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Актуальной задачей современной синтетической биологии является создание контро-
лируемых молекулярно-биологических систем. Одним из вариантов «контроля» за актив-
ностью олигонуклеотидных конструкций в клетках является использование фотоактиви-
руемых структур в их составе [1]. На сегодняшний день продемонстрирована возмож-
ность фоторегуляции активности siРНК, микроРНК, антисенс-олигонуклеотидов in vitro
и in vivo. Для фотоактивации системы CRISPR/Cas предложен подход с использовани-
ем фоторасщепляемых олигонуклеотидов, блокирующих комплементарную sgРНК [2], а
также подход с использованием белков, связанных с доменами Cas9 [3]. Основной идеей
данной работы является создание направляющих РНК, содержащих фоточувствительные
модификации, позволяющие в определенный момент инактивировать эту РНК облучени-
ем. Разрабатываемый нетривиальный подход к контролируемому редактированию генома
может стать новым способом лечения генетических заболеваний, вызванных увеличением
копий определенных генов.

Целью данной работы является дизайн, синтез и исследование в системе in vitro моди-
фицированных синтетических направляющих РНК, содержащих фоторасщепляемые лин-
керы, для контролируемого редактирования генов в составе CRISPR/Cas9 системы. Та-
кой вариант направляющих РНК позволяет выключить систему редактирования генома
в определенный момент времени и достичь желаемого уровня редактирования фрагмента
ДНК, нивелируя возможность взаимодействия с другими ДНК последовательностями.

С использованием специально синтезированного амидофосфитного синтона на осно-
ве 1-(2-нитрофенил)-1,2-этандиола были получены различные направляющие sgРНК и
crРНК/tracrРНК, содержащие один или несколько фоторасщепляемых линкеров в раз-
личных положениях олигонуклеотидной цепи. Продемонстрирована возможность расщеп-
ления фоточувствительной направляющей РНК в растворе под действием УФ-облучения.
Для полученных модифицированных РНК в комплексе с белком Cas9 исследована эффек-
тивность расщепления плазмидной дцДНК и 38-звенного флуоресцентно меченого дуп-
лекса до и после облучения. Показана возможность выключения CRISPR/Cas9 системы
путем облучения.

Полученные в работе результаты подтверждают перспективность предложенной стра-
тегии создания фотоконтролируемой системы редактирования генома CRISPR/Cas9. Фо-
токонтролируемая система может быть использована в дальнейшем для разработки новых
подходов к лечению генетических заболеваний, в том числе, вызванных увеличением ко-
пий определенных генов.

Работа выполнена при поддержке гранта РФФИ №19-04-00838.
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