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Аннотация

Одним из вариантов контроля активности систем геномного редактирования CRISPR/Cas является использование 
фоточувствительных направляющих РНК. Данная работа направлена на получение циклических фотоактивируемых crРНК 
для системы CRISPR/Cas9. Реализован дизайн, синтез конструкций олигорибонуклеотидов и осуществлена их циклизация. 
Продемонстрирована возможность фотоактивируемого расщепления модельной плазмиды системой CRISPR/Cas9, содержа-
щей циклические фотомодифицированные направляющие crРНК. 

Ранее нами были разработаны и использованы фоточувствительные направляющие РНК, содержащие фо-
торасщепляемые группировки в середине цепи, которые при облучении разрушаются, при этом действие систе-
мы CRISPR/Cas9 останавливается [1]. В качестве включения системы путем облучения светом мы предложили 
другой вариант конструкции, имеющий дополнительный фоторасщепляемый олигонуклеотид, который исходно 
блокирует направляющую РНК, а после облучения высвобождает ее, при этом система геномного редактирова-
ния активируется [2, 3]. 

В данной работе для создания фотоактивируемой системы CRISPR/Cas9 нами было предложено исполь-
зовать циклические фоторасщепляемые направляющие crРНК, которые должны значительно хуже взаимодей-
ствовать с мишенью, tracrРНК и белком Cas9, в связи с чем система CRISPR/Cas9 не будет проявлять активности. 
После облучении светом с длиной волны 365 нм циклические РНК переходят в линейную форму, узнаются дру-
гими компонентами системы редактирования генома и могут взаимодействовать с ДНК-мишенью, что приводит 
к активации системы CRISPR/Cas9 (рис. 1).

Рис. 1. Фотоактивация системы CRISPR/Cas9, PL — фотолинкер. А — ДНК-мишень и компоненты фотоактивируемой 
системы CRISPR/Cas9 до облучения. Б — активация системы геномного редактирования CRISPR/Cas9

Синтез исходных crРНК и введение фотолинкера осуществляли твердофазным фосфитамидным автома-
тическим методом. Для циклизации предварительно вводили алкиновую группировку на 3’-конец и азидогруппу 
на 5’-конец олигорибонуклеотидов, затем проводили реакцию азид-алкинового циклоприсоединения в водно-ор-
ганической среде в присутствии одновалентной меди. 

При исследовании эффективности расщепления плазмиды в системе CRISPR/Cas9 показано, что белок 
Cas9 в присутствии циклических немодифицированных crРНК, не содержащих фотолинкер, значительно хуже 
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