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Аннотация 
В данной работе проведено сравнительное исследование эффективности и специфичности работы CRISPR/Cas9 систе-

мы, содержащей модифицированные направляющие РНК. Создана система, содержащая фоторасщепляемые модифицирован-
ные направляющие РНК, действие которой может быть остановлено путем облучения УФ-светом.

В настоящее время системы CRISPR/Cas, заимствованные от адаптивного механизма бактерий, широко ис-
пользуются для создания молекулярно-биологических инструментов, в частности технологии геномного редакти-
рования. Актуальными задачами в области геномного редактирования на основе системы CRISPR/Cas9 являются 
уменьшение побочных эффектов (off-target effects) и возможность регуляции активности системы. С этой целью 
было предложено использовать химически модифицированные направляющие РНК. Использование химического 
синтеза позволяет создавать направляющие РНК, содержащие модифицированные нуклеотиды или ненуклеотид-
ные звенья и модификации в заданных положениях олигонуклеотидной цепи. 

Целью данной работы был синтез химически модифицированных направляющих РНК, в том числе и со-
держащих фоторасщепляемые линкеры, и исследование эффективности расщепления модельной ДНК системами 
CRISPR/Cas9 с их участием.

Было проведено исследование влияния замены природных рибонуклеотидов на модифицированные рибо-
нуклеотиды или дезоксирибонуклеотиды в составе направляющих РНК на их устойчивость к действию нуклеаз, 
эффективность и специфичность действия CRISPR/Cas9 системы с их участием в модельной системе, содержа-
щей плазмидную ДНК или короткий синтетический ДНК-дуплекс. Были получены серии 2’-О-метил- и 2’-фтор-
модифицированных направляющих РНК, а также серии направляющих РНК, содержащих LNA-нуклеотиды или 
дезоксирибонуклеотиды в определенных положениях олигонуклеотидной цепи, а также их 3’-флуоресцеинсодер-
жащие аналоги. 

Исследование устойчивости модифицированных направляющих РНК к действию нуклеаз проводили в мо-
дельной системе, содержащей эмбриональную телячью сыворотку. LNA и 2’-фтормодифицированные crRNA об-
ладали наибольшей устойчивостью к действию нуклеаз. 

Сравнительное исследование эффективности расщепления плазмидной ДНК, содержащей участок для свя-
зывания направляющей РНК и прилегающую к нему PAM последовательность, системой CRISPR/Cas9 с участи-
ем модифицированных направляющих РНК (sgRNA или пары crRNA/tracrRNA) показало, что во всех случаях си-
стемы CRISPR/Cas9 с парой модифицированных направляющих crRNA/tracrRNA более эффективно расщепляли 
плазмидную ДНК, чем системы с модифицированными sgRNA. 

В результате исследования специфичности расщепления ДНК-мишени, проведённого на модель-
ных ДНК-дуплексах, содержащих однонуклеотидные замены, было выявлено, что системы с 2’-фтор и LNA-
модифицированными направляющими crRNA являются более чувствительными к заменам в ДНК, чем их немо-
дифицированные аналоги. Этот результат подтверждает возможность снижения off-target эффектов при исполь-
зовании модифицированных направляющих РНК.

Были сконструированы и получены 2’-фтормодифицированные направляющие РНК, содержащие один 
или два фоторасщепляемых линкера с целью создания фоторегулируемой системы CRISPR/Cas9. Продемонстри-
рована способность инактивации систем CRISPR/Cas9, содержащих направляющие 2’-фтормодифицированные 
фоторасщепляемые направляющие РНК, путем облучения УФ-светом (365 нм). В результате облучения проис-
ходит разрушение фтормодифицированных направляющих РНК, при этом происходит значительное снижение 
эффективности расщепления модельного ДНК-субстрата.

Полученные результаты подтверждают перспективность использования модифицированных направляю-
щих РНК для создания эффективных, регулируемых и специфичных систем геномного редактирования CRISPR/
Cas9. 
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