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В обзоре рассмотрено применение системы CRISPR/Cas для получения нокдаунов целевых бакте-
риальных генов путем CRISPR-опосредованной интерференции (CRISPRi). CRISPRi основана на
сохранении способности инактивированной нуклеазы dCas в комплексе с направляющей РНК свя-
зывать целевую мишень, что приводит к обратимой репрессии выбранных генов. Описан принцип
работы CRISPR/Cas и CRISPRi/dCas, приведены примеры применения CRISPRi с наиболее попу-
лярными у исследователей инактивированными нуклеазами dCas9 и dCas12a. Уделено внимание
использованию CRISPRi-скрининга в полногеномных исследованиях, а также модульной системе
выявления многих важных закономерностей на уровне генома Mobile-CRISPRi. Обсуждается ис-
пользование CRISPRi для оптимизации биотехнологического производства малонил-КоА, L-лизи-
на, L-глутамата и других продуктов.
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ВВЕДЕНИЕ
Система редактирования геномов CRISPR/Cas

основана на адаптивном иммунитете бактерий и
архей [1]. При первой встрече с патогеном бакте-
риальная клетка сохраняет фрагменты его ДНК в
особых локусах CRISPR (clustered regularly inter-
spaced short palindromic repeats). Эти фрагменты
называются спейсерами и фланкируются корот-
кими палиндромными повторами. Также локусы
CRISPR кодируют белки Cas (CRISPR-associated),
нуклеазу и вспомогательный комплекс белков,
которые узнают и разрезают инородную ДНК при
повторной встрече с патогеном, фрагменты гено-
ма которого уже сохранены в CRISPR (рис. 1). В
этом участвуют также две короткие РНК: crRNA
(CRISPR RNA), которая связывает ДНК-мишень,

и трансактивирующая tracrRNA, с которой взаимо-
действует нуклеаза. Вместе эти РНК образуют оди-
ночный гибрид crRNA:tracrRNA, который называ-
ется gRNA, или sgRNA (направляющая РНК) [2].
Нуклеаза Cas инактивирует нежелательную ДНК,
внося в нее двухцепочечный разрыв. Второе обя-
зательное условие работы Cas-белка – наличие
особого, прилегающего к протоспейсеру мотива
PAM (protospacer adjacent motif), короткой последо-
вательности из двух–шести нуклеотидов, специ-
фичной для разных Cas-нуклеаз.

CRISPR-системы подразделяются на два класса.
Системы класса 1 содержат нуклеазу из нескольких
субъединиц, в системах класса 2 нуклеазы состоят
из одной субъединицы. Классы, в свою очередь,
представлены несколькими типами: класс 1 – типа-
ми I, III и IV, класс 2 – типами II, V и VI [3].

В большинстве исследований используется
система CRISPR/Cas9 из Streptococcus pyogenes,
которая относится к типу II и распознает PAM
NGG. Нуклеазы, даже принадлежащие к  одно-
му типу, могут существенно различаться. Так,
CRISPR/Cas9 из S. thermophilus [4] распознает более
длинные PAM, самые интересные для направленно-
го редактирования – NNAGAAG, NNAGAAT,
NNAGAAA, NNAGAAC, NNGGAAA (располо-

Сокращения: CRISPR – clustered regularly interspaced short
palindromic repeats (короткие палиндромные повторы, ре-
гулярно расположенные группами); Cas – CRISPR-associ-
ated (ассоциированные с CRISPR); crRNA – CRISPR RNA
(CRISPR-РНК); tracrRNA – trans-activating CRISPR RNA
(трансактивирующая CRISPR-РНК); gRNA – guide RNA
(направляющая РНК); sgRNA – single guide RNA (одиноч-
ная направляющая РНК); PAM – protospacer adjacent motif
(мотив, примыкающий к протоспейсеру); CRISPRi –
CRISPR-interferention (CRISPR-интерференция); RBS –
ribosome binding site (сайт связывания рибосомы).
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жены по убыванию силы связывания). Класси-
фикация CRISPR-систем дополнительно услож-
няется изменчивостью их элементов.

Простые и удобные в использовании системы
CRISPR/Cas широко применяются в точечном
редактировании прокариотических и эукариотиче-
ских геномов. Система CRISPR/Cas считается
очень удобным инструментом модификации ДНК,
однако она не лишена недостатков. Во-первых, су-
ществует нецелевая активность Cas, обусловлен-
ная частичным нецелевым связыванием sgRNA в
случайных местах генома [5]. Кроме того, Cas9 из
S. pyogenes оказывает токсичное действие на клетки
Escherichia coli, названное эффектом “bad-seed”.
Механизм этого эффекта изучен не до конца, но из-
вестно, что он обусловлен специфическими пятью
проксимальными к PAM нуклеотидами gRNA [6].

Различные модификации данного метода поз-
волили не просто точечно редактировать после-
довательность ДНК, но и управлять экспрессией
целевых генов. В качестве примера такого прило-
жения можно привести CRISPR-интерференцию
(CRISPR-interferention, CRISPRi) [7] – процесс
подавления экспрессии генов с помощью моди-
фицированных CRISPR-систем (рис. 2).

Cas9 состоит из двух доменов, HNH и RuvC.
Замены D10A в домене RuvC и H841A в HNH
приводят к образованию инактивированной фор-
мы dCas9 [8]. Как и CRISPR/Cas, CRISPR/dCas
распознает мишень с помощью gRNA и связыва-
ется с ней, образуя стерический блок, который
препятствует элонгации транскрипции РНК-по-
лимеразой [7]. Таким образом происходит ре-
прессия гена-мишени. Простота и точность этой
системы подавления экспрессии позволяет ре-

шать как фундаментальные, так и прикладные
научные задачи. Правила и ограничения для нее
такие же, как для соответствующих CRISPR/Cas.
Индуцибельность и обратимость подавления экс-
прессии с помощью CRISPRi открывают широ-
кое поле для экспериментов. В данном обзоре
рассмотрены некоторые примеры регуляции экс-
прессии путем подавления транскрипции отдель-
ных генов и изучения функций бактериальных ге-
нов с помощью CRISPRi и систем на ее основе.

CRISPRi НА ОСНОВЕ Cas9

Самый распространенный вариант CRISPRi –
интерференция на основе dCas9. С использова-
нием CRISPRi с dCas9 удалось подавить экспрес-
сию генов в различных организмах. Некоторые
примеры с описанием таких систем приведены
ниже.

Много успешных работ по ингибированию
генной экспрессии системой CRISPRi проведено
на E. coli, как на самом популярном модельном
организме. Depardieu и соавт. подробно рассмот-
рели варианты дизайна векторов для CRISPRi в
Staphylococcus aureus и E. coli [9]. Описаны векторы
pC194 и pLZ12, в которых dcas9 контролируется
aTc-зависимым промотором Ptet, а sgRNA – кон-
ститутивным промотором PpflB. На основе этих
плазмид получена серия векторов pFD. Данные
системы проверены интерференцией важного
для St. aureus гена rpsL. Разработан также метод
подбора векторов с оптимизированными сайтами
связывания рибосом (RBS), что позволяет сни-
зить токсичность при высоких уровнях экспрес-
сии dcas9. Как уже упоминалось, механизм этого

Рис. 1. Схема работы системы CRISPR/Cas9. gRNA узнает комплементарную мишень, имеющую PAM. Cas9 в ком-
плексе с gRNA связывается с мишенью и вносит двухцепочечный разрез.
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явления точно не установлен, согласно одной из
гипотез, его можно устранить, корректируя уро-
вень экспрессии. При помощи CRISPRi-скри-
нинга осуществлен подбор и оптимизация RBS
для устранения негативных эффектов dCas9 на
примере репортерного гена mCherry. Библиотеку
RBS в плазмиде pFD116 клонировали в клетках
E. coli, после чего отбирали клоны, способные
расти в присутствии aTc и при этом подавлять
экспрессию mCherry. Таким образом отобраны
RBS, которые не вызывают летальной токсично-
сти dCas9, но позволяют эффективно работать
системе интерференции.

Проведено также успешное ингибирование ге-
нов St. aureus путем CRISPRi [10]. На основе плаз-
миды pRMC2 [11] сконструирована плазмида
pSD1. В ней dcas9 экспрессируется под контролем
ATc-индуцируемого промотора PtetO, а экспрес-
сия sgRNA контролируется конститутивным про-
мотором PpflB из St. aureus [12]. Эта система поз-
волила обратимо подавить экспрессию как от-
дельных генов (ген альфа-токсина hla), так и
генов в составе оперона (оперон ccrAB, состоя-
щий из двух генов – ccrA и ccrB).

С целью исследования физиологии Bacillus
subtilis при помощи CRISPRi сделаны нокдауны
всех важных генов этой бактерии [13]. В этой ра-
боте система CRISPR/dCas9 работала под ксило-
зозависимым промотором Pxyl, sgRNA экспресси-
ровалась под сильным конститутивным промото-
ром Pveg. В результате была получена библиотека
нокдаунов основных генов, позволяющая изучать
их функции in vivo, обнаружены новые потенци-
альные мишени лекарственных средств, и прове-
ден функциональный анализ генов.

С помощью CRISPRi и dCas9 из S. pasteurianus
осуществлена успешная регуляция экспрессии
генов у нескольких видов Pseudomonas spp. [14]. В
этой работе использовали двухплазмидную си-
стему, состоящую из векторов pBx-Spas-sgRNA с
направляющей РНК и интегративного pUC18-
mini-Tn7T-Lac-dCas9, несущего dCas9. dcas9, опти-
мизированный для микобактерий [4], был клони-
рован в интегративный вектор pUC18-mini-Tn7T-
Gm-Lac [15]. В зависимости от вида организма
использовали комбинации нескольких промо-
торных систем (TetR-Ptet, LacI-Plac, AraC-Para);
экспрессия dcas9 под разными промоторами раз-
личалась даже у близкородственных видов Pseudo-
monas. Плазмида, несущая sgRNA, pBx-Spas-sgR-
NA, сконструирована путем клонирования sgR-
NA под промотор Ptet в плазмиде pBBR1.

Исследование проведено на различных генах:
gdhA (NADP-зависимая глутаматдегидрогеназа
P. aeruginosa), ftsZ (белок клеточного деления
P. aeruginosa, P. putida и P. fluorescens), ftsJ в каче-
стве примера плохо изученных генов (аннотиро-
ван как важный ген). Эффект CRISPRi показан
на примере двух разных генов одновременно –
pvdH (участвует в синтезе пиовердина) и flgB
(один из белков базального тела жгутиков).
Успешно осуществлено ингибирование всех этих
генов и их комбинаций.

Подавление генной экспрессии в микоплаз-
мах (Mycoplasma pneumoniae) и минимальных син-
тетических клетках JCVI-syn1.0 Mycoplasma my-
coides служит очередным примером регуляции рабо-
ты генов с помощью CRISPRi [16]. Показано
индуцируемое ослабление экспрессии гена mCherry,
кодирующего флуоресцентный белок, и гена

Рис. 2. Схема работы CRISPR-интерференции на основе системы CRISPR/Cas9. Инактивированный dCas в комплек-
се с gRNA узнает мишень и связывается с ней, но не может разрезать из-за отсутствия нуклеазной активности. Таким
образом, dCas служит стерическим препятствием для РНК-полимеразы. Поскольку мишень расположена в промото-
ре, транскрипция не может продолжаться.
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ksgA, связанного с чувствительностью к антибиоти-
ку касугамицину, в клетках JCVI-syn1.0 с помощью
CRISPRi [17] (использовали промотор, регулируе-
мый Tet). Также впервые показана успешная работа
CRISPRi на минимальных синтетических клетках.
Для Mycoplasma pneumoniae созданы векторы на ос-
нове системы Cre-lox [18]. Кодон-оптимизирован-
ный dcas9 S. pyogenes под промотором Pxyl/tetO2mod
из вектора pΔMG_217Cre и sgRNA из плазмиды
miniTnPac_dCas9ind работали в модифицирован-
ном минитранспозоне TnPac из системы Cre-lox.
dcas9 амплифицирован из плазмиды pdCas9-bac-
teria [8], далее была собрана конструкция
Pxyl/tetO2-dCas9-mCherry, в которую для подав-
ления экспрессии введена gRNA.

Еще одна важная группа микроорганизмов,
для которой актуально использование новых ме-
тодов редактирования – микобактерии. Мико-
бактерии представляют собой трудный объект
для редактирования генома классическими мето-
дами, что обусловлено низкой эффективностью
гомологичной рекомбинации, медленным ро-
стом некоторых видов и GC-богатым составом
генома. Поэтому успешное применение редакти-
рования и подавления экспрессии генов с участи-
ем CRISPR и CRISPRi востребовано для изуче-
ния генома Mycobacterium tuberculosis и родствен-
ных бактерий.

Для применения CRISPRi в микобактериях на
основе плазмиды pTetR сконструирована плазми-
да pGrna, несущая aTc-зависимый промотор
Pmyc1tetO, dcas9, кассету sgRNA с сайтами для
клонирования специфичных к мишени последо-
вательностей, dcas9-связывающую шпильку и
терминатор транскрипции из S. pyogenes [19]. Си-
стему CRISPRi использовали для интерференции
семи микобактериальных генов с различным уров-
нем экспрессии: Rv1713 (engA), Rv2150c (ftsZ),
Rv2460c (clpP2), Rv3417c (groEL1), Rv3418c (groES),
Rv3596c (clpC1) и Rv3921c (yidC). Достигнуто зна-
чительное подавление экспрессии всех этих ге-
нов. С помощью этой системы исследовали также
важность отдельных генов, критичных для жиз-
неспособности микобактерий – определяли рост
клеток в отсутствие экспрессии предположитель-
но необходимых генов и способность CRISPRi к
подавлению оперонов. Показано, что этот подход
может эффективно применяться в исследованиях,
предполагающих подавление экспрессии генов.

Другой пример CRISPRi в микобактериях –
исследование вклада аденилатциклаз в вирулент-
ность микобактерий туберкулеза [20]. С этой це-
лью использовали двухплазмидную систему [4] из
вектора pRH2502, экспрессирующего dcas9, и
pRH2521, экспрессирующего sgRNA. Для сниже-
ния токсичного эффекта экспрессии dCas9 при-
меняли dCas9 из S. thermophilus.

CRISPRi НА ОСНОВЕ Cas12a
Фермент Cas12a Francisella novicida (Cpf1) –

минимальный фермент CRISPR класса 2 типа V
[21], не требует дополнительно tracrRNA и явля-
ется альтернативой Cas9 в CRISPR. Мишенью
Cas12a служит матричная цепь ДНК. Таким об-
разом, в некоторых случаях для процессинга
crRNA достаточно только массива CRISPR.
CRISPR/Cas12a адаптирована к редактированию
различных организмов [22–24] и к CRISPRi.

Например, для микобактерий разработана
простая, регулируемая и обратимая система
CRISPRi на основе dCas12a [25], представленная
плазмидами pJEBTZ и pJOBTZ. Вектор pJEBTZ
содержит селективный маркер Zeo из psigE, ори-
джин репликации E. coli из pJEB402-dCas10 и ко-
дон-оптимизированный dFn-Cpf1 из pTE4999.
Путем замены промотора MOPS на TetR-регули-
руемый промотор p766 (вектор pJR965) из плаз-
миды pJEBTZ получен вектор pJOBTZ. Вектор
pNFCF, несущий массивы crРНК, получен из
pDTCF путем замены промотора Uv15-Tet на
TetR-регулируемый промотор p766. dCas12a ста-
бильно экспрессировался в M. smegmatis и M. tu-
berculosis. Подавление транскрипции проверили
на штамме с аутолюминесценцией. Использова-
ние нескольких спейсеров давало более выражен-
ный эффект, чем каждый из них по отдельности.
Люминесценция падала в зависимости от количе-
ства спейсеров, нацеленных на оперон; три спей-
сера обеспечивали максимальный нокдаун. Про-
ведено ингибирование транскрипции эндоген-
ных генов M. smegmatis и их множественный
нокдаун. Систему также адаптировали для рабо-
ты в M. tuberculosis, в том числе и для мультиген-
ного подавления генов pknH, fadD2, amiC, luxD и
rv0147.

CRISPRi-СКРИНИНГ
Системы CRISPRi нашли применение и в пол-

ногеномных исследованиях, причем их эффек-
тивность оказалась не ниже, чем в существующих
подходах [26–30]. При этом CRISPRi-скрининг
оказался не столь трудозатратным.

CRISPRi-технология позволяет нацеливать
многочисленные sgRNA практически на любое
место генома, соответствующее критериям их
подбора. В результате этого появляется возмож-
ность создания библиотеки sgRNA для полноге-
номных исследований и выявления многих важ-
ных закономерностей на уровне генома. CRISPRi-
скрининг обладает такими значимыми преиму-
ществами [6], как

– простота подготовки библиотек для секве-
нирования;

– возможность изучать повторяющиеся после-
довательности путем нацеливания sgRNA;
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– возможность нацеливания на определенные
положения или подмножества генов;

– управление экспрессией библиотеки за счет
регулируемости системы.

CRISPRi используется во многих геномных
исследованиях. Так, проведена серия работ по
CRISPRi-скринингу в E. coli [6, 31]. Показано, что
метод позволяет уточнить и скорректировать
функции критически важных генов. Сначала на
основе вектора psgRNAcos создали библиотеку из
~92000 sgRNA [31], подобранных случайным об-
разом из всех возможных для выбранного штамма
sgRNA. Полногеномное исследование, проведен-
ное с помощью этой библиотеки, позволило уста-
новить и/или подтвердить основные правила ра-
боты CRISPR-систем, среди которых важно от-
метить эффект “bad-seed” – уже упоминавшуюся
токсичность dCas9, которую удалось частично
преодолеть в дальнейшем. С помощью такого
скрининга можно определить гены, чувствитель-
ные к минимальному снижению экспрессии, важ-
ные мишени антибиотиков, идентифицировать
случаи нетипичной геномной организации [6].

С помощью CRISPRi-скрининга проведен
также анализ метаболической сети в клетках
E. coli. Исследование ауксотрофных генов пока-
зало чувствительность и точность системы при
сопоставлении генотипа с фенотипом. Иденти-
фицированы гены, отвечающие за химическую
устойчивость [32]. dCas9 из S. pyogenes работал в
серии плазмид pdCas9-J23109-116. Вектор для
экспрессии sgRNA получен из pTargetF путем заме-
ны маркера спектиномицина кассетой экспрессии
ампициллина, лишенной сайта рестрикции BsaI.
Исходный промотор в этом случае заменили синте-
тическим индуцибельным промотором PLlacO-160.

MOBILE-CRISPRi
Mobile-CRISPRi – это набор систем CRISPRi,

которые можно переносить с помощью конъюга-
ции в различные виды бактерий [33]. Система со-
стоит из набора модулей, которые можно комби-
нировать между собой за счет наличия сайтов ре-
стрикции, таких как:

– гены устойчивости к антибиотикам;
– репортерные гены;
– ген sgRNA с существующим спейсером или

сайтами для клонирования новых спейсеров;
– гены регуляции промотора;
– промотор dcas9 и RBS;
– ген dcas9.
Эффективность системы установлена на γ-про-

теобактериях и Firmicutes путем как подавления
отдельных генов, так и работы с библиотекой.
Mobile-CRISPRi облегчает работу с немодельны-
ми организмами. Для создания векторов Mobile-

CRISPRi ориджин репликации pUC в плазмиде
транспозона Tn7 pTJ1 заменили на ориджин ре-
пликации R6K-γ, чтобы векторы не смогли реп-
лицироваться в клетках-реципиентах. Основным
вектором при конструировании производных
Mobile-CRISPRi на основе Tn7 был pJMP1055.
Различные модули, интегрированные в этот век-
тор, перечислены выше. Наборы Mobile-CRISPRi
делятся на векторы на основе ICEBs1 для грампо-
ложительных бактерий, которые встраиваются
после гена тРНК Leu2, и векторы на основе Tn7
для грамотрицательных бактерий, которые встра-
иваются после гена glmS. Эти векторы различают-
ся механизмом переноса [34]. При нацеливании
спейсера sgRNA на определенный ген два олиго-
нуклеотида отжигаются так, что образуется жела-
емая последовательность спейсера sgRNA с лип-
кими концами для дальнейшего лигирования в
плазмиду Mobile-CRISPRi.

ПРИКЛАДНОЕ ИСПОЛЬЗОВАНИЕ CRISPRi

Метод CRISPRi применяется не только в фун-
даментальных исследованиях, но и для оптимиза-
ции биотехнологических производств. Напри-
мер, проведенная Wu и соавт. CRISPRi-оптими-
зация биотехнологического процесса позволила
повысить выход важных метаболитов, в том числе
внутриклеточного малонил-КоА, имеющего
большое значение в промышленном биосинтезе в
качестве предшественнника [35]. С этой целью
провели тонкую настройку путей биосинтеза, на-
правленную на усиление синтеза малонил-КоА,
при помощи полного или частичного подавления
экспрессии генов других путей биосинтеза. Ко-
дон-оптимизированный dcas9 из S. pyogenes
встроили в вектор pACYCDuet-1 под промотор
T7, вместе с ним в совместимом векторе pCOLA-
Duet-1 под Trc-индуцируемым промотором экс-
прессировались sgRNA. Подавление экспрессии
многих генов (ppsA, eno, adhE, mdh, fumC, sdhA,
sucC и citE) привело к увеличению выхода целево-
го продукта за счет корректировки метаболиче-
ских путей.

С помощью CRISPRi регулировали также экс-
прессию оперона, содержащего гены пути био-
синтеза мевалоната, в клетках E. coli [36]. В этом
случае система CRISPRi была представлена плаз-
мидой pSECRi, в которой dcas9 экспрессировался
под индуцируемым L-рамнозой промотором с
кассетой sgRNA из pACCRi.

Подавление гена sad посредством CRISPRi
позволило повысить эффективность производ-
ства P(3HB-co-4HB), важного для пищевой про-
мышленности [37].

Интерференция генов путей биосинтеза н-бу-
танола в различных комбинациях (последова-
тельно и одновременно) в клетках E. coli (pta, frdA,
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ldhA и adhE) путем CRISPRi приводила к суще-
ственному повышению выхода продукта [38]. Для
репрессии каждого гена подобраны sgRNA, кото-
рые экспрессировались в векторе pSECRi-PFLA
вместе с dcas9. При этом экспрессия dcas9 нахо-
дилась под контролем индуцируемого L-рамно-
зой промотора, а sgRNA – под конститутивным
промотором J23119.

CRISPRi успешно использовали для подавле-
ния экспрессии spo0A в клетках промышленно
важных клостридий (Clostridium beijerinckii) [39].
Этот ген кодирует важный регулятор спорообра-
зования и продукции ацетона, бутанола, этанола
[40]. dcas9 вместе с sgRNA (в кассете Pj23119-sgR-
NA-spo0A) экспрессировался под конститутив-
ными промоторами Pptb и Pj23119 в векторе
dCASclosspo0A.

Бактерии Corynebacterium glutamicum широко
используются в производстве аминокислот. Мно-
жественное подавление экспрессии генов pgi, pck
и pyk [41] привело к повышению продукции L-ли-
зина и L-глутамата этими бактериями. Чтобы по-
лучить такие результаты, dCas9 S. pyogenes клони-
ровали из плазмиды pPP208 в репликативные
плазмиды pZ8-Ptac и pZ8-Prp C. glutamicum под
индуцируемыми IPTG или пропионатом промо-
торами соответственно; sgRNA экспрессировали
под контролем промотора Ptac в репликативной
плазмиде pAL374.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Технология CRISPR, которую изначально ис-
пользовали только для редактирования генома,
постоянно модифицируется и находит все более
широкое применение.

Одно из популярных приложений CRISPR –
CRISPRi, обеспечивающая надежное подавление
генной экспрессии, применяется как для непо-
средственного ингибирования транскрипции це-
левого гена, так и при проведении полногеном-
ных скринингов, а также в более инновационных
инструментах, таких как модульные системы Mo-
bile-CRISPRi. Все эти подходы актуальны не
только для широкого круга бактерий, но и в рабо-
те с эукариотами. Они расширяют фундаменталь-
ные знания и имеют большую практическую зна-
чимость в биотехнологии и медицине.

Написание обзора не потребовало специаль-
ного финансирования.

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с участием людей или животных в ка-
честве объектов исследований.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта
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CRISPR-Interference in Regulation Bacterial Gene Expression (Review)
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The review is devoted to the use of the CRISPR/Cas system for obtaining knockdowns of target bacterial
genes by CRISPR-mediated interference (CRISPRi). CRISPRi is based on the preservation of the ability of the
inactivated dCas nuclease in complex with the guide RNA to bind the target, which leads to reversible repression
of the selected genes. The review describes the principle of operation of CRISPR/Cas and CRISPRi/dCas and
provides examples of various approaches to the use of CRISPRi with the most popular inactivated nucleases
dCas9 and dCas12a among researchers. Also, attention is paid to the use of CRISPRi screening for genome-
wide studies and the modular system for identifying many important patterns at the Mobile-CRISPRi ge-
nome level. In addition, we discuss the use of CRISPRi to optimize biotechnological productions, such as
the synthesis of malonyl-CoA, L-lysine, L-glutamate, and other significant products.
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