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Технология редактирования генома, обеспечивающая целенаправленное встраивание
или удаление определенных последовательностей ДНК в геноме, является важным ин-
струментом для научных исследований и перспективным подходом в лечении генетиче-
ских заболеваний человека. В настоящее время наиболее широко используемым молеку-
лярным инструментом технологии редактирования генома является удобная в исполь-
зовании система CRISPR/Cas9 (от англ. clustered regularly interspaced short palindromic
repeats - короткие палиндромные повторы, регулярно расположенные группами/CRISPR
associated protein - CRISPR-ассоциированный белок) из Streptococcus pyogenes. Однако си-
стема имеет ряд недостатков, ограничивающих ее применение в терапии наследственных
заболеваний. Один из ключевых недостатков - это довольно высокая неспецифичная ак-
тивность. В ходе многочисленных исследований созданы более точные варианты SpyCas9,
однако они в целом проявляют более низкую активность на целевых сайтах.

Цель нашей работы - получить варианты SpyCas9, обладающие как высокой специфич-
ностью, так и активностью. Для оценки активности и специфичности SpyCas9 вариантов
нами создана тест-система на основе дрожжей Saccharomyces cerevisiae и гена биосинте-
за аденина ADE2 (Phosphoribosylaminoimidazole carboxylase). В данной тест-системе ак-
тивность вариантов SpyCas9 можно легко оценить по соотношению дрожжевых колоний,
окрашенных в красный цвет вследствие SpyCas9-опосредуемого повреждения гена ADE2.
На первом этапе работ нами получен высокоточный вариант HypaCas9-DE, сочетающий
мутации N692A, M694A, Q695A, H698A (Hypa-Cas9) и D1135E (Cas9-DE) [1, 2]. Однако его
активность оказалась минимум в 2 - 2.5 раза меньше активности белка дикого типа. Далее
с помощью метода «эволюции в пробирке» получен производный вариант, обозначенный
нами как HypaCas9-DE-LP, активность которого оказалась сопоставимой с таковой у бел-
ка дикого типа, однако сохранилась очень высокая специфичность редактирования ДНК.
Полученный нами высокоспецифичный и активный вариант SpyCas9 может служить пер-
спективным кандидатом для дальнейшего улучшения технологии редакторования генома.
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Рис. 1. SpyCas-wt - Cas9 дикого типа, HypaCas-DE - высокоточный вариант Cas9, сочетаю-
щий мутации N692A, M694A, Q695A, H698A (Hypa-Cas9) и D1135E (Cas9-DE), HypaCas-DE-LP -
полученный производный вариант Cas9
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