технологии – KO, KI, BE 

продолжится. Также можно быть уверенными в том, 

что новое прайм-редактирование (PE) найдет 

применение для растительных организмов. Вероятно 

нокаутный подход с не всегда предсказуемыми 

последствиями будет понемногу заменяться 

вариантами, обходящимися без двухцепочечных 

разрывов – BE и PE. Интересно также отметить, что 
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на основе технологии CRISPR/Cas-редактирования 

геномов растений уже стали ставиться задачи решения 

сложнейших проблем апомиксиса [Xie et al., 2019], а 

также гетерозиса [Okada et al., 2019] и можно 

надеяться, если не на их скорое решение, то, по 

крайней мере, определенное продвижение в нужном 

направлении. Можно даже встретить высказывание, 

что направленная молекулярная эволюция на уровне 

ДНК (за которую недавно присудили Нобелевскую 

премию) вкупе с CRISPR/Cas технологией приведет к 

новой «зеленой» революции [Gionfriddo et al., 2019]. 
 

Использование CRISPR/Cas-систем  

не для целей редактирования геномов 

 Ранее нами был опубликован обзор [Кулуев и 

др. (Kuluev et al.), 2017], в котором были рассмотрены 

связанные с CRISPR/Cas-локусами иные исследования 

нуклеиновых кислот, среди которых определенное 

внимание было уделено такому методу как 

spoligotyping, используемому для идентификации 

возбудителей опасных болезней, в первую очередь 

туберкулеза, а также методам высокочувствительной 

детекции специфичных фрагментов нуклеиновых 

кислот. Надо сказать, что сполиготипирование 

изолятов туберкулезной палочки в разных странах 

продолжается. Так, например, в одной из недавних 

статей после проведенного сполиготипирования 

отмечается, что циркулирующие штаммы в Индии 

недостаточно представлены в соответствующей 

глобальной базе данных [Poonawala et al., 2019]. 

Кроме генотипирования с помощью CRISPR/Cas-

локусов туберкулезной палочки Mycobacterium 

tuberculosis, такой подход применяется и для штаммов 

бактерии Salmonella enterica, несущей в своем геноме 

два отличающихся локуса CRISPR-эрреев, благодаря 

чему комбинации спейсеров в них являются 

сероспецифичными, на основе чего предложен метод, 

получивший название CRISPR-SeroSeq [Thompson et 

al., 2018]. 

 Но гораздо больший интерес и огромные 

перспективы представляет использование Cas нуклеаз 

для различных методов детекции и диагностики, как с 

помощью этапов амплификации, так и без оных, что 

требует более внимательного рассмотрения этой 

стороны применения CRISPR/Cas-систем, 

воспринимаемой даже как новое поколение 

биосенсоров [Li Y. et al., 2019]. Поскольку это 

направление использования CRISPR/Cas-систем само 

по себе настолько многообразно, что заслуживает 

написания отдельной обзорной статьи, то здесь мы 

ограничимся лишь кратким перечислением 

разработанных методов и подходов, уделив чуть 

больше внимания только некоторым.  

 Пожалуй, первым из этой группы методов 

оказался высокочувствительный способ детекции 

специфичных последовательностей нуклеиновых 

кислот, получивший броское название SHERLOCK 

(Specific High-Sensitivity Enzymatic Reporter 

UnLOCKing) [Gootenberg et al., 2017]. В нем для 

детекции нарабатываемых ампликонов нашла 

применение нуклеаза Cas13a, мишенями для которой 

служат молекулы РНК. Позже был разработан новый 

вариант этого метода SHERLOCKv2 [Gootenberg et al., 

2018]. В частности, с помощью этого метода было 

оценено количественное содержание транскриптов 

гена устойчивости к глифосату у трансгенной сои 

[Abudayyeh et al., 2019]. 

 На основе другой нуклеазы Cas12a, 

расщепляющей ДНК, предложен метод HOLMES 

(one-Hour Low-Cost Multipurpose Highly Efficient 

System [Li L. et al., 2018], а затем и HOLMESv2 [Li L. 

et al., 2019], позволяющий в том числе 

дискриминировать однонуклеотидные замены или 

снипы. Поскольку снипы в связи с ДНК-

идентификацией личности представляют для нас 

особый интерес [Чемерис и др. (Chemeris et al.), 

2018a], что нашло отражение и в данном номере 

журнала [Анисимов и др. (Anisimov et al.), 2019], то 

уделим этому вопросу чуть больше внимания. Так, 

продемонстрирован высокочувствительный способ 

детекции снипов с помощью той же Cas12a нуклеазы 

и микрофлуидики [Shao et al., 2019]. Ранее на основе 

Cas9 нуклеазы был разработан метод CasPLA 

(CRISPR/Cas9-mediated Proximity Ligation Assay) 

[Zhang K. et al., 2018]. С помощью метода, названного 

DETECTR (DNA endonuclease-targeted CRISPR trans 

reporter), с использованием Cas12a нуклеазы была 

достигнута аттомолярная чувствительность ДНК-

мишеней [Chen et al., 2018]. После того как была 

обнаружена Cas14 нуклеаза на ее основе был 

разработан метод Cas14-DETECTR, также 

позволивший с высокой эффективностью выявлять 

снипы [Harrington et al., 2018]. О субаттомолярной 

чувствительности детекции снипов сообщают другие 

авторы, разработавшие метод CDetection [Teng et al., 

2019]. 

 Недавно сообщено об использовании 

CRISPR/Cas-систем для обогащения с целью 

последующего мономолекулярного нанопорового 

секвенирования (без амплификации) участков генома 

с экспансией коротких тандемных повторов, в том 

числе вызывающих ряд генетических заболеваний, и 

определения их метилированного статуса 

[Giesselmann et al., 2019]. Для этого был разработан 

специальный алгоритм, получивший название 

STRique (Short Tandem Repeat identification, 

quantification and evaluation), который находится по 

адресу https://github.com/giesselmann/STRique.  

Визуальная детекция специфичных фрагментов 

ДНК с помощью Cas12a нуклеазы несколько 

отличающимися способами была продемонстрирована 

разными авторами [Hu et al., 2019; Li Y. et al., 2019a; 

Wang B. et al., 2019]. С использованием Cas12a 

нуклеазы продемонстрирована возможность 

проведения так называемsх анализов «по месту 

лечения» (Point-of-Care Diagnostics) [Xiong et al., 

2020]. Разработан оригинальный метод CRISDA 

(CRISPR/Cas9 Strand Displacement Amplification) 

[Zhou et al., 2019]. В качестве ДНК полимеразы с 

цепь-смещающей активностью использовался 

Кленовский фрагмент ДНК полимеразы I E.coli. 

Объединение полевого транзистора из графена с Cas9 

нуклеазой позволило детектировать целевые гены, не 

прибегая к их амплификации [Hajian et al., 2019]. 

 Последняя статья этого номера журнала 

[Сахабутдинова и др. (Sakhabutdinova et al.), 2019] 

https://github.com/giesselmann/STRique
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посвящена некоторым вопросам небиологического 

применения молекул ДНК, в частности 

долговременному хранению в ДНК всевозможной 

информации, а также скрытой передачи данных путем 

криптографии и стеганографии. CRISPR/Cas-системы 

нашли применение и для этих целей. Так, в одной 

работе сообщается о методе CADS (Cas12-assisted 

DNA Steganography), с помощью которого в ложном 

праймере для амплификации удаляется участок на 3’-

конце, после чего образующийся праймер становится 

истинным (специфичным), позволяющим 

амплифицировать нужную ДНК [Li S.Y. et al., 2018]. В 

результате таких манипуляций была прочитана 

закодированная в ДНК в «секретном» послании 

информация – «SHIYAN LI LOVES SCIENCE AND 

ART».  
 

Заключение 

 Прежде чем перейти фактически к самому 

заключению по данной статье считаем необходимым 

отметить, что на упоминаемом в начале данной статьи 

также весьма важном этапе анализа результатов 

геномного редактирования после завершения такового 

мы останавливаться не стали, поскольку он недавно 

довольно подробно описан в одном из отечественных 

обзоров [Ломов и др. (Lomov et al.), 2019].  

 Поскольку целью данной статьи было 

рассмотрение различных методологических новшеств, 

связанных с CRISPR/Cas-системами, то 

превалирование среди цитированной литературы 

ссылок на публикации последних двух лет (а также 

небольшого числа тех, чей выход намечается в 2020 

году), приблизившееся к почти 90% от общего их 

числа, не должно быть удивительным. При этом 

литература предыдущих лет представлена 

преимущественно пионерными работами.  

 Учитывая огромное биоразнообразие 

микроорганизмов, в том числе неподдающихся 

культивированию, можно не сомневаться в том, что 

будут продолжать выявляться все новые типы Cas 

нуклеаз. Доказательством чему служат найденные 

совсем недавно при анализе метагеномных данных 

Cas14 нуклеазы. И после того, как подобные новые 

ферментные комплексы будут обнаружены (и/или 

созданы), они могут дать в руки исследователям 

совсем неожиданные возможности. Что касается уже 

известных, в том числе недавно разработанных 

методов, то, вне всякого сомнения, что то же прайм-

редактирование будет активно развиваться и вместо 

обратной транскриптазы может оказаться более 

пригодной какая-либо ДНК полимераза при условии 

использования химерной sgРНК, часть которой (как 

раз та, что должна служить матрицей при ее 

копировании с образующегося ника для замены 

нежелательного участка), будет представлена 

дезоксирибонуклеотидами, поскольку, как уже 

отмечалось выше, такое вполне возможно.  

 Приведенное в начале статьи сравнение 

CRISPR/Cas-систем и всевозможных технологий на их 

основе с целым Миром или со Вселенной могло 

показаться кому-то преувеличением. Вполне 

вероятно, что сейчас после прочтения описываемых в 

данной статье лишь небольшой части возможностей, 

предоставляемых этими уникальными локусами 

микроорганизмов экспериментаторам, это мнение 

станет другим. 
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