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МЕХАНИЗМЫ СПЕЦИФИЧНОСТИ СИСТЕМЫ CRISPR/Cas9 
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Не так давно открытая система CRISPR/Cas9, основанная на действии комплементарно адресуе-
мых нуклеаз и изначально предназначенная для защиты бактерий от чужеродных генетических эле-
ментов, стала удобным инструментом в руках ученых для манипуляции геномами живых клеток.
Технология геномного редактирования CRISPR/Cas9 вышла за пределы лаборатории и уже находит
применение в биотехнологии и сельском хозяйстве. Однако использование этого метода для редак-
тирования клеток человека в медицинских целях ограничено внеадресной активностью системы
CRISPR/Cas9, которая может привести к появлению онкогенных мутаций. В связи с этим ведутся
активные исследования с целью разработки вариантов системы CRISPR/Cas9 с повышенной точ-
ностью. В обзоре освещены механизмы точного и ошибочного действия рибонуклеопротеина Cas9,
природные и искусственно созданные варианты РНК-адресуемых нуклеаз, способы модуляции
специфичности за счет модификации направляющей РНК и другие подходы к увеличению точно-
сти системы CRISPR/Cas9 в геномном редактировании.
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В связи с огромным интересом к редактирова-
нию генома с помощью технологии CRISPR/Cas9
(англ. Clustered Regularly Interspaced Short Palin-
dromic Repeats/CRISPR-ASsociated protein 9;
сгруппированные короткие палиндромные по-
вторы, разделенные регулярными промежутка-
ми/CRISPR-ассоциированный белок-9) большое
внимание в настоящее время уделяется различ-

ным аспектам специфичности этой системы, ко-
торая дает возможность точного редактирования
генома ‒ внесения специфичных замен путем го-
мологичной рекомбинации с низким фоном не-
гомологичного соединения концов. Технологию
CRISPR/Cas9 активно используют для создания
клеточных линий, моделирующих заболевания, и
рассматривают потенциал ее применения для те-
рапевтического вмешательства в геном человека.
Однако для этого необходимо снизить неадрес-
ное действие системы, в идеале ‒ до такого значе-
ния, которое не превышало бы нормальный уро-
вень мутаций ДНК в клетках человека (~10−10 му-
таций на пару нуклеотидов на одно клеточное
деление) [1‒3].

Белок Cas9 (в дальнейшем, если нет дополни-
тельных уточнений, рассматривается Cas9 из
Streptococcus pyogenes, SpCas9) состоит из несколь-
ких доменов и обладает РНК-зависимой ДНК-
эндонуклеазной активностью, локализованной в
двух из них: HNH-домене (домен, содержащий
высококонсервативные остатки His–Asn–His),
который расщепляет цепь ДНК, комплементар-
ную направляющей РНК (адресуемая цепь), и

Сокращения: CRISPR/Cas9 (Clustered Regularly Interspaced
Short Palindromic Repeats/CRISPR-ASsociated protein 9) –
сгруппированные короткие палиндромные повторы, раз-
деленные регулярными промежутками/CRISPR-ассоции-
рованный белок-9; crРНК – CRISPR-РНК; e-sgРНК (ан-
гл. enhanced) – улучшенные sgРНК; gРНК – направляю-
щая РНК; HDR (Homology-Directed Recombination) –
гомологичная рекомбинация; HNH-домен – домен, со-
держащий высококонсервативные остатки His–Asn–His;
iCas9 – индуцируемый белок Cas9; NHEJ (Non-Homolo-
gous End Joining) – воссоединение негомологичных кон-
цов; PAM (Protospacer-Adjacent Motif) – мотив, соседний с
протоспейсером; REC2, REC3 (RECognition domain) –
узнающие домены 2 и 3; RNP (RiboNucleoProtein) – рибо-
нуклеопротеиновый комплекс; sgРНК – единая направля-
ющая РНК; tracrРНК – трансактивирующая CRISPR-РНК;
TAL (Transcription Activator-Like) – подобные активаторам
транскрипции.
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RuvC-подобном домене, гидролизующем цепь
ДНК, совпадающую с последовательностью на-
правляющей РНК (неадресуемая цепь) [4, 5]. Для
расщепления ДНК необходимо наличие в ней
протоспейсера ‒ участка двухцепочечной ДНК
(дцДНК), одна из цепей которой образует ком-
плементарные связи с направляющей РНК, и
примыкающего непосредственно к протоспейсе-
ру мотива 5′-NGG-3′ (PAM, англ. Protospacer-Ad-
jacent Motif) (рис. 1а).

В природе действие Cas9 адресуется короткой
направляющей CRISPR-РНК (crРНК), а для ка-
талитической активности необходима трансакти-
вирующая CRISPR-РНК (tracrРНК). Для приме-
нения в геномном редактировании зачастую эти
две РНК интегрируют в единую направляющую
РНК (далее использованы аббревиатуры:
sgРНК для единой направляющей РНК и gРНК
для направляющей РНК вне зависимости от ее
природы). sgРНК содержит вариабельный уча-
сток узнавания целевой последовательности
(20 нуклеотидов для SpCas9) и минимально необ-
ходимый фрагмент tracrРНК. Рибонуклеопроте-
иновый комплекс (RNP, англ. RiboNucleoProtein)
Cas9 расщепляет обе цепи ДНК между третьим и
четвертым нуклеотидами с 5'-стороны от PAM
[4, 5]. Образовавшийся двухцепочечный разрыв
далее подвергается репарации клеточными систе-
мами гомологичной рекомбинации (HDR, англ.

Homology-Directed Recombination) или воссоеди-
нения негомологичных концов (NHEJ, англ.
Non-Homologous End Joining) [6, 7]. В первом
случае при наличии подходящего донора генети-
ческой информации редактирование приводит к
точной замене исходной последовательности на
донорную, а во втором обычно происходят не-
большие делеции или инсерции на месте разрыва
(рис. 2).

МОЛЕКУЛЯРНЫЕ МЕХАНИЗМЫ 
ОШИБОЧНОГО ДЕЙСТВИЯ БЕЛКА Cas9
Несмотря на кажущуюся простоту и специ-

фичность комплементарной адресации нуклеазы
Cas9 при помощи направляющих РНК, в первых
попытках редактирования клеток человека систе-
ма CRISPR/Cas9 оказалась недостаточно специ-
фичной, так как вносила в геном множественные
неадресные изменения [8‒11]. В работах по опре-
делению основных детерминант комплементар-
ной специфичности комплекса Cas9–РНК пока-
зано, что 6–8 пар оснований ДНК-мишени, бли-
жайших к PAM, как правило, должны точно
соответствовать последовательности gРНК, од-
нако в условиях избытка фермента это требова-
ние становится менее жестким [12, 13]. Исчерпы-
вающий анализ последствий наличия однонук-
леотидных несоответствий (мисматчей) между

Рис. 1. Схема организации фермент-субстратных комплексов РНК-адресуемых нуклеаз Cas9 (а) и Cas12a (б).
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Рис. 2. Пути репарации двухцепочечного разрыва в клетках с образованием точной замены (гомологичная рекомби-
нация) или инсерции/делеции (воссоединение негомологичных концов). Донор генетического материала для гомо-
логичной рекомбинации обозначен серым цветом.
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несколькими sgРНК и ДНК-мишенью в клеточ-
ных линиях HEK293 и K562 подтвердил, что нук-
леаза Cas9 менее чувствительна к мисматчам в
дальней от PAM области по сравнению с располо-
женными вблизи PAM [9, 10]. Чувствительность к
единичным заменам максимальна в пределах 8–
14 нуклеотидов, ближайших к РАМ. Эта область,
определяющая специфичность узнавания, полу-
чила название “затравочной последовательно-
сти” (seed sequence). Впоследствии методами од-
номолекулярной микроскопии удалось устано-
вить, что при узнавании ДНК-мишени в
затравочной последовательности быстро образу-
ется гетеродуплекс, и, если он стабилен, компле-
ментарные связи РНК–ДНК распространяются
далее по всему узнаваемому участку [14]. Однако
оказалось, что мисматчи разных типов влияют на
специфичность системы в разной степени. При
детальном анализе 11 дополнительных локусов
генома обнаружили многочисленные исключе-
ния из принципа полной комплементарности за-
травочной последовательности: толерантность к
мисматчам варьировала в зависимости от кон-
кретной пары оснований, при этом мисматчи
rC:dC сильнее всего снижали нуклеазную актив-
ность Cas9 [10].

Последствия множественных мисматчей меж-
ду gРНК и ДНК-мишенью также исследовали как
в отношении числа мисматчей в последователь-
ности, так и их взаимного расположения [9]. Вы-
яснилось, что ключевым фактором для потери ак-
тивности Cas9 служит число мисматчей, но также
важно их непосредственное соседство и близость
к РАМ. Два, а тем более три мисматча, особенно в
прилежащей к PAM области, значительно снижа-
ют активность Cas9 независимо от их взаимного
расположения, но при удалении от PAM наиболь-
шее влияние оказывают соседние друг с другом
мисматчи. Однако в редких случаях фермент Cas9
способен продуктивно узнавать последователь-
ности, содержащие до 7 мисматчей [15].

На основании недавно определенных структур
Cas9 в комплексе с ДНК и РНК, отражающих раз-
ные стадии узнавания субстрата, стало возмож-

ным установить структурные особенности дина-
мического процесса узнавания при точном и не-
точном соответствии gРНК и ДНК-мишени [16, 17]
(рис. 3). Связываясь с дцДНК, комплекс Cas9–
sgРНК изгибает ее примерно на 50°, что приводит
к выворачиванию из дуплекса трех оснований,
непосредственно прилегающих к PAM. Образова-
ния гетеродуплекса в этом участке оказывается до-
статочным для дальнейшего раскрытия дцДНК.
При наличии 3-нуклеотидного мисматча в цен-
тральной части ДНК-мишени гетеродуплекс обра-
зуется полностью, но такого изгиба не происходит,
что не позволяет HNH-домену занять положение,
необходимое для катализа. Однако ДНК, содержа-
щая 3-нуклеотидный мисматч в удаленных от PAM
участках, способна изгибаться и тем самым инду-
цировать каталитически компетентную конфор-
мацию Cas9. Это обусловлено наличием в гетеро-
дуплексе позиций, не образующих связей с белком
в промежуточных конформациях, предшествую-
щих образованию каталитически компетентного
фермент-субстратного комплекса.

Кроме мисматчей потенциальным источни-
ком неадресного узнавания служит возможность
комплементарных взаимодействий с образовани-
ем небольших петель. При исчерпывающем ана-
лизе влияния инсерций и делеций в sgРНК на
нуклеазную активность Cas9 оказалось, что си-
стема толерантна к ДНК-выпетливаниям разме-
ром в 1 нуклеотид и к РНК-выпетливаниям до
4 нуклеотидов длиной, причем степень толерант-
ности зависит от положения лишних нуклеоти-
дов относительно РАМ [18].

Анализ влияния нуклеотидных замен в РАМ
выявил, что при замене последовательности
NGG на NAG или NGA сохраняется до 20% нук-
леазной активности Cas9 [10, 19], а для PAM NGT
активность составляет около 10% [20]. Способ-
ность Cas9 расщеплять мишени вблизи некано-
нических PAM впоследствии была подтверждена
данными по полногеномному секвенированию
после трансфекции клеток человека библиотека-
ми sgРНК [21]. Как известно, метилирование
ДНК не влияет на активность Cas9, поэтому спо-

Рис. 3. Схема многоэтапного узнавания субстрата рибонуклеопротеином Cas9. ДНК обозначена черными линиями,
РНК ‒ серой. (1) ‒ узнавание PAM и образование первичного комплекса; (2) ‒ конформационное изменение фер-
мента и изгибание ДНК вблизи от PAM, облегчающее раскрытие дуплекса; (3) ‒ образование гетеродуплекса в затра-
вочной области, при наличии в затравочной области мисматча этот шаг не реализуется; (4) ‒ образование полного ге-
теродуплекса с ДНК-мишенью; (5) ‒ изгибание гетеродуплекса с образованием дополнительных связей с белком,
приводящих активные центры доменов HNH и RuvC (обозначены треугольниками) в контакт с расщепляемыми фос-
фодиэфирными связями, при наличии мисматча в дальней от PAM области этот шаг не реализуется.

1 2 3 4 5
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собность фермента узнавать неканонические
PAM ведет к тому, что потенциально адресуемые
участки в среднем встречаются 1 раз на 4 п.н. ге-
нома человека [10].

Наблюдаемый уровень неадресных изменений
генома вполне приемлем для исследований поте-
ри функции генов на эукариотических клеточных
линиях [22‒25]. В этих случаях клетки обычно
трансфицируют конструкциями на основе вирус-
ных векторов, экспрессирующих Cas9 и sgРНК на
низком уровне ‒ вплоть до 1 конструкции на
клетку. В одном из широкомасштабных анализов
Cas9-опосредованных нокаутов генов в клетках
млекопитающих [22] уровень расщепления в ло-
кусе-мишени составил 97%, а в 13 потенциальных
неадресных участках, отличающихся от мишени
не более чем на 3 п.н., ‒ менее 2.5%. Единствен-
ный сайт с высоким уровнем неадресного рас-
щепления был полностью комплементарен
sgРНК по 8 п.н., прилегающим к РАМ. Подобные
сайты встречаются с частотой ~2 на геном челове-
ка и почти всегда находятся в некодирующей
ДНК [22].

ПОДБОР САЙТОВ-МИШЕНЕЙ in silico
ДЛЯ ПОВЫШЕНИЯ ТОЧНОСТИ 

РЕДАКТИРОВАНИЯ
Одним из первых шагов для повышения точ-

ности геномного редактирования стало создание
компьютерных алгоритмов для выбора последо-
вательности gРНК, поскольку вероятность неад-
ресных изменений можно с некоторой точностью
предсказать, исходя из экспериментально уста-
новленного влияния мисматчей на активность
системы CRISPR/Cas9. В целом, gРНК должны
направлять белок Cas9 к такой мишени, последо-
вательность которой имеет минимальное сход-
ство с другими участками генома, а похожие на
нее участки либо не находятся рядом с PAM, либо
отличаются от адресной последовательности в
ближней к PAM части. Применение алгоритмов
первого поколения сразу же позволило повысить
специфичность редактирования на 50% [10]. Бо-
лее современные алгоритмы учитывают энергию
образования гетеродуплексов ДНК/РНК [26].
К настоящему времени создано несколько десят-
ков программ для предсказания наиболее выгод-
ных последовательностей-мишеней [27, 28].

Новое поколение подходов к селекции мише-
ней стало возможно после разработки эффектив-
ных и быстрых методов детекции неадресных му-
таций во всем геноме. В первых исследованиях
применялось глубокое полногеномное секвени-
рование, позволяющее в том числе отличать ин-
дивидуальные вариации генома от неадресных
мутаций. Специально адаптированный для выяв-
ления сайтов неадресного редактирования метод
Digenome-Seq основан на полногеномном секве-

нировании исходной и отредактированной ДНК
после ее расщепления Cas9 с нужной gРНК [29].
Однако разработаны и многочисленные менее за-
тратные методы, комбинирующие захват, фикса-
цию, амплификацию и секвенирование именно
измененных участков генома: BLESS [30], NTGTS
[31], GUIDE-Seq [15], SITE-Seq [32], CircleSeq [33],
CHANGE-seq [34] и другие. Большие наборы
данных, получаемые из таких экспериментов,
позволили использовать методы машинного обуче-
ния для предсказания неадресных модификаций и
оптимизации подбора сайтов-мишеней [34‒36].
Накопленные экспериментальные данные для раз-
личных видов живых организмов: человека, мы-
ши, Danio rerio, Drosophila melanogaster, Arabidopsis
thaliana и многих других ‒ позволяют учитывать
видоспецифичные паттерны неадресных измене-
ний для дальнейшего повышения точности ге-
номного редактирования [37‒41].

Аналогичным образом в алгоритмах второго
поколения были использованы данные по имму-
нопреципитации каталитически неактивного
Cas9 (D10A H840A; dCas9) c последующим высо-
копараллельным секвенированием связанных
фрагментов геномной ДНК [11, 42‒44]. Хотя спе-
цифичность связывания dCas9 не вполне точно
отражает специфичность расщепления активным
ферментом, такие алгоритмы успешно использу-
ют в дизайне последовательностей gРНК для ре-
гуляции транскрипции, эпигенетической моди-
фикации, редактирования оснований и прайм-
редактирования, где направляющий модуль
представляет собой каталитически неактивную
форму Cas9 [45‒49]. В новых вариантах алгорит-
мов машинного обучения для редактирования ос-
нований используют непосредственно данные по
адресным и неадресным мутациям из полноге-
номного секвенирования [50].

ВАРИАНТЫ Cas9 
С ПОВЫШЕННОЙ ТОЧНОСТЬЮ

В свете описанных проблем со специфично-
стью внесения двухцепочечных разрывов нукле-
азой Cas9 практически сразу начались попытки
модификации фермента для повышения точно-
сти системы. Первая использованная стратегия
связана с применением Cas9-никаз и по сути ана-
логична популярной схеме применения химер-
ных белков, сочетающих домены узнавания на
основе цинковых пальцев или TAL-эффекторов
(англ. Transcription Activator-Like; подобные акти-
ваторам транскрипции) и димеризующийся эн-
донуклеазный домен рестриктазы FokI [51]. Заме-
ны D10A в домене RuvC или Н840А в домене
HNH превращают Cas9 в никазы, которые вносят
в ДНК только одноцепочечные разрывы. При ис-
пользовании Cas9-никаз с двумя правильно по-
добранными gРНК можно получать два близко
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расположенных одноцепочечных разрыва, кото-
рые вместе дадут двухцепочечный; при этом спе-
цифичность его образования будет значительно
повышена из-за необходимости одновременного
узнавания двух последовательностей. Увеличе-
ние специфичности в случае применения парных
комплексов Cas9 D10A‒gРНК составляет около
2 порядков для клеточной линии HEK-293FT [52],
а в ряде исследований находится ниже уровня де-
текции [13, 53, 54]. На практике этот подход был
использован, в частности, для получения особей
крупного рогатого скота с точечной заменой в ге-
не NRAMP1, придающей врожденный иммунитет
к туберкулезу [55]. Известны также попытки ис-
пользовать химерную конструкцию dCas9–FokI
[56‒58]. В клетках HEK293 специфичность тако-
го белка была в 140 раз выше, чем Cas9, и в 1.3–8.8
превосходила пару Cas9-никаз.

Установление пространственной структуры
эндонуклеазы Cas9 и ее комплексов с ДНК и
РНК, в том числе разных конформеров, образуе-
мых в ходе узнавания мишени [16, 17, 59‒68], поз-
волило применить для повышения специфично-
сти фермента методы рационального дизайна
(табл. 1). При сканирующем аланиновом мутаге-
незе ДНК-связывающего канала Cas9 было полу-
чено 11 вариантов с улучшенной специфично-
стью, которая, по всей видимости, объясняется
уменьшением вклада ДНК-белковых контактов в
стабилизацию комплекса Cas9–gРНК–ДНК и
соответствующим увеличением вклада компле-
ментарных взаимодействий ДНК–РНК [69].
Скрининг комбинаторной библиотеки этих за-
мен позволил идентифицировать варианты с со-
хранившейся активностью и повышенной специ-
фичностью: eSpCas(1.0) (K810A K1003A R1060A) и

Таблица 1. Генно-инженерные варианты Cas9 из Streptococcus pyogenes с повышенной специфичностью

Название Принцип создания Замены по сравнению
с SpCas9 дикого типа Ссылка

eSpCas(1.0) Рациональный дизайн: дестабилизация электроста-
тических контактов ДНК с белком

K810A K1003A R1060A [69]

eSpCas(1.1) Рациональный дизайн: дестабилизация электроста-
тических контактов ДНК с белком

K848A K1003A R1060A [69]

SpCas9-HF1 Рациональный дизайн: дестабилизация водородных 
связей ДНК с белком

N497A R661A Q695A Q926A [70]

HypaCas9 Рациональный дизайн: облегчение конформацион-
ной коррекции в ходе узнавания субстрата

N692A M694A Q695A H698A [71]

SuperFi-Cas9 Рациональный дизайн: дестабилизация комплекса 
белка с гетеродуплексом, содержащим мисматчи

Y1010D Y1013D Y1016D 
V1018D R1019D Q1027D 
K1031D

[16]

evoCas9 Направленная эволюция: селекция на адресную 
инактивацию токсичного гена и отсутствие неадрес-
ной инактивации геномного локуса в дрожжах

M495V Y515N K526E R661Q [72]

Sniper-Cas9 Направленная эволюция: селекция на адресную 
инактивацию токсичного гена и отсутствие неадрес-
ной инактивации геномного локуса в Escherichia coli

F539S M763I K890N [73]

HiFi Cas9 Направленная эволюция: селекция на адресную 
инактивацию токсичного гена и отсутствие неадрес-
ной инактивации геномного локуса в E. coli

R691A [74]

xCas9-3.6 Рациональный дизайн: расширение спектра узнавае-
мых PAM, увеличение специфичности как побочный 
эффект

E108G S217A A262T S409I 
E480K E543D M694I E1219V

[20]

xCas9-3.7 Рациональный дизайн: расширение спектра узнавае-
мых PAM, увеличение специфичности как побочный 
эффект

A262T R324L S409I E480K 
E543D M694I E1219V

[20]
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eSpCas(1.1) (K848A K1003A R1060A). Они не вно-
сили нецелевых изменений в 22 из 24 предсказан-
ных наиболее вероятных неадресных сайтов и бы-
ли чувствительны к единственному мисматчу в
gРНК за пределами затравочной последователь-
ности [69].

Аналогичный подход был использован для по-
вышения специфичности Cas9 за счет дестабили-
зации водородных связей между белком и ДНК.
В структуре комплекса есть 4 водородных связи
между фосфатами ДНК-мишени и остатками
Asn497, Arg661, Gln695 и Gln926. Скрининг биб-
лиотеки, содержащей варианты с заменой четы-
рех этих остатков на Ala во всех возможных ком-
бинациях, привел к обнаружению высокоспеци-
фичных вариантов: R661A Q695A Q926A и N497A
R661A Q695A Q926A (SpCas9-HF1) [70]. Частоты
нецелевых мутаций, индуцированных SpCas9-
HF1, в 34 из 36 предсказанных неадресных сай-
тов были статистически неотличимы от фоново-
го уровня.

Первоначально предполагали, что замена
остатков, находящихся на ДНК-белковом интер-
фейсе, приводит в целом к снижению аффинно-
сти связывания Cas9 с ДНК. Однако более деталь-
ные исследования с использованием динамическо-
го ферстеровского резонансного переноса энергии
не подтвердили эту гипотезу [71]. Оказалось, что
повышение специфичности связано с механиз-
мом “конформационной коррекции” (conforma-
tional proofreading) в ходе последовательных из-
менений пространственной ориентации доменов
REC3 (англ. RECognition domain 3; узнающий до-
мен-3), REC2 и HNH при связывании фермента с
субстратом (рис. 3). Домен REC3 действует как
аллостерический эффектор, который узнает гете-
родуплекс РНК/ДНК, чтобы обеспечить актива-
цию нуклеазного домена HNH, а домен REC2
препятствует доступу каталитических остатков к
гидролизуемым фосфодиэфирным связям при
наличии мисматчей [16, 71]. На основе этих экс-
периментов был сконструирован вариант
HypaCas9 (N692A M694A Q695A H698A) с мута-
циями в домене REC3, более специфичный по
сравнению даже с eSpCas(1.1) и SpCas9-HF1 при
схожей эффективности [71]. Другой вариант, Su-
perFi-Cas9 (Y1010D Y1013D Y1016D V1018D
R1019D Q1027D K1031D), в котором все амино-
кислотные остатки, стабилизирующие комплекс
с мисматчем, заменены на Asp, показал 500-крат-
ное повышение специфичности in vitro [16], но
действие его в клетках пока не исследовано.

Помимо рационального дизайна, неоднократ-
но делались попытки получения улучшенных ва-
риантов белка Cas9 методами направленной эво-
люции (табл. 1). Для этого создано несколько си-
стем селекции in vivo с одновременным отбором
на адресную инактивацию токсичного гена и от-

сутствие неадресной инактивации геномного ло-
куса. Одна из первых таких успешных систем на
основе клеток дрожжей позволяет одновременно
оценивать как адресную, так и неадресную актив-
ность Cas9 [72]. Скрининг библиотеки вариантов
Cas9 со случайными мутациями в домене REC3
выявил варианты, повышающие точность редак-
тирования при сохранении его эффективности.
По своей точности наилучший из них фермент ‒
evoCas9 (M495V Y515N K526E R661Q) ‒ превы-
шает как белок дикого типа, так и рационально
сконструированные варианты Cas9 (в среднем
4-кратное улучшение по сравнению с eSpCas и
SpCas9-HF1), сохраняя при этом адресную ак-
тивность, близкую к белку дикого типа [72].
В другой системе, основанной на селекции в
клетках Escherichia coli, был получен вариант
Sniper-Cas9 (F539S M763I K890N), который пока-
зал высокую специфичность без уменьшения це-
левой активности в клетках человека [73]. По
сравнению с eSpCas9(1.1), SpCas9-HF1, evoCas9 и
HypaCas9 фермент Sniper-Cas9 проявлял самую
высокую специфичность в 10 из 12 сайтов клеток
HEK-293T и HeLa. Похожий метод селекции в
E. coli позволил получить вариант HiFi Cas9
(R691A), который по сравнению с другими улуч-
шенными вариантами показывал наивысшую ак-
тивность в первичных гемопоэтических клетках
человека при использовании в виде предсфор-
мированных RNP [74]. Повышенная точность
SpCas9-HF1, HypaCas9 и HiFi Cas9 в клетках мо-
жет быть обусловлена тем, что у этих эндонуклеаз
резко снижена способность образовывать двухце-
почечный разрыв, отчего они частично действуют
как никазы [75].

В отличие от протоспейсера, узнавание PAM
основано не на принципе комплементарности, а
исключительно на взаимодействии обоих основа-
ний G в последовательности NGG ДНК с амино-
кислотными остатками белка [59]. Попытки мо-
дифицировать узнавание PAM белком Cas9 в ос-
новном были направлены на расширение набора
PAM-последовательностей, а не на повышение
точности узнавания PAM. Любопытно, что неко-
торые полученные методом направленной эво-
люции варианты со множественными аминокис-
лотными заменами (xCas9), узнающие PAM NG,
NNG, GAA, GAT и CAA (xCas9-3.6 E108G S217A
A262T S409I E480K E543D M694I E1219V и xCas9-3.7
A262T R324L S409I E480K E543D M694I E1219V),
дополнительно проявляли и в 10–100 раз более
высокую специфичность к мишени в клеточных
линиях HEK-293T и U2OS [20].

ТОЧНОСТЬ НУКЛЕАЗ Cas 
ИЗ ДРУГИХ ВИДОВ БАКТЕРИЙ

Помимо SpCas9, достаточно детально иссле-
дованы некоторые РНК-адресуемые CRISPR-ас-
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социированные эндонуклеазы из других микро-
организмов, принадлежащих к различным ти-
пам системы CRISPR. В числе этих ферментов
удалось обнаружить нуклеазы с высокой специ-
фичностью и с расширенным спектром РАМ.
В пределах системы CRISPR типа II интерес для
практического геномного редактирования пред-
ставляют ферменты из Staphylococcus aureus
(SaCas9), Francisella novicida (FnCas9) и Neisseria
meningitidis (NmCas9). SaCas9 привлекает не-
большим размером (примерно на 25% короче,
чем SpCas9) и повышенным в сравнении с SpCas9
числом оборотов в каталитической реакции
[76, 77]. Специфичность действия SaCas9 в клет-
ках человека зависит от длины gРНК: она не-
сколько ниже, чем у SpCas9, с оптимальной для
активности gРНК (21–23 н.), но при укорочении
gРНК до 20 н. значительно повышается из-за сни-
жения толерантности к мисматчам [76, 78‒80].
Методами рационального дизайна были получены
варианты SaCas9 с повышенной точностью, ана-
логичные SpCas9-HF1 [81]. Активность FnCas9 со-
ставляет ~70% активности SpCas9, а специфич-
ность в несколько раз выше [82, 83]. Однако по
неясным до конца причинам фермент FnCas9
весьма чувствителен к структуре хроматина и не-
активен по многим локусам в геноме человека [82].
Несколько меньшая активность и заметно более
высокая точность по сравнению с SpCas9 харак-
терна и для NmCas9 [84, 85].

Большой интерес вызывают также белки
Cas12a (Cpf1) ‒ представители CRISPR-систем
типа V (рис. 1б). В отличие от Cas9, они содержат
только RuvC-подобный домен и для проявления
эндонуклеазной активности требуют только до-
статочно короткой crРНК (~42 н.), причем длина
протоспейсера составляет 23‒24 н. [86]. PAM на-
ходится с 5'-стороны от протоспейсера и имеет
последовательность (Т)2–3N, а гидролиз дцДНК
происходит по фосфодиэфирным связям между
нуклеотидами 23–24 адресуемой цепи (считая от
PAM) и 18–19 неадресуемой цепи, образуя лип-
кие концы. Многие ферменты Cas12a неактивны
при синтезе в клетках млекопитающих, хотя
представители этого класса из Acidaminococcus sp.
(AsCas12a) и Lachnospiraceae (LbCas12a) проявля-
ют нуклеазную активность [86]. В клеточных ли-
ниях U2OS и HEK293 эффективность AsCas12a и
LbCas12a была сравнима с таковой для Cas9, при
этом 17 из 20 crРНК в сочетании с AsCas12a и 12 из
20 в случае LbCas12a не индуцировали неадрес-
ных мутаций [87, 88]. Специфичность к РАМ у
AsCas12a выше, чем у LbCas12a. Систематиче-
ский анализ мисматчей gРНК выявил, что систе-
ма частично толерантна к единичным несоответ-
ствиям последовательности ДНК-мишени, но
уже два мисматча практически полностью подав-
ляют ее активность [87].

ВЛИЯНИЕ СТРУКТУРЫ НАПРАВЛЯЮЩЕЙ 
РНК НА ТОЧНОСТЬ РЕДАКТИРОВАНИЯ

Дизайн РНК-компонента системы CRISPR/
Cas9 также вносит заметный вклад в точность ге-
номного редактирования. Так, специфичность
редактирования значительно увеличивается при
присоединении двух G на 5′-конец sgРНК (GG-
X20): в клетках миелоидного лейкоза K562 sgРНК
стандартного дизайна проявляла неадресную ак-
тивность по всем 7 тестируемым сайтам, а sgРНК
GG-X20 ‒ только по одному [13]. Сходное дей-
ствие оказывает добавление структурированных
участков, например G-квадруплексов, на 3′-ко-
нец sgРНК [89]. Укорочение sgРНК на 1–3 нук-
леотида повышает специфичность, увеличивая
чувствительность к мисматчам, и при этом незна-
чительно снижает активность Cas9 [12, 90]. Для
эффективного функционирования комплекса
Cas9–sgРНК в клетках человека длина адресую-
щей части РНК должна составлять минимум 17 н.:
при этой длине ни активность системы, измерен-
ная в процентах измененных клеток, ни соотно-
шение HDR : NHEJ не отличаются от таковых для
полноразмерной sgРНК (20 н.) [90]. В целом, уко-
роченные sgРНК могут увеличивать специфич-
ность системы более чем на три порядка в клетках
человека [15, 90, 91] и дрожжей [92]. Интересно,
что в системе in vitro из нескольких олигонуклео-
тидных библиотек sgРНК и ДНК-мишеней уко-
роченные sgРНК (17–18 н.) и полноразмерная
sgРНК (20 н.) обладают сходными профилями
специфичности к мишеням [92]. Таким образом,
структура хроматина, вероятно, также играет
роль в точности редактирования. При использо-
вании комбинации tracrРНК и синтетической
crРНК вместо sgРНК наблюдаемый уровень не-
адресных изменений в клеточных линиях K562 и
HeLa был низким [13].

Введение химических модификаций в РНК
(рис. 4) также может влиять на активность и спе-
цифичности системы CRISPR/Cas9. Первые ра-
боты в этом направлении имели своей целью по-
высить устойчивость gРНК к внутриклеточным
нуклеазам. Например, редактирование линии
клеток K562 с использованием sgРНК, в которой
три 5'-концевых и три 3'-концевых позиции нес-
ли нуклеотиды, содержащие 2'-O-метил-3'-тио-
фосфат или 2'-O-метил-3'-тиофосфоноацетат,
происходило значительно эффективнее, чем с
немодифицированной sgРНК, хотя неадресная
активность CRISPR-системы была немного вы-
ше [93]. Специфичность при этом возрастала в
несколько раз, если Cas9 вводили в клетки не в
виде экспрессионной плазмиды, а как рекомби-
нантный фермент в комплексе с sgРНК. Анало-
гичную стратегию использовали для системы
crРНК/tracrРНК, в которой комбинированная
модификация crРНК по ряду критических пози-
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ций остатками 2'-фтор-, 2'-O-метил- и закрытых
(2'–4'-мостиковых) нуклеотидов позволила в не-
сколько раз увеличить и активность, и специфич-
ность редактирования в клетках HEK-293T [94].
Внедрение мостиковых нуклеиновых кислот в
структуру gРНК снижает неадресную активность
за счет ускорения динамических переходов между
открытой и закрытой конформациями гетеродуп-
лексов с мисматчами [95].

Много внимания было уделено редактирова-
нию при помощи гибридных направляющих нук-
леиновых кислот, в которых сочетались остатки
рибо- и дезоксирибонуклеотидов, что также поз-
воляло повысить специфичность узнавания ми-
шеней за счет меньшей энергии взаимодействия в
парах dNMP:dNMP по сравнению с rNMP:dNMP
[96‒98]. Одновременное использование несколь-
ких типов модификаций в разных позициях, как
правило, позволяет повысить эффективность ре-
дактирования за счет синергичных эффектов [98].
Разработка системы скрининга активных хими-
чески модифицированных crРНК и tracrРНК в
совокупности с рациональным дизайном сайтов
модификации с сохранением контактирующих с
белком 2′-OH-групп в структуре комплекса Cas9–
РНК–ДНК привела к созданию высокомодифи-
цированных “улучшенных” (enhanced) sgРНК
(e-sgРНК), в которых более половины всех рибо-

нуклеотидов заменены на 2'-фтор, 2'-O-метил-
или тиофосфатные производные [99, 100]. Такие
e-sgРНК были успешно применены для редакти-
рования гена Pcsk9 у мышей [99].

ВЛИЯНИЕ СИСТЕМ ДОСТАВКИ НА 
ТОЧНОСТЬ РЕДАКТИРОВАНИЯ

Для нокаута генов в эукариотическом геноме
методом CRISPR/Cas9 в клетку необходимо до-
ставить два компонента системы: Cas9 и sgРНК
(либо Cas9, crРНК и tracrРНК). Для точной заме-
ны путем HDR дополнительно необходим донор
для рекомбинации. Доставка компонентов воз-
можна в виде кодирующей ДНК, РНК (мРНК
Cas9 и sgРНК) либо рекомбинантного белка и
РНК, синтезированной химическим или фермен-
тативным способом.

В первых работах по редактированию генома
клеток человека упор был сделан на кодирующие
ДНК-конструкции, поскольку гомогенность син-
тетической РНК была недостаточной. Стандарт-
ные методы трансфекции до сих пор работают
вполне удовлетворительно для решения многих
исследовательских задач, однако для потенциаль-
ных терапевтических приложений и скрининга
РНК-библиотек разработаны специализирован-
ные векторы на основе лентивирусов, аденовиру-

Рис. 4. Некоторые модификации, вносимые в структуру gРНК. а ‒ 2'-O-метилрибонуклеотиды; б ‒ 2'-O-метилрибо-
нуклеотиды с 3'-тиофосфатной связью; в ‒ 2'-O-метилрибонуклеотиды с 3'-тиофосфонацетатной связью; г ‒ 2'-фтор-
нуклеотиды; д ‒ 2'-4'-мостиковые нуклеотиды; е ‒ 2'-дезоксирибонуклеотиды.
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сов и аденоассоциированных вирусов [101, 102].
Вне зависимости от способа трансфекции достав-
ка внутрь клетки плазмид, кодирующих Cas9 и
РНК, зачастую ведет к полной или частичной ин-
теграции плазмидной ДНК в геном хозяина по
целевому или нецелевым сайтам [103, 104]. Кроме
того, продукция элементов системы с плазмид-
ной матрицы поддерживается в течение несколь-
ких суток, что повышает вероятность внесения в
геном неадресных изменений [103]. Вследствие
этого внутриклеточная доставка векторов, коди-
рующих элементы системы CRISPR/Cas9, на се-
годня считается неприемлемой для терапевтиче-
ского использования, а организмы, созданные с
ее помощью, законодательством большинства
стран рассматриваются как генетически модифи-
цированные.

Усовершенствование методов синтеза РНК
позволило непосредственно доставлять в клетку
мРНК Cas9 и нужную sgРНК [103, 105]. Точность
редактирования при таком способе доставки как
минимум не уступает точности при доставке ко-
дирующих конструкций [106, 107]. Замечено, что
при этом совместная доставка мРНК Cas9 и не-
модифицированной sgРНК дает невысокую ча-
стоту событий редактирования, но химические
модификации sgРНК позволяют в несколько раз
увеличить как эффективность, так и специфич-
ность [93].

Доставка в клетку готового RNP, сформиро-
ванного из рекомбинантного белка Cas9 и нуж-
ной sgРНК, стала очень популярна из-за хороших
показателей эффективности и специфичности
редактирования. Так, электропорация или липо-
фекция комплекса RNP в клетки человека позво-
ляет повысить специфичность редактирования
примерно на порядок по сравнению с трансфек-
цией экспрессирующими плазмидами [103, 105,
108]. Высокая специфичность, по всей вероятно-
сти, связана с тем, что время существования RNP
в клетке составляет часы, в то время как экспрес-
сия плазмидных генов может продолжаться не-
сколько суток. Из менее стандартных подходов
можно упомянуть метод доставки RNP в виде
конъюгата с интернализуемыми пептидами раз-
нообразной структуры, способными проникать в
клетку по разным зависимым и независимым от
эндоцитоза механизмам [109]. При конъюгации
таких пептидов с Cas9 через тиоэфирную связь
обработка клеток RNP позволяла достичь эффек-
тивности редактирования 3‒16% для разных кле-
точных линий, а специфичность по сравнению с
плазмидным контролем повышалась в 2.2–4.1 ра-
за [110]. Наконец, весьма многообещающей ока-
залась доставка с помощью золотых наночастиц,
конъюгированных с ДНК и покрытых катионным
полимером поли-{N-[N-(2-аминоэтил)-2-амино-
этил]аспартамидом}, способствующим интерна-
лизации [111]. Эффективность HDR на панели

трансформированных и первичных клеток чело-
века и мыши составила 3–6%, а in vivo на мыши-
ной модели миодистрофии Дюшенна при внут-
римышечном введении удалось достичь эффек-
тивности редактирования ~5.4% для гена в
мышечных клетках при неадресных событиях ре-
дактирования по 21 вероятному сайту в диапазоне
0.005–0.2% [111].

УСЛОВИЯ ВНУТРИКЛЕТОЧНОЙ 
ЭКСПРЕССИИ КОМПОНЕНТОВ

СИСТЕМЫ CRISPR/Cas9
Длительное присутствие компонентов системы

CRISPR/Cas9 внутри клеток и их высокая кон-
центрация способствуют неадресному редакти-
рованию. Одной из первых идей для достижения
оптимального соотношения между эффективно-
стью и специфичностью системы стало примене-
ние индуцируемых промоторов для экспрессии
Cas9 (iCas9) [112‒114]. Для строгой проверки спе-
цифичности одной из таких систем на панели че-
ловеческих клеток (293T, HeLa и SK-BR-3) было
исследовано редактирование системой iCas9 с
sgРНК (полностью комплементарных или с
мисматчем), нацеленными на гены KDM5C, EMX1
и VEGFA. По сравнению с нерегулируемой про-
дукцией индуцированная экспрессия Cas9 при-
водила к задержке редактирования не полностью
комплементарных мишеней на несколько десят-
ков часов, в то время как кинетика редактирова-
ния точных мишеней была сходна для обоих спо-
собов экспрессии, а процент неадресных измене-
ний для всех локусов снижался на порядок и
более [114]. В лабораторных исследованиях ока-
зался полезным подход со стабильной интеграци-
ей гена белка Cas9 в хромосому под контролем ин-
дуцируемого промотора, что далее позволяет про-
водить модификации с доставкой лишь sgРНК и,
при необходимости, донора для рекомбинации
[112, 115]. При реализации такой схемы в плюри-
потентных стволовых клетках человека уровень
модификации по неадресным сайтам был ниже
порога детекции [112].

Внутриклеточную активность Cas9 можно
контролировать и на посттрансляционном уров-
не, например, ограничивая время существования
активного фермента. Так, в системе split-Cas9
С- и N-концевой домены нуклеазы синтезируются
раздельно в виде химерных полипептидов с белком
FKBP и FRB-доменом белка mTOR, которые могут
димеризоваться в присутствии рапамицина [116].
Однако самопроизвольная димеризация Cas9 не
позволяет полностью свести на нет активность
такого комплекса, хотя удалось снизить неадрес-
ную модификацию до уровня 4–20% от Cas9 [116].
Использование в аналогичной системе N- и
C-концевого фрагментов Cas9, соединенных с
фотодимеризуемыми Magnet-доменами, полу-
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ченными из фоторецептора VVD Neurospora, поз-
волило снизить фоновый уровень событий редак-
тирования до недетектируемого [117]. В качестве
еще одного метода посттрансляционного контро-
ля в последовательность Cas9 включали 4-гид-
рокситамоксифензависимый интеин ‒ домен,
способный в определенных условиях катализиро-
вать собственное удаление из белка [118]. При ре-
дактировании локусов EMX, VEGFA и CLTA в
культуре клеток HEK293 в присутствии индукто-
ра эффективность была сравнима с таковой для
Сas9, а специфичность увеличена в 25 раз [118].

Ограничить активность Cas9 можно за счет
экспрессии вместе с двумя sgРНК: нацеленной на
заданный локус и направленной против самого
Cas9. Таким способом удалось значительно со-
кратить период активной экспрессии Cas9 и по-
высить специфичность редактирования в 4.0–
7.5 раз [119, 120]. Наконец, при введении замен пу-
тем HDR можно включить в состав донора генети-
ческого материала фенотипически нейтральную
замену, которая в случае удачной рекомбинации
ликвидирует PAM или изменяет затравочную по-
следовательность, гибридизующуюся с gРНК. Та-
кой подход позволил увеличить точность редак-
тирования локусов APP и PSEN1 в индуцирован-
ных плюрипотентных стволовых клетках и в
линии HEK293 в 2–10 раз [121, 122].

Наконец, в связи с сопряжением механизмов
репарации двухцепочечных разрывов с фазами
клеточного цикла рассматривают возможность
его синхронизации с редактированием. В каче-
стве основной системы доставки в этом случае
предпочтителен RNP, так как его действие начи-
нается сразу после введения в клетки. При транс-
фекции RNP синхронизация клеток HEK-293T,
первичных фибробластов человека и эмбрио-
нальных стволовых клеток человека нокодазолом
на границе фаз G2/M повышала частоту событий
HDR примерно в 3 раза, а уровень неадресных со-
бытий, определенных полногеномным секвени-
рованием, не превышал фонового [123]. При ре-
дактировании гетерозиготных мутаций в зиготе
человека введение RNP и ДНК-донора рекомби-
нации в S-фазе позволяло добиться преимуще-
ственного использования экзогенной ДНК, а не
хромосомной копии как матрицы для рекомби-
нации [124].

Таким образом, в настоящее время активно
исследуют несколько разных путей повышения
точности геномного редактирования, основанно-
го на комплементарной адресации, то есть в боль-
шинстве случаев ‒ на системе CRISPR/Cas9.
Позволит ли какой-то из этих путей или какая-
либо их комбинация достичь точности, приемле-
мой для терапевтического применения геномно-
го редактирования, ‒ вопрос, который зависит не
только от манипуляций с системами редактиро-

вания, но и от точности методов определения не-
целевых событий. Современные методы высоко-
производительного секвенирования позволяют
детектировать небольшие изменения в геноме
лучше, чем крупные перестройки, и дискуссии о
вероятности крупных перестроек как нецелевых
событий редактирования не утихают до сих пор
[125‒127]. Ситуация, возможно, изменится с мас-
совым внедрением нанопорного секвенирова-
ния, которое дает гораздо более длинные участки
прочтения. В любом случае приемлемая безопас-
ность технологии при применении in vivo может
быть достигнута только при уровне неадресных
изменений (причем для любой gРНК), сравни-
мом с фоновым уровнем соматического мутаге-
неза. Общепринятое значение точности реплика-
ции в нераковых клетках человека в культуре со-
ставляет ~10−10 мутаций на пару нуклеотидов на
одно клеточное деление [1], что достаточно хоро-
шо совпадает с недавно полученными оценками в
экспериментах по секвенированию единичных
клеток клональных линий из разных тканей
[128‒130]. Такая точность остается пока недости-
жимой даже для “сверхточных” вариантов Cas9.
Для терапевтических манипуляций ex vivo (на-
пример, при редактировании с последующей
аутотрансплантацией) точность действия систе-
мы редактирования может быть несколько ниже,
но это компенсируется необходимостью полно-
геномного секвенирования для поиска клонов,
содержащих только адресные мутации, и чем ни-
же точность системы, тем больше нужно попыток
секвенирования. В целом, повышение точности
останется в ближайшие годы одним из главных
направлений исследований в области геномного
редактирования.
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Mechanism of the CRISPR/Cas9 System Specificity
in Genome Editing
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The recently discovered CRISPR/Cas9 system based on the action of complementary targeted nucleases and
originally intended to protect bacteria from foreign genetic elements has become a convenient tool for manip-
ulating the genomes of living cells. The CRISPR/Cas9 genomic editing technology has moved beyond the
laboratory and is already finding application in biotechnology and agriculture. However, the use of this method
for editing human cells for medical purposes is limited by CRISPR/Cas9 system off-target activity, which can
lead to oncogenic mutations. Therefore, many studies aim to develop variants of the CRISPR/Cas9 system
with improved accuracy. The review highlights the mechanisms of precise and erroneous action of the
RNA-guided nuclease Cas9, natural and artificially created variants of RNA-targeted nucleases, possibilities
to modulate their specificity through guide RNA modifications, and other approaches to increase the accu-
racy of the CRISPR/Cas9 system in genome editing.

Keywords: genome editing, CRISPR/Cas9, Cas9 protein, enzyme specificity, protein engineering, muta-
tions, non-target effects
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