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ВВЕДЕНИЕ

CRISPR-системы (Clustered Regularly Interspa- 
ced Short Palindromic Repeats) – кластеризованные, 
регулярно распределенные короткие палиндром- 
ные повторы, разделенные уникальными последова- 
тельностями (спейсерами), которые заимствуются 
из чужеродных генетических фрагментов (бактерио- 

фагов) и обеспечивают противовирусную защиту  
бактерий [1, 2]. Вблизи этих повторов располо- 
жены белок-кодирующие CRISPR-ассоциирован- 
ные гены (Cas). В настоящее время для редак- 
тирования генома широко используется система 
CRISPR/Cas9, которая состоит из белка Cas9 
Streptococcus pyogenes и двух РНК: crРНК, узнаю- 
щей чужеродную ДНК по принципу комплемен- 
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Создание систем редактирования генома на основе CRISPR/Cas с повышенной эффективностью и 
специфичностью, а также возможностью регуляции действия путем облучения светом представляет 
собой актуальную задачу. Перспективный способ решения этой задачи – модификация компонентов 
систем CRISPR/Cas, в частности направляющих РНК, путем введения фоторасщепляемых линкеров. 
Мы разработали подход к получению фоторасщепляемых направляющих sgРНК (single guide 
RNA) для системы CRISPR/Cas9, содержащих линкеры на основе 1-(2-нитрофенил)-1,2-этандиола. 
При облучении УФ-светом такие направляющие РНК разрушаются, и происходит “выключение” 
системы CRISPR/Cas9. Нами получено три варианта фотомодифицированных sgРНК с различным 
расположением фотолинкера. Показано, что sgРНК, в которой фотолинкер расположен в области 
связывания с белком Cas9 и формирования шпильки, способна эффективно направлять белок Cas9 для 
расщепления ДНК-мишени до облучения УФ-светом и утрачивает свою активность после облучения. 
Выбраны условия для контролируемого расщепления 40% модельной ДНК-мишени. Разработанный 
подход обеспечивает специфическую инактивацию системы геномного редактирования CRISPR/
Cas9 в заданный момент времени в определенном месте. Фоторегуляция геномного редактирования 
позволит не только снизить нежелательные нецелевые эффекты, но также может стать основой для 
лечения ряда генетических заболеваний.

Ключевые слова: регулируемая система CRISPR/Cas9, УФ-облучение, направляющие sgРНК, фото- 
расщепляемый линкер

DOI: 10.31857/S0132342324040147, EDN: MWHLXY

Сокращения: CRISPR – регулярно расположенные кластеры коротких палиндромных повторов (clustered regularly interspaced 
short palindromic repeats); Cas9 – CRISPR-ассоциированный белок (CRISPR associated protein 9); crРНК – CRISPR РНК; 
PAM – мотив, прилегающий к протоспейсеру (protospacer adjacent motif); PL – фоторасщепляемый линкер на основе 
1-(2-нитрофенил)-1,2-этандиола; sgРНК – единая направляющая РНК (single guide RNA); siРНК – малые интерферирующие 
РНК; tracrРНК – транс-активирующая crРНК (trans-activating crRNA).
# Автор для связи: (тел.: +7 (383) 363-51-29; эл. почта: danov@niboch.nsc.ru).



БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ          том 50          № 4          2024

557ФОТОРАСЩЕПЛЯЕМЫЕ НАПРАВЛЯЮЩИЕ РНК  

тарности, и tracrРНК, связывающейся с crРНК и 
белком Cas9. Вместо пары crРНК и tracrРНК можно 
использовать специально сконструированную 
молекулу единой направляющей РНК (sgРНК), 
содержащую фрагмент, обеспечивающий узна- 
вание ДНК, и фрагмент, обеспечивающий связы- 
вание с белком Cas9 [3–5]. В процессе узнава- 
ния комплекс РНК и белка Cas9 находит в двуце- 
почечной ДНК-мишени последовательности PAM 
(Protospacer Adjacent Motif). Затем ДНК вблизи 
PAM частично раскручивается, и образуется дуп- 
лекс между crРНК и ДНК-мишенью, после чего 
вступают в действие нуклеазные домены белка 
Сas9, которые разрезают обе цепи ДНК. 

Известно множество примеров использования 
синтетических направляющих РНК в составе сис- 
темы CRISPR/Cas9 для редактирования генома  
[6]. Для контролируемого включения системы 
геномного редактирования предложено использо- 
вать фотоблокированные РНК [7–10]. 

Важная для практического применения задача – 
создание систем редактирования генома на основе 
CRISPR/Cas, которые обладали бы повышенной 
эффективностью и специфичностью действия 
одновременно с дополнительной возможностью 
регуляции активности на уровне направляющей 
РНК путем облучения светом. Перспективный 
способ решения этой задачи – модификация ком- 
понентов систем CRISPR/Cas, в частности нап- 
равляющих РНК [9, 10].

Описанные в литературе фоторегулируемые 
системы активируются путем облучения, но их 
невозможно инактивировать при необходимости 
в определенный момент времени. При этом 
задача остановки системы CRISPR/Cas9 внутри 
клеток весьма актуальна для снижения нецелевого 
редактирования, а также для разработки средств 
генной терапии заболеваний, вызванных увеличе- 
нием числа копий определенных генов, когда тре- 
буется отредактировать только часть геномных 
локусов. Для решения этой проблемы предло- 
жено несколько подходов, основанных на исполь- 
зовании белков Cas9, способных к регулируе- 
мой димеризации [11, 12], или на индуцируемой  
деструкции самой кодирующей последователь- 
ности Cas9 [13, 14].

В данной работе мы предлагаем использовать 
фоторасщепляемые направляющие РНК, которые 
позволяли бы инактивировать систему геномного 

редактирования CRISPR/Cas9 при облучении 
светом ближнего УФ-диапазона. Предложенный 
подход расширяет арсенал направляющих РНК, 
способных инактивировать систему геномного 
редактирования CRISPR/Cas9 и дает возможность 
специфической инактивации системы геномного 
редактирования CRISPR/Cas9 в определенный 
момент времени в живых клетках.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Несомненное преимущество использования 
фотолабильных соединений – неинвазивность 
методов регуляции биологических процессов, а  
также высокое пространственно-временное раз- 
решение экспериментов с их участием. Прив- 
лекательность использования таких соединений 
подтверждена многочисленными исследованиями, 
в которых различные фотолабильные группы  
включены в конструкции на основе олигонуклео- 
тидов. 

Для получения фоторасщепляемых направ- 
ляющих sgРНК нами был разработан подход, ос- 
нованный на введении в состав РНК фоторасщеп- 
ляемых линкеров на основе 1-(2-нитрофенил)-
1,2-этандиола (PL) в определенные положения 
олигонуклеотидной цепи. Для этого нами был 
синтезирован фосфитамид 1-(2-нитрофенил)-
1,2-этандиола, как описано ранее [15]. Твердо- 
фазным фосфитамидным методом были синте- 
зированы 102-звенная sgРНК и три ее фотомоди- 
фицированных аналога (sgRNA-PL1, sgRNA-PL2,  
sgRNA-PL3), содержащие фотолинкер в районе  
протоспейсера, связывающей петли и шпилек в 
структуре sgРНК. Протоколы синтеза олигорибо- 
нуклеотидов были оптимизированы с учетом их  
протяженности. Для повышения выходов целевых 
соединений при синтезе полноразмерных sgРНК 
на отечественном синтезаторе ASM-800 в качестве  
активатора на стадии конденсации использо- 
вали модифицированный тетразол, а именно 5-[3,5- 
бис(трифторметил)фенил]-1H-тетразола (Акти- 
ватор 42ТМ), для кэпирования применяли про- 
пионовый ангидрид. Время конденсации и объемы 
растворов фосфитамида и конденсирующего 
реагента увеличивали с ростом олигонуклеотидной 
цепи. Для введения фотолинкера использовали 
более концентрированный раствор фосфитамида 
по сравнению со стандартными рибонуклеотидами, 
а время конденсации увеличивали до 30 мин. 
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Время постсинтетических обработок при дебло- 
кировании было увеличено на 25% по сравнению 
со стандартным протоколом. Время обработки  
40%-ным раствором метиламина увеличивали до  
20 мин, а удаление 2'-трет-бутилдиметилсилиль- 
ных групп проводили в течение 2 ч вместо 1.5 ч  
при стандартном деблокировании. Выделение 
sgРНК осуществляли путем препаративного 
электрофореза в 12%-ном денатурирующем ПААГ. 
Все эти изменения позволили успешно получить 
протяженные 102-звенные олигорибонуклеотиды 
и выделить целевые sgРНК в количествах, доста- 
точных для проведения экспериментов.

Описанным выше способом были получены 
три варианта фотомодифицированных sgРНК 
(sgRNA-PL1, sgRNA-PL2, sgRNA-PL3) (табл. 1).  
Дополнительно для сравнения были синтезиро- 
ваны олигорибонуклеотиды sgRNA-PL2 (5ʹfr_
sgRNA-PL2 и 3ʹfr_sgRNA-PL2) и sgRNA-PL3 
(5ʹfr_sgRNA-PL3), соответствующие фрагментам 
РНК, которые должны формироваться после об- 

лучения sgRNA-PL2 и sgRNA-PL3 соответст- 
венно. В качестве контрольных были синтезиро- 
ваны немодифицированная sgРНК, а также пара  
направляющих РНК crРНК и tracrРНК. После- 
довательности полученных олигорибонуклео- 
тидов представлены в табл. 1.

На первом этапе проводили сравнительное 
изучение способности фотомодифицированных 
и контрольных немодифицированных направ- 
ляющих РНК индуцировать расщепление плаз- 
мидной ДНК-мишени pBluescriptII SK(−) белком  
Cas9. Плазмида pBS2SKM содержала протоспей- 
серную последовательность и PAM (5'-TGG-3').  
В ходе эксперимента фотолабильные направляю- 
щие РНК sgRNA-PL1, sgRNA-PL2 и sgRNA-PL3  
предварительно облучали УФ-светом (365 нм) в 
течение 30 мин. Длительность облучения подби- 
рали так, чтобы происходило количественное 
расщепление PL в составе РНК. Затем использовали 
их в реакции направленного расщепления ДНК  
нуклеазой Cas9, при этом для сравнения иссле- 

Таблица 1. Фотолабильные направляющие sgРНК, их немодифицированные аналоги и фрагменты

sgРНК Последовательность

sgRNA 5'-GGAUAACUCAAUUUGUAAAAAAGUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAU-
AAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGAAAAAGUGGCACCGAGUCGGUGCUUUU-3'

crRNA 5'-AUAACUCAAUUUGUAAAAAAGUUUUAGAGCUAUGCUGUUUUG-3'

tracrRNA 5'- AACAGCAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGAAAAAGUGG- 
CACCGAGUCGGUGCUUUUUUU-3'

sgRNA-PL1
5'-GGAUAACUCAAUUUGU-PL-AAAAAAGUUUUAGAGCUAGAAAUAG-
CAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGAAAAAGUGGCACCGAGUCG-
GUGCUUUU-3'

sgRNA-PL2
5'-GGAUAACUCAAUUUGUAAAAAAGUUUUAGAGCUAGAAAUAGCA-PL-
AGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGAAAAAGUGGCACCGAGUCG-
GUGCUUUU-3'

sgRNA-PL3 5'-GGAUAACUCAAUUUGUAAAAAAGUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAU-
AAGGCUAGUCCGUUAUC-PL-AACUUGAAAAAGUGGCACCGAGUCGGUGCUUUU-3'

5ʹfr_sgRNA-PL2 5'-GGAUAACUCAAUUUGUAAAAAAGUUUUAGAGCUAGAAAUAGCA-3'

3ʹfr_sgRNA-PL2 5'-AGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGAAAAAGUGGCACCGAGUCG-
GUGCUUUU-3'

5ʹfr_sgRNA-PL3 5'-GGAUAACUCAAUUUGUAAAAAAGUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAU-
AAGGCUAGUCCGUUAUC-3'

Примечание: подчеркнута нуклеотидная последовательность, участвующая в образовании дуплекса с ДНК-мишенью.  
PL – фоторасщепляемый линкер на основе 1-(2-нитрофенил)-1,2-этандиола.
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довали также расщепление ДНК-мишени в при- 
сутствии необлученных фотолабильных направ- 
ляющих РНК (рис. 1).

По результатам электрофоретического анализа 
можно заключить, что введение фотолинкера в 
положение 1 (sgRNA-PL1) значительно уменьшает 
эффективность расщепления дцДНК по сравнению 

с контрольной немодифицированной sgРНК, 
что, вероятно, связано с нарушением структуры 
гетеродуплекса между sgРНК и ДНК-мишенью 
(рис. 2). При введении фотолинкера в положение 
2 (sgRNA-PL2) эффективность расщепления 
остается достаточно высокой, а при локализации 
в положении 3 (sgRNA-PL3) практически не от- 

 

ДНК-мишень 

Нуклеаза Cas9 

Спейсер 

Направляющая РНК 
(sgRNA) 

sgRNA-PL1 sgRNA-PL2 

sgRNA-PL3 
 

PL 

 

M         K–        K+          sgRNA-PL1       sgRNA-PL2    sgRNA-PL3 
–UV       +UV     –UV    +UV       –UV     +UV 

10000 
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Рис. 1. Расщепление плазмиды pBluescriptII SK(−) системой CRISPR/Cas9. (а) – Схематическое изображение комплекса 
ДНК-мишени и немодифицированной sgРНК с белком Cas9 и последовательности фотолабильных направляющих 
РНК sgRNA-PL1, sgRNA-PL2 и sgRNA-PL3; (б) – электрофоретический анализ продуктов расщепления в 1%-ном 
агарозном геле. М – маркер длины ДНК, К– – исходная кольцевая суперскрученная плазмидная ДНК-мишень, 
содержащая незначительное количество ДНК в релаксированной форме; К+ – продукты расщепления ДНК-мишени 
в присутствии немодифицированной химически синтезированной 102-звенной sgRNA; остальные дорожки – анализ 
продуктов расщепления ДНК-мишени в присутствии облученных (+UV) и необлученных (–UV) фотолабильных 
направляющих РНК (sgRNA-PL1, sgRNA-PL2 или sgRNA-PL3). Время реакции 60 мин, температура 37°C. Условия 
проведения реакции см. в “Эксперим. части”. 

(а)

(б)
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личается от контроля. Облучение существенно 
снижает эффективность расщепления для 
sgRNA-PL1 и sgRNA-PL2, но практически не 
изменяет картину расщепления для sgRNA-PL3.  
Этот факт может свидетельствовать о том, что  
соответствующий участок 3'-концевой области 
sgРНК не играет существенную роль в расщеп- 
лении ДНК-мишени в данных условиях.

Таким образом, среди исследованных вариан- 
тов расположения фотолинкера в составе направ- 
ляющей РНК наиболее выгодным является по- 
ложение 2, которое обеспечивает эффективное 
расщепление до облучения и значительное сни- 
жение степени расщепления после облучения. 
Поэтому для дальнейших исследований была 
выбрана направляющая РНК sgRNA-PL2. 

С целью проверки гипотезы о сниженной спо- 
собности sgRNA-PL2 направлять нуклеазу Cas9 
на ДНК-мишень после облучения проводили 
исследование расщепления мишени в присутствии 
олигорибонуклеотидов 5ʹfr_sgRNA-PL2 и 3ʹfr_
sgRNA-PL2 (43 и 59 нт соответственно), которые 
соответствуют фрагментам молекулы sgRNA-PL2,  
теоретически образующимся в результате рас- 
щепления фотолинкера. Кроме того, для про- 
верки предположения о незначительной роли  
3ʹ-концевой области sgRNA-PL3 для функцио- 

нирования системы CRISPR/Cas9 in vitro мы ис- 
следовали способность олигонуклеотида 5ʹfr_
sgRNA-PL3, соответствующего теоретически обра- 
зующемуся при облучении 5ʹ-фрагменту sgRNA-
PL3, индуцировать Cas9-опосредованное расщеп- 
ление ДНК.

Электрофоретический анализ продуктов рас- 
щепления плазмиды в агарозном геле подтвердил 
первоначальные предположения. Было показано, 
что в присутствии химически синтезированных 
фрагментов фоторасщепляемой направляющей 
РНК sgRNA-PL2 эффективность расщепления 
ДНК нуклеазой Cas9 значительно ниже по срав- 
нению с немодифицированной sgРНК (рис. 3а, 3в).  
При этом эффективность расщепления ДНК в при- 
сутствии 5ʹ-концевого фрагмента sgRNA-PL3  
белком Cas9 не уступает эффективности расщеп- 
ления в присутствии немодифицированной sgРНК 
в использованных условиях (рис. 3б, 3в).

Полученные результаты показывают, что выб- 
ранное положение для введения фотолинкера в  
направляющей РНК sgRNA-PL2 в петле между 
верхним и нижним стеблем в области связывания 
с белком Cas9 является критическим для эффек- 
тивной работы системы CRISPR/Cas9 и позволяет 
эффективно выключать систему облучением. 
Необходимо также отметить, что укороченная до 
69 нт направляющая РНК достаточно эффективна 
для расщепления ДНК-мишени системой CRISPR/
Cas9. Данные наших экспериментов по активности 
систем CRISPR/Cas9, содержащих укороченные 
sgРНК, согласуются с ранее опубликованными 
выводами других исследовательских групп о 
минимальной длине химерной направляющей 
РНК для нуклеазы Cas9 [16, 17]. Так, в работе 
Nishimasu et al. [16] 68-звенная sgРНК в составе 
комплекса с нуклеазой Cas9 была способна нап- 
равлять расщепление ДНК-мишени. 

На следующем этапе проводили сравнение 
кинетики расщепления ДНК-мишени белком 
Cas9 в присутствии различных вариантов направ- 
ляющих РНК. Избыток эффекторного комплекса 
по отношению к плазмидной ДНК-мишени умень- 
шали с 50- до 15-кратного по сравнению с преды- 
дущим исследованием эффективности расщеп- 
ления. Кинетические кривые расщепления плаз- 
миды эффекторным комплексом с немодифи- 
цированными направляющими РНК, в том числе 
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Рис. 2. Анализ эффективности расщепления дцДНК-
мишени системой CRISPR/Cas9, содержащей фото- 
лабильные направляющие РНК, до и после облучения. 
Условия расщепления см. в “Эксперим. части”. Дан- 
ные получены усреднением результатов не менее трех 
независимых экспериментов.
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с укороченным 69-нуклеотидным вариантом, 
представлены на рис. 4.

Укороченная 69-звенная sgРНК спустя 40 мин  
реакции позволила достичь 90%-ного расщепле- 
ния мишени, как и пара направляющих crРНК– 
tracrРНК. Однако при этом константа скорости рас- 
щепления для 69-звенного фрагмента оказалась  
значительно ниже (ksgРНК(69) = 0.09 ± 0.01 мин–1,  
kcrРНК:tracrРНК = 1.47 ± 0.02 мин–1, ksgРНК(102) =  
= 0.57 ± 0.01 мин–1). Возможно, это связано с тем,  
что при использовании укороченной sgРНК доля  
продуктивного комплекса Cas9/РНК сравнима с 
долей продуктивного комплекса в присутствии 

полноразмерных направляющих РНК, но ско- 
рость расщепления значительно снижается из-за  
отсутствия дополнительных взаимодействий белка  
с 3'-концевыми шпильками tracrРНК или sgРНК.

С учетом описанных выше результатов по 
расщеплению плазмидной ДНК белком Cas9 в 
присутствии фоточувствительных направляющих 
РНК, для исследования кинетики расщепления 
ДНК-мишени была выбрана sgRNA-PL2. Полу- 
ченные для нее кинетические кривые расщепления 
плазмидной ДНК представлены на рис. 5.
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Рис. 3. Электрофоретический анализ продуктов расщепления плазмиды pBluescriptII SK(−) в присутствии фрагментов 
sgРНК в 1%-ном агарозном геле. М – маркер длины ДНК, К– – исходная кольцевая суперскрученная плазмидная 
ДНК-мишень, содержащая незначительное количество ДНК в релаксированной форме; K+ – продукт расщепления 
ДНК-мишени в присутствии немодифицированной химически синтезированной sgРНК; (а) – sgRNA-PL2 – продукты 
расщепления ДНК-мишени в присутствии 5ʹfr_sgRNA-PL2 и 3ʹfr_sgRNA-PL2 (5ʹfr +3ʹfr) или только 5ʹfr_sgRNA-PL2 
(5ʹfr); (б) – sgRNA-PL3 (69) – продукты расщепления ДНК-мишени в присутствии 69-звенного 5ʹ-фрагмента sgRNA-
PL3; (в) – анализ эффективности расщепления плазмиды нуклеазой Cas9 в присутствии фрагментов sgРНК. Условия 
расщепления см. в “Эксперим. части”. Данные получены усреднением результатов не менее двух независимых 
экспериментов.

(а) (б)

(в)
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Наиболее быстро и эффективно происходит рас- 
щепление плазмиды нуклеазой Cas9 в присут- 
ствии немодифицированной sgРНК. Действие 
системы с использованием sgRNA_PL2 удалось 
остановить так, чтобы конечная доля расщеплен- 
ной плазмиды составляла не более 40% (рис. 5, 

кривые 4 и 5). При этом облучение реакционной 
смеси проводили с 20-й минуты от начала реакции 
вследствие более медленного протекания реакции 
расщепления плазмиды. Отметим, что увеличение 
продолжительности облучения с 5 до 30 мин не 
приводило к дополнительному снижению ско- 
рости и эффективности расщепления – ход соответ- 
ствующих кривых 4 и 5 на рис. 5 практически 
совпадает. Интересно, что облучение sgРНК вне  
комплекса с белком Cas9 позволяет более эф- 
фективно ингибировать расщепление ДНК-
мишени нуклеазой Cas9, т.к. приводит к полному 
расщеплению фотомодифицированной sgРНК 
(рис. 5, кривая 6), в отличие от облучения в 
составе комплекса (рис. 5, кривая 3). Этот эффект, 
вероятно, связан с частичным экранированием 
РНК внутри комплекса от УФ-излучения.

Таким образом, полученные результаты о кине- 
тике расщепления плазмиды белком Cas9 в сос- 
таве эффекторного комплекса с направляющими 
фоточувствительными РНК подтверждают воз- 
можность выключения системы CRISPR/Cas9 
путем облучения в определенный момент времени.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

В работе использовали следующие реактивы:  
N,N'-дисукцинимидилкарбонат, N-метилимидазол,  
пропионовый ангидрид (Acros Organics, США),  
2-цианоэтил-N,N,Nʹ,Nʹ-тетраизопропилфосфит- 
амид, 5'-O-(4,4'-диметокситритил)-дезоксирибо- 
тимидин, 5'-O-(4,4'-диметокситритил)-N-ацетил- 
защищенные 2'-O-трет-бутилдиметилсилил- 
рибонуклеозид-3'-фосфитамиды, а также твердо- 
фазные носители с присоединенным первым  
нуклеозидным звеном – 5'-О-(4,4'-диметокситри- 
тил)-2'-О-трет-бутилдиметилсилил-N4-ацетил- 
цитидин-CPG, 5'-О-(4,4'-диметокситритил)-2'-О-
трет-бутилдиметилсилил-N6-ацетиладенозин-
CPG и 5'-О-(4,4'-диметокситритил)-2'-О-трет-
бутилдиметилсилилуридин-CPG (ChemGenes, 
США); краситель Stains-all, персульфат аммония,  
дихлоруксусную кислоту, акриламид, N,N'-метилен- 
бисакриламид, 2,6-лутидин, бромистый этидий, со- 
лянокислый цистеин, трисгидроксиметиламино- 
метан (Fluka, Швейцария); мочевину, 40%-ный  
водный раствор метиламина, нингидрин (Merck,  
Германия); молекулярные сита Trap-PacTM Mole- 
cular Sieve Bag 3 Å (Millipore, США); агарозу 
(MP, США); пиридин, ацетон, тетрагидрофуран 
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Рис. 4. Кинетические кривые расщепления ДНК-
мишени комплексами Cas9 с направляющими немоди- 
фицированными РНК, полученные путем обработки 
данных электрофоретического анализа реакционных 
смесей в агарозном геле с визуализацией бромистым 
этидием. Условия расщепления см. в “Эксперим. 
части”. Данные получены усреднением результатов не 
менее трех независимых экспериментов.
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Рис. 5. Кинетические кривые расщепления ДНК-мишени 
комплексом белка Cas9 с sgRNA-PL2. 1 – контрольная 
РНК (sgRNA), 2 – фоточувствительная РНК (sgRNA-
PL2), 3 – дезактивированная фоточувствительная 
РНК в комплексе с Cas9, 4 – остановка реакции УФ-
облучением (30 мин) с 5-й минуты от начала реакции, 
5 – остановка реакции УФ-облучением (5 мин) с 5-й 
минуты от начала реакции, 6 – дезактивированная вне 
комплекса с Cas9 фоточувствительная РНК. Условия 
расщепления см. в “Эксперим. части”. Данные полу- 
чены усреднением результатов не менее трех незави- 
симых экспериментов. 
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(PanReac, Испания); ксиленцианол FF, бромфено- 
ловый синий, N,N,N',N'-этилендиаминтетрауксус- 
ную кислоту (Serva, Германия); 1-(2-нитрофенил)- 
1,2-этандиол, триэтиламин, триэтиламинтригидро- 
фторид, этокситриметилсилан, 5-[3,5-бис(три- 
фторметил)фенил]-1H-тетразол (Активатор 42ТМ), 
хлористый метилен, ацетонитрил (Sigma-Aldrich, 
США); иод кристаллический, формамид, гексан, 
концентрированную серную кислоту (Реахим, 
Россия); ацетонитрил (Криохром, Россия), а также 
другие реактивы и растворители отечественного 
и зарубежного производства. PL получали, как 
описано нами ранее [15].

Рекомбинантная эндонуклеаза Cas9 и плазмида 
pBS2SKM на основе вектора pBluescript II SK(–) 
со вставкой протоспейсерной последовательности  
и PAM (5'-TGG-3') получены согласно стандарт- 
ному протоколу [15, 18]. 

Синтез фоторасщепляемых олигорибо- 
нуклеотидов. Олигонуклеотиды были получены 
на автоматическом ДНК/РНК-синтезаторе ASM- 
800 (Биоссет, Россия) твердофазным фосфитамид- 
ным методом синтеза в масштабе 0.4 мкмоль сог- 
ласно оптимизированному для данного прибора 
синтетическому протоколу. Фосфитамиды рибо- 
нуклеотидов использовали в концентрации 0.1 М 
в абсолютном ацетонитриле, время конденсации 
составило 5 мин. Фосфитамид фоторасщепляемого 
линкера (PL) использовали в концентрации 0.15 М 
в абсолютном ацетонитриле, время конденсации 
составляло 30 мин. В качестве конденсирующего 
реагента использовали 0.25 М раствор 5-[3,5-бис- 
(трифторметил)фенил]-1H-тетразола (Активатор 
42ТМ) в абсолютном ацетонитриле. С ростом олиго- 
нуклеотидной цепи время конденсации и объемы 
растворов фосфитамида и конденсирующего 
реагента увеличивали на 15% после 50, 70 и 90 
синтетических циклов. Смеси (v/v) пропионовый 
ангидрид/2,6-лутидин/тетрагидрофуран (10 : 
10 : 80) и N-метилимидазол/тетрагидрофуран 
(16 : 84) применяли в качестве кэпирующих 
реагентов. Окисление проводили 0.02 M иодом 
в смеси пиридин/вода/тетрагидрофуран (1 : 9 :  
90). В качестве детритилирующего реагента 
использовали дихлоруксусную кислоту (3%) в 
хлористом метилене.

Для деблокирования гетероциклических ос- 
нований, удаления цианоэтильных защитных групп 
с межнуклеотидных фосфатных групп и отделения 

олигорибонуклеотидов от твердофазного носителя 
использовали обработку 40%-ным раствором 
метиламина в течение 20 мин при 65°C и постоян- 
ном перемешивании. Охлаждали в течение 10 мин  
при –20°C. Полимерный носитель промывали 
раствором ацетонитрил/этанол/вода (1 : 1 : 1, v/v/v). 
Растворы объединяли и упаривали досуха.

Для удаления 2'-OTBDMS защитных групп с  
олигорибонуклеотида к сухому остатку сразу  
после упаривания добавляли 250 мкл свежепри- 
готовленного раствора NMP/Et3N/Et3N·3HF (1.5 : 
0.75 : 1, v/v/v) и выдерживали в течение 2 ч при 65°C 
и перемешивании. Далее к полученному раствору 
добавляли 375 мкл этокситриметилсилана и 
перемешивали на термомиксере в течение 10 мин 
при 25°C. К полученной смеси добавляли 1 мл 
серного эфира, перемешивали, центрифугировали, 
удаляли надосадочную жидкость, после чего 
осадок промывали серным эфиром и высушивали 
на воздухе. 

Выделение целевых олигомеров проводили с 
использованием препаративного гель-электро- 
фореза в денатурирующих условиях (12%-ный 
ПААГ, акриламид : N,Nʹ-метиленбисакриламид 
30 : 0.5, 7 М мочевина, 50 мМ Трис-H3BO3, 
pH 8.3, 0.1 M Na2ЭДТА). Визуализизацию 
олигонуклеотидов в геле проводили наложением 
геля на пластину DC-Alufolien Kieselgel 60 F254 
(Merck, Германия) в свете УФ-лампы (λ = 254 нм). 
В случае фоточувствительных олигонуклеотидов 
во избежание активации реакции расщепления под 
воздействием УФ-излучения закрывали стеклом 
основную часть геля, содержащую продукт, 
оставляя только небольшую его часть, достаточную 
для визуализации и аппроксимации. Измельченный 
гель, содержащий олигонуклеотидный материал, 
помещали в пробирку типа Эппендорф на 1.5 мл,  
содержащую 1 мл 0.3 М раствора ацетата натрия 
(pH 5.2), и перемешивали на термомиксере 
Thermomixer Comfort (Eppendorf, Германия) в 
течение 16 ч при 25°С. Олигорибонуклеотиды 
после элюции осаждали из 0.3 M раствора ацетата 
натрия четырехкратным объемом этилового 
спирта, выдерживая при –20°C в течение 2–12 ч.  
Супернатант после центрифугирования отбирали, 
осадок промывали охлажденным 80%-ным этило- 
вым спиртом и высушивали досуха на воздухе.

Гомогенность полученных олигонуклеотидов 
подтверждали методом аналитического гель-
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электрофореза в 12%-ном ПААГ (условия см. 
выше). Для нанесения на гель использовали 
5 мкл раствора 7 М мочевины с содержанием 
0.025% ксиленцианолового FF. Для визуализации 
олигонуклеотидов использовали раствор красителя 
Stains-all, приготовленный из 50 мг красителя 
Stains-all и 100 мл смеси вода/формамид (1 : 1, v/v). 
После окрашивания гели высушивали на приборе 
Gel Dryer model 583 (Bio-Rad, США). 

Расщепление плазмидной ДНК белком Cas9 
в присутствии направляющих РНК. Реакцию 
проводили в 10 мкл раствора, содержащего 20 мМ 
HEPES (pH 7.5), 100 мМ KCl, 1 мМ дитиотреит, 
0.5 мМ Na2ЭДТА, 2 мМ MgCl2, 5% глицерина. 
Контрольный раствор содержал все компоненты, 
кроме направляющей РНК и белка Cas9. К 2 мкл 
буфера (5×) добавляли 1.35 мкл (1 мкМ, 1.35 пмоль)  
направляющей РНК и 0.6 мкл раствора белка Cas9  
(2.24 мкМ, 1.35 пмоль) в 50-кратном избытке по  
отношению к плазмиде pBS2SKM. Объем дово- 
дили до 9 мкл водой. Растворы перемешивали 
и инкубировали 15 мин при 37°C для сборки  
рибонуклеопротеинового комплекса. Аналогич- 
ным образом готовили растворы, содержащие 
дезактивированные УФ-облучением в течение  
30 мин (λ = 365 нм) направляющие sgРНК.

Затем в каждую пробирку добавляли 1 мкл раст- 
вора (50 нг/мкл, 27 фмоль) плазмиды pBS2SKM, 
содержащей протоспейсер и последовательность 
PAM. Реакционные смеси перемешивали и инку- 
бировали в течение 1 ч при 37°C в условиях от- 
сутствия прямого солнечного света.

Для остановки реакции к реакционной смеси 
добавляли 2.5 мкл раствора, содержащего 250 мМ  
Na2ЭДТА, 1.2% SDS, 0.01% бромфенолового 
синего и 30% глицерина (Quenching buffer). 

Эффективность реакции расщепления плаз- 
миды белком Cas9 в присутствии направляющих 
РНК анализировали методом гель-электрофореза  
в 1%-ном агарозном геле в TAE-буфере (4 мМ  
Трис, 3 мМ CH3COOH, 0.07 мМ Na2ЭДТА) с 
добавлением 2.5 мкл бромида этидия (концент- 
рация – 10 мг/мл). На гель наносили 10 мкл реак- 
ционной смеси в Quenching buffer. Для контроля 
подвижности в геле продуктов расщепления 
использовали ДНК-маркер 1 kb, длина фрагментов 
250–10000 п.н. (СибЭнзим, Россия). Визуализа- 
цию проводили с использованием системы гель-
документации Quantum (Vilber Lourmat, Франция). 

Для получения количественных характеристик 
изображения переводили в цифровую форму 
в программном пакете Quantity Оne (Bio-Rad, 
США).

Долю расщепления плазмиды рассчитывали по 
следующим формулам в программном продукте 
Microsoft Excel: 

                Iлин + Iрел 

Iлин + Iрел + Iсуперск/k 
  

NΣ = 100%, .

                    Iлин 

Iлин + Iрел + Iсуперск/k 
  

NdsDNA = 100%, .

                    Iрел 

Iлин + Iрел + Iсуперск/k 
  

. NssDNA = 100%, 

где NΣ – суммарное расщепление плазмиды; 
NdsDNA – расщепление двух цепей ДНК плазмиды; 
NssDNA – расщепление одной цепи ДНК плазмиды; 
Iлин – интенсивность полосы, соответствующей 
линейной форме плазмиды; Iрел – интенсивность 
полосы, соответствующей релаксированной фор- 
ме плазмиды; Iсуперск – интенсивность полосы, соот- 
ветствующей суперскрученной форме плазмиды;  
k = 1.14 – коэффициент эффективности окрашива- 
ния суперскрученной формы ДНК относительно 
релаксированной формы [19].

Кинетика расщепления плазмидной ДНК бел- 
ком Cas9 в присутствии направляющих РНК.  
Реакцию проводили в 85 мкл раствора, содер- 
жащего 20 мМ HEPES (pH 7.5), 100 мМ KCl, 1 мМ  
дитиотреит, 0.5 мМ Na2ЭДТА, 2 мМ MgCl2, 5% 
глицерина. К 17 мкл буфера добавляли 3.5 мкл  
(1 мкМ, 3.5 пмоль) направляющей sgРНК и 1.56 мкл  
раствора белка Cas9 (5.8 мкМ, 3.50 пмоль) в 
15-кратном избытке по отношению к плазмиде 
pBS2SKM, доводили объем до 70 мкл водой. Раст- 
воры перемешивали и инкубировали 15 мин 
при 37°C. Затем в каждую пробирку добавляли  
8.5 мкл раствора (50 нг/мкл, 0.233 пмоль) плаз- 
миды pBS2SKM. Реакционные смеси переме- 
шивали и инкубировали в течение 1.5 ч при 37°C 
в условиях отсутствия прямого солнечного света. 
Для остановки реакции отбирали аликвоты по  
10 мкл через 2, 5, 10, 20, 30, 45, 60 и 90 мин после 
начала реакции и добавляли их в пробирки с  
2.5 мкл Quenching buffer.

Результаты реакции анализировали в 1%-ном 
агарозном геле, как описано выше. Для получения 
количественных характеристик изображения 
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переводили в цифровую форму в программном 
пакете Quantity Оne (Bio-Rad, США).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В данной работе разработан подход к получе- 
нию фоторасщепляемых направляющих sgРНК 
для системы CRISPR/Cas9, содержащих линкеры 
на основе 1-(2-нитрофенил)-1,2-этандиола. С ис- 
пользованием предложенного подхода нами были 
получены три варианта фотомодифицированных 
sgРНК с различным расположением фотолинкера 
и показано, что облучении УФ-светом такие 
направляющие РНК разрушаются.

В результате исследований выявлена опти- 
мальная локализация фотолинкера в составе нап- 
равляющей sgРНК, позволяющая регулировать 
активность системы CRISPR/Cas9 путем ее облу- 
чения. Такие sgРНК в составе комплекса с нук- 
леазой Cas9 эффективно направляют систему 
для расщепления ДНК-мишени до облучения и 
дают возможность ее инактивации после УФ- 
облучения. Выбран режим облучения для дости- 
жения 40%-ного уменьшения количества ДНК-
мишени в результате действия созданной нами 
фотомодифицированной системы CRISPR/Cas9.  
Сочетание короткого времени облучения и ис- 
пользования света в ближней части УФ-диапазона, 
который гораздо более безопасен для клеток, чем 
УФ-B, УФ-C и дальний УФ-A [20, 21], открывает 
перспективу использования фотоинактивируемых 
sgРНК in vivo.

Подтверждена возможность удаления 3'-кон- 
цевого фрагмента sgРНК без критического сни- 
жения ее функциональной активности. Укоро- 
ченные до 69 звеньев sgРНК можно использовать 
для расщепления ДНК-мишеней: хотя скорость 
такого расщепления ниже, чем в случае полно- 
размерных sgРНК, предельная степень расщеп- 
ления практически не снижается.

Полученные в работе результаты подтверждают 
возможность создания фоточувствительной сис- 
темы редактирования генома CRISPR/Cas9 с 
использованием фоторасщепляемых линкеров 
в структуре направляющих РНК. Разрушение 
направляющей РНК в определенный момент 
времени позволит снизить вероятность нецеле- 
вых эффектов при редактировании генов. В даль- 
нейшем данная стратегия может быть применена 
для лечения ряда генетических заболеваний, ко- 

торые обусловлены наличием “лишних” копий 
определенного гена. К таким патологиям отно- 
сится, например, синдром Шарко–Мари–Тута, 
причиной которого может служить лишняя копия 
гена периферического белка миелина PMP22. 
Подход к светозависимому “выключению” 
активности CRISPR-системы предложен нами 
впервые.
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Photocleavable Guide RNA  
for Photocontrolable CRISPR/Cas9 System
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The development of gene editing systems on the base of CRISPR/Cas having higher efficacy, specificity, 
and possibility of their activity regulation by light irradiation is actually problem. Modification of CRISPR/
Cas components, in particular guide RNA, by introduction of photocleavable linkers is the prospective 
approach for the solution of this problem. We developed the approach for the synthesis of photocleavable 
guide sgRNA for the CRISPR/Cas9 system containing the linkers on the base of 1-(2-nitrophenyl)-1,2-
ethanediol. Such photomodified guide RNAs degrade upon UV-irradiation and CRISPR/Cas9 system is 
inactivated. We obtained three variants of photomodified sgRNA with different photolinker positions. It 
was demonstrated that sgRNA variant with photolinker introduced in the Cas9 protein binding and hairpins 
formation region is able to effectively guide Cas9 nuclease for DNA-target cleavage before UV-irradiation 
and lose its activity after irradiation. The conditions of controllable 40%-cleavage of model DNA-target 
were chosen. Developed approach provide specific inactivation of CRISPR/Cas9 gene editing system in 
specific time moment in definite place. Photoregulation of gene editing system permits not only reduce the 
undesirable off-target effects, but also becomes the basis of genetic disease therapy.

Keywords: controllable CRISPR/Cas9 system, UV-irradiation, guide sgRNA, photocleavable linker 


