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ВВЕДЕНИЕ

Геномное редактирование CRISPR/Cas – одна 
из наиболее востребованных технологий направ-
ленного изменения генома и эпигенома млекопи-
тающих. Благодаря своей простоте, доступности, 

точности, высокой эффективности и огромному 
потенциалу, эта технология активно используется 
для решения различных задач фундаментальной 
биологии, биотехнологии, медицины и сельского 
хозяйства. С помощью геномного редактирования 

DOI: 10.31857/S0026898424040013, EDN: INFPUZ

Современные технологии генной инженерии, такие как редакторы оснований и праймированное 
редактирование, зарекомендовали себя как эффективные и надежные инструменты редактирования 
геномов, которые не требуют внесения двухцепочечных разрывов в  молекулу ДНК и  наличия 
донорских матриц. Появившись относительно недавно, эти технологии получили быстрое признание 
благодаря своей точности, простоте и  возможностям мультиплексирования. В  представленном 
обзоре суммированы новые данные об этих технологиях, их архитектуре и методах конструирования 
редакторов, специфичности, эффективности, универсальности. Обсуждаются преимущества, 
недостатки и  перспективы использования редакторов в  фундаментальных и  прикладных 
исследованиях. Сведения, приведенные в  обзоре, могут быть востребованы для планирования 
исследований по геномному редактированию и анализа их результатов в ходе решения различных 
задач фундаментальной биологии, биотехнологии, медицины и сельского хозяйства.
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ОБЗОРЫ

Сокращения: ABE – редактор оснований A→G; BE – редак-
тор оснований (Base Editor); BER – эксцизионная репара-
ция оснований (Base Excision Repair); Cas – CRISPR-ассо-
циированная нуклеаза; CBE – редактор оснований C→T; 
CGBE – редактор оснований C→G; CRISPR – короткие 
палиндромные повторы, разделенные уникальными по-
следовательностями-спейсерами; crРНК – направляющая 
РНК (crispr RNA); dCas – мутантная форма нуклеазы Cas, 
лишенная ферментативной активности в обоих каталити-
ческих доменах (dead или deactivated); DdCBE – редактор 
для замены пары C•G на T•A в дцДНК; EXO1 – экзону-
клеаза 1; FEN1 – flap-специфичная эндонуклеаза 1; flap – 
отделенный от основной цепи ДНК “болтающийся/свиса-
ющий” олигонуклеотид; HDR – гомологичная рекомбина-
ция (Homologous Recombination); HNH – каталитический 
домен нуклеазы Cas9, вносящий одноцепочечный разрыв 
в целевой участок ДНК и связывающийся со спейсером 
crРНК; MLH1dn  – белок-репрессор MMR-репарации; 

M–MLV RT  – обратная транскриптаза вируса лейкоза 
мышей Молони; MMR – репарация неспаренных нукле-
отидов (Mismatch Repair); nCas – мутантная форма нукле-
азы Cas, способная разрезать только одну из цепей ДНК 
(nickase); NHEJ – негомологичное соединение концов ДНК 
(Nonhomologous DNA End Joining); NLS – последователь-
ность ядерной локализации; PAM – смежный протоспей-
серный мотив (Protospacer Adjacent Motif); PE – прайми-
рованное редактирование (Prime Editing); PFS – последо-
вательность нуклеотидов, фланкирующая протоспейсер 
(Protospacer Flanking Sequence); RT – обратная транскрип-
таза; RuvC – каталитический домен нуклеазы Cas9, вно-
сящий одноцепочечный разрыв в  целевой участок ДНК 
(протоспейсер); tracrРНК  – транс-активирующая РНК 
(trans-activating RNA); UGI – ингибитор урацил-ДНК-гли-
козилазы; UNG – урацил-ДНК-гликозилаза; гРНК – ги-
довая РНК (sgRNA – single-guide RNA); ДЦР – двухцепо-
чечные разрывы.
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можно изучать функции генов млекопитающих, 
создавать модели генетических заболеваний и раз-
рабатывать подходы к их коррекции, улучшать зна-
чимые для сельского хозяйства виды. Вместе с тем, 
технология CRISPR/Cas не лишена таких недо-
статков, как относительно высокая вероятность 
образования нецелевых мутаций, зависимость эф-
фективности редактирования целевых участков 
от геномного контекста и  структуры хроматина, 
низкая эффективность гомологичной рекомбина-
ции (HDR) и доставки компонентов CRISPR/Cas 
в клетки. Одним из ключевых этапов CRISPR/Cas 
является целенаправленная индукция сайт-специ-
фических двухцепочечных разрывов (ДЦР) в ДНК, 
что приводит к серьезным повреждениям клетки. 
ДЦР могут быть причиной потери сегментов хро-
мосом и хромосомных перестроек, вызывать ги-
бель клеток или возникновение злокачественных 
новообразований. Для повышения эффективности 
и  безопасности редактирования разрабатывают-
ся новые усовершенствованные версии CRISPR/
Cas. Так, в  последние годы появились альтерна-
тивные версии редактирования геномов, которые 
не требуют введения ДЦР. К ним относятся новые 
стратегии редактирования оснований и прайми-
рованного редактирования, получившие быстрое 
признание благодаря своей точности, простоте 
и возможностям мультиплексирования. Эти под-
ходы основаны на применении химерных белков, 
состоящих из модифицированного белка Cas, не 
способного вносить ДЦР в  ДНК, и  ковалентно 
связанных с ним ферментов – нуклеозиддезами-
назы (редактирование оснований) или обратной 
транскриптазы вируса лейкоза мышей Молони 
(M–MLV RT) (праймированное редактирование). 
В этих технологиях не используются синтетические 
экзогенные донорные молекулы ДНК и дополни-
тельные экзогенные/эндогенные белковые факто-
ры. В настоящем обзоре обобщены современные 
знания о  редактировании оснований и  прайми-
рованном редактировании: описаны общие прин-
ципы конструирования редакторов, суммированы 
сведения об их архитектуре, специфичности, эф-
фективности, универсальности. Обсуждаются пре-
имущества, недостатки и перспективы использо-
вания этих редакторов в фундаментальных и при-
кладных исследованиях.

РЕДАКТИРОВАНИЕ ОСНОВАНИЙ

Редактирование оснований – это способ пря-
мого изменения последовательности нуклеотидов 
целевого участка генома. Редактирование прово-
дится путем дезаминирования гетероциклического 
основания в ДНК без введения ДЦР, HDR, в от-
сутствие донорской матрицы и дополнительных 
экзогенных/эндогенных белковых факторов. Ос-
новными составляющими единицами редакторов 
оснований (ВЕ) являются нуклеозиддезаминаза, 

каталитически неактивная Cas-нуклеаза и  РНК, 
направляющая комплекс к  целевому локусу для 
преобразования пар оснований. Точечные мута-
ции могут быть внесены как в ДНК, так и в транс-
крипты РНК. В последнем случае происходит пря-
мое редактирование патогенных транскриптов без 
изменения генетической информации. Поскольку 
редактирование РНК носит временный характер, 
в геномной ДНК не возникнут побочные продукты 
или нежелательные мутации, которые могут быть 
переданы дочерним клеткам во время митоза. Та-
кой подход перспективен для лечения заболеваний, 
не имеющих генетического происхождения, и ими-
тации генетических вариантов, которые обеспечи-
вают преимущества для организма [1].

ТРАНСВЕРСИЯ ЦИТИДИНА В ТИМИДИН

Первыми редакторами оснований стали ВЕ, 
обеспечивающие направленное введение замен 
C→T, поскольку природные цитидиндезаминазы, 
входящие в  суперсемейство APOBEC/AID, спо-
собны на уровне РНК или ДНК дезаминировать C 
до U, имеющего такие же комплементарные свой-
ства, как и T. Первыми охарактеризованными чле-
нами этого суперсемейства стали белки APOBEC1 
и AID. Белок APOBEC1 является каталитической 
субъединицей ферментного комплекса, редакти-
рующего мРНК аполипопротеина B. Фермент AID 
играет ключевую роль в соматическом гипермута-
генезе и рекомбинации генов иммуноглобулинов 
в В-клетках при переключении классов антител. 
Также в суперсемейство входит группа цитидин-
дезаминаз APOBEC3 Homo sapiens (hA3), которые 
инактивируют геномы патогенных ретровиру-
сов, таких как вирус иммунодефицита человека, 
с помощью случайных мутаций  [2–4]. Цитидин-
дезаминазы суперсемейства APOBEC/AID силь-
но различаются по активности дезаминирования 
и  предпочтениям в  отношении нуклеотидного 
окружения мишени. Например, APOBEC1 Rattus 
norvegicus (rAPO1) выбирает ближайших соседей 
в  следующем порядке: TC≥CC≥AC>GC  [5]. Все 
семь дезаминаз группы hA3, несмотря на их струк-
турное сходство, сильно различаются активностью 
дезаминирования и предпочтениями в отношении 
ДНК-субстрата [6–11]. На базе цитидиндезаминаз 
суперсемейства APOBEC/AID почти одновремен-
но были разработаны три разных ВЕ, которые па-
раллельно прошли схожие пути усовершенствова-
ния. Первые ВЕ были сконструированы на основе 
природной rAPO1 и названы редакторами цитиди-
новых оснований (CBE) [5]. На основе ферментов, 
дезаминирующих ДНК, разработаны редакторы 
Target-AID и TAM. В Target-AID задействован ор-
толог AID – цитидиндезаминаза Petromyzon marinus 
CDA1 (PmCDA1), объединенная с N-концом ката-
литической субъединицы dCas или nCas (d/nCas), 
ингибитором урацил-ДНК-гликозилазы (UGI) 
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и гРНК [12]. Редактор TAM сконструирован с ис-
пользованием цитидиндезаминазы AID, гибриди-
зированной с d/nCas и гРНК, а также при участии 
UGI [13]. Все три ВЕ обладают не только высокой 
эффективностью, но и такими формами индиви-
дуальной специфичности, как температурная чув-
ствительность, размер окна активности, предпо-
чтение нуклеотидной последовательности прото-
спейсера. Эти различия предполагают, что разные 
редакторы должны дополнять друг друга и обеспе-
чивать возможность выбора [14].

Рассмотрим механизм функционирования пер-
вого редактора – CBE [5]. СВЕ первого поколения 
получен путем гибридизации цитидиндезаминазы 
rAPO1 с  N-концом неактивной нуклеазы dCas9, 
содержащей мутации, препятствующие образо-
ванию ДЦР в ДНК [5]. CBE1 дезаминирует C до 
U, который затем заменяется на T (рис. 1). Одна-
ко в  технологии CBE1 есть нюанс, снижающий 

эффективность редактирования – это работа ура-
цил-ДНК-гликозилазы (UNG). В нормальных ус-
ловиях эксцизионная репарация оснований (BER) 
является первичным ответом клетки на несоответ-
ствие пары G•U, который инициируется выреза-
нием U с помощью UNG для предотвращения на-
копления мутаций в результате спонтанного окис-
лительного дезаминирования C [15]. В процессе 
редактирования оснований промежуточная пара 
G•U может репарироваться клеточной системой 
BER с  образованием исходной пары G•C. Поэ-
тому, чтобы защитить урацил, входящий в неком-
плементарную пару G•U, от удаления с  помо-
щью UNG, CBE1 модифицировали, присоединив 
83-аминокислотный UGI к  С-концу комплекса 
rAPO1-dCas9  [5] (рис.  1). UGI включены также 
в Target-AID и TAM [12, 13]. В этой новой версии 
CBE2 урацил не удаляется путем BER с участием 
UNG, что существенно повышает эффективность 
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Рис. 1. Схематичное изображение функционирования CBE, осуществляющих трансверсию цитидина в тимидин 
(C→T); ABE, осуществляющих трансверсию аденозина в гуанозин (A→G); CGBE, осуществляющих трансверсию 
цитидина в гуанозин (C→G).
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редактирования C→T. Для дальнейшего повыше-
ния эффективности редактирования разработана 
версия CBE3, в которой вместо неактивной нукле-
азы dCas9 используется nCas9 (альтернативное на-
звание D10A) [5]. В этом случае разрыв происходит 
в паре G•U недезаминированной (G-содержащей) 
цепи ДНК. Разрыв стимулирует использование де-
заминированной (U-содержащей) цепи в качестве 
матрицы для репарации с переходом в промежу-
точное состояние с  парой A•U, которая в  ито-
ге преобразуется в  A•T  [16]. Эта модификация, 
а также присоединение второго домена UGI (мо-
дификация CBE4) и белка Gam бактериофага Mu, 
который, как известно, защищает концы ДЦР от 
деградации, дополнительно повысило эффектив-
ность редактирования C (рис. 1) [17]. Дальнейшее 
усовершенствование ВЕ осуществлено в  версии 
CBE4max путем модификации последовательно-
сти ядерной локализации (NLS) и оптимизации 
кодонов [18].

Доступный для дезаминазы участок оцДНК-ми-
шени в пределах протоспейсера R-петли, называе-
мый “окном редактирования/активности”, остает-
ся критичным звеном целевого редактирования ос-
нований. Классическое окно составляет примерно 
5 из 20 п. н. всего протоспейсера. Это означает, что 
для дезаминирования доступен только C, локали-
зованный между позициями 4 и 8, при этом PAM 
соответствует положениям с 21 по 23 (рис. 1) [5]. 
Расширение окна активности считается одним 
из направлений повышения эффективности ре-
дактирования. При этом, если в окне активности 
или в  непосредственном окружении присутству-
ют несколько нуклеотидов-мишеней, то они мо-
гут подвергнуться сопутствующей нежелательной 
трансверсии. В связи с этим необходимо учитывать 
оба направления корректировки размера окна ак-
тивности и выбирать оптимальный в зависимости 
от последовательности протоспейсера в  каждом 
эксперименте. На окно активности может влиять 
ряд факторов, например, рядом с целевой после-
довательностью должен находиться подходящий 
PAM. Так, ВЕ, в которых задействованы d/nCas9 
Streptococcus pyogenes (d/nSpCas9), ограничены ре-
дактированием геномных локусов, содержащих 
NGG PAM. Для расширения возможностей ре-
дактирования разработаны ВЕ, содержащие орто-
логи d/nCas9, распознающие PAM, отличные от 
NGG, окно активности которых смещается или 
расширяется до целевых оснований. В  против-
ном случае эти основания становятся недоступ-
ными из-за отсутствия оптимального PAM. Вари-
анты ВЕ, созданные на основе разных ортологов 
SpCas9, подробно рассмотрены [14, 19], сопостав-
лены их активности и размеры окон редактирова-
ния. Важно отметить, что у редактора оснований 
Staphylococcus aureus окно редактирования шире, 
чем у S. pyogenes, а именно позиции 3–12, что по-
зволяет редактировать основания, расположенные 

ближе к PAM [20–27]. Интересный вариант Cas9 
с циклической перестановкой (Cas9-CP) изменяет 
локализацию домена нуклеозиддезаминазы по от-
ношению к R-петле и таким образом может обе-
спечить более эффективное преобразование осно-
ваний в более широком окне редактирования [28]. 
BE с  участием Cas12a (Cpf1) распознает TTTV 
PAM для трансверсии C в расширенном до 6 п. н. 
окне редактирования  [29]. Напротив, BE, вклю-
чающий миниатюрный вариант Cas12f (CasMINI), 
имеет очень узкое окно, всего из 2 п. н. [30]. А ис-
пользование оптимизированной версии nCas12a 
Acidaminococcus sp. демонстрирует улучшенную 
трансверсию C→T [31].

Другим подходом к уменьшению зависимости 
BE от структуры PAM стало создание нуклеазы 
SpRY – структурно модифицированного варианта 
SpCas9. С помощью BE, несущих в своей структу-
ре SpRY, стало возможным воздействовать на гены, 
ранее недоступные для редактирования [32]. Од-
нако такая “релаксация” PAM снижает специфич-
ность и способствует нецелевому редактированию 
оснований ДНК. В  таких случаях можно преду-
смотреть возникновение “опечаток” редактиро-
вания и принять ряд мер по нивелированию про-
блемы. Рассмотрены два типа нецелевых эффектов 
BE: независимые и зависимые от гРНК [33]. Зави-
симое от гРНК нецелевое редактирование про-
исходит, когда комплекс BE направляется гРНК 
к  последовательностям ДНК, схожим с  прото-
спейсером. Хотя зависимое от гРНК нецелевое ре-
дактирование оснований происходит относитель-
но редко, идентификация этих “опечаток” край-
не важна. Для оценки потенциальных нецелевых 
эффектов BE используют полногеномное секве-
нирование и методы GUIDE-seq [34], Digenome-
seq [35] и EndoV-seq [36]. Нивелировать эту про-
блему можно с  помощью тщательного дизайна 
гРНК с использованием высокоточных вариантов 
Cas и  РНП-комплексов для доставки BE в  клет-
ки. Возникновение случайных нецелевых мутаций 
также не зависит от гРНК, особенно при высоком 
уровне экспрессии комплекса редактирования, 
и наблюдается существенно реже при использова-
нии дезаминаз AmAPOBEC1, PpAPOBEC1, RrA3F, 
SsAPOBEC3B  [37] и  YE1  [38]. Сильное влияние 
на уровень нецелевого редактирования оказыва-
ет специфика гибридизации дезаминазы с белком 
Cas [39]. Так, при соединении с Cas через N-конец 
опечатки редактирования возникают чаще, чем 
при встраивании редактирующих ферментов в цен-
тральную зону (середину) nCas9 (такой вариант 
конструкции называют CE “Cas Embedding”) [40]. 
Логично, что BE с более узкими окнами активно-
сти демонстрируют более низкий уровень нецеле-
вого редактирования всего генома, потому что для 
редактирования как в целевых, так и в нецелевых 
сайтах доступно меньше нуклеотидов [38], хотя та-
кой подход часто приводит к компромиссу между 



	 МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ      том 58      № 4      2024

512	 Аверина и др.

эффективностью и  точностью редактирования. 
Как и в случае гРНК-зависимых опечаток BE, сни-
зить независимое от гРНК нецелевое редактирова-
ние можно, используя для доставки в клетку РНП 
или мРНК, что ограничивает экспрессию BE по 
времени, уменьшая нецелевое редактирование [37].

На расположение и ширину окна активности, 
точность и специфичность редактирования могут 
влиять различные варианты дезаминазы [11]. На-
пример, классическая дезаминаза rAPO1 в составе 
CBE3 имеет окно активности из 5 п. н. (позиции 
4–8 протоспейсера) [5], но изменения аминокис-
лотных остатков rAPO1, участвующих в катализе 
и  связывании ДНК, могут привести к  сужению 
окна редактирования. Так, внесение мутаций 
W90Y или W90F в  rAPO1 может снижать гидро-
фобность ее активного центра и, соответственно, 
внутреннее сродство к ДНК. Такие замены умень-
шают неспецифическое дезаминирование и  со-
кращают окно редактирования до 3 п. н., сохраняя 
при этом высокий уровень целевого дезамини-
рования. Оба варианта мутаций (R126Е и R132Е) 
в rAPO1 влияют на доступность оцДНК, сужают 
окно активности до 3 п. н., но снижают эффек-
тивность BE. Показано, что комбинация мутаций 
W90Y и R126E в rAPO1 (эта мутантная rAPO1 на-
звана YE1, или YE), W90Y и R132E (YE2), R126E 
и R132E (EE) приводит к сужению окна активности 
до 2 п. н. при изменении эффективности редакти-
рования в ряду дезаминаз в следующем порядке: 
rAPO1 ≈ YE1 > YE2 ≈ EE. При этом, если пойти 
дальше и ввести в rAPO1 тройную мутацию, объ-
единив W90Y или W90F с R132E и R126E (мутант 
YEE), окно активности не только сократится до 
2 п. н., но область редактирования сконцентрирует-
ся на C‑6 протоспейсера, если в положении 5 так-
же будет C. В связи с этим упоминается, что у BE, 
в состав которого входит YEE, окно сужается до 1 
п. н. В этой ситуации точность BE сильно повыша-
ется, но эффективность при этом резко падает [20]. 
Анализ BE по соотношению “размер окна активно-
сти/эффективность редактирования” показал, что 
именно мутация R132E в дезаминазе ответственна 
за снижение эффективности, поэтому исследовали 
и альтернативные варианты мутаций в rAPO1. Так, 
rAPO1 с мутацией Y120F, расположенной вблизи 
активного центра rAPO1 и  имеющей решающее 
значение для контакта с  С-мишенью, показала 
высокую эффективность, что подтолкнуло к соз-
данию тройного мутанта rAPO1, аналогичного 
YEE. В итоге эффективность BE, в состав которого 
вошла rAPO1 с мутациями W90Y, Y120F и R126E, 
оказалась сопоставимой с BE4 при сужении окна 
активности до 3 п. н. [41].

Напротив, использование цитидиндезамина-
зы hA3A расширяет, по разным данным, окно ре-
дактирования от 9 (позиции 3–11 протоспейсе-
ра) [42] до 12 п. н. (позиции 2–13 протоспейсера) 

и улучшает превращение C→T в метилированных 
областях генома [9]. Включение оцДНК-связыва-
ющего домена белка RAD51 между nCas9 и hA3A 
расширяет окно редактирования до 13 п. н. (по-
зиции 3–15(~17) протоспейсера)  [42]. Одновре-
менное включение нескольких доменов дезами-
назы в BE увеличивает доступность нуклеотидов 
ДНК-мишени в  R-петле, расширяя тем самым 
окно редактирования. Представителем этой техно-
логии является система “BE-PLUS”, которая вклю-
чает комплекс nCas9, SunTag, scFv-APOBEC-UGI-
GB1, гРНК, где SunTag – полипептидный мотив, 
содержащий 10 копий эпитопа GCN4. С SunTag 
специфически взаимодействует одноцепочечный 
вариабельный фрагмент scFv. Таким образом, дей-
ствующий ВЕ собирается при помощи указанного 
взаимодействия и содержит гРНК, nCas9 и 10 мо-
лекул гибридного белка scFv-APOBEC-UGI-GB1. 
При этом для предотвращения агрегации этой 
белковой конструкции используется домен GB1 
G-белка Streptococcus [43]. В свою очередь, амино-
кислотная замена N57G, привела к повышению 
точности редактирования hA3A. Цитидиндезами-
наза eA3A вошла в состав ВЕ третьего поколения 
(BE3). eA3A-BE3 показывает специфичность вы-
сокоточного даже по сравнению с описанными ВЕ 
суженного окна редактирования C в мотиве TCR 
(R = A или G) [10]. Вместе с тем проблемой оста-
ется высокоточное редактирование C в других мо-
тивах, в частности, в целевых сайтах, содержащих 
несколько остатков C. Решением этой проблемы 
стала модернизация цитидиндезаминазы H. sapiens 
APOBEC3G (hA3G) и создание на базе BE4max ре-
дактора eA3G-BE с контекстной специфичностью 
CC. Цитидиндезаминаза hA3G содержит С-конце-
вой каталитический домен и второй псевдокатали-
тический домен на N-конце, который сохраняет ту 
же пространственную укладку, но не обладает ка-
талитической активностью. В улучшенную версию 
hA3G встроен С-концевой каталитический домен 
(CTD, C-terminal domain), что приводит к  обра-
зованию hA3G-CTD (eA3G), который преимуще-
ственно дезаминирует C в соответствии с иерар-
хией CCC>CCC>CC. Эффективность и точность 
eA3G-BE показана на клетках человека и эмбри-
онах кролика, что указывает на возможность ис-
пользования этого редактора в терапии генетиче-
ских заболеваний и создании животных моделей 
с измененным геномом для фундаментальных и до-
клинических исследований [44].

Сузить окно редактирования можно также 
с использованием цитидиндезаминазы PmCDA1. 
Target-AID позволяет сузить окно активности до 
4 п. н. (позиции 16–19 протоспейсера)  [12]. Кро-
ме того, можно сузить окно редактирования и пу-
тем укорачивания дезаминазы PmCDA1 с C-кон-
ца, что приводит к  возможности выборочного 
редактирования C в положениях 15 или 16 прото-
спейсера [45]. Укорачивание PmCDA1 не только 
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с  С-конца, но и  с  N-конца способствует сниже-
нию ее сродства к ДНК, сводя тем самым к мини-
муму неспецифическое дезаминирование C. Од-
новременное усечение N- и C-концов приводит 
к уменьшению количества участков с “открытыми” 
гидрофобными остатками, что делает поверхность 
дезаминазы более “гладкой”, а внесение мутаций 
W122E и W139Q в эти гидрофобные остатки зна-
чительно повышает активность модернизирован-
ной цитидиндезаминазы (tCDA1EQ). В tCDA1EQ 
был удален UGI, в  присутствии которого увели-
чивалась скорость мутаций. Поскольку tCDA1EQ 
имеет низкое сродство к ДНК и менее стабильна, 
чем исходная PmCDA1, архитектура ее присоеди-
нения к nCas9 может влиять на редактирующую 
активность. Для минимизации данной проблемы 
tCDA1EQ можно не только соединить с N-концом 
nCas9, но и встроить в середину этого белка. Дей-
ствительно, tCDA1EQ, присоединенная к N-концу 
nCas9, показала нестабильную эффективность ре-
дактирования, тогда как версия, встроенная внутрь 
nCas9, имела стабильно высокую эффективность, 
сравнимую с Target-AID. Cтруктура “tCDA1EQ-N-
конец nCas9” была названа AID‑2S, где 2S означа-
ет “Small & Specific” (маленький и специфичный), 
а встроенная в nCas9 – AID‑3S, где 3S это “Small 
& Specific & Superior” (маленький, специфичный 
и улучшенный). Показано, что AID‑2S имеет более 
узкую область редактирования, тогда как у AID‑3S 
окно активности сдвинуто в  сторону последова-
тельности PAM по сравнению с исходным Target-
AID. Эффективность AID‑2S и AID‑3S находилась 
на уровне Target-AID, YE1 и YE2, при этом нецеле-
вые эффекты были значительно снижены [46].

Использование улучшенной цитидиндезамина-
зы AID в составе ВЕ четвертого поколения, eAID-
BE4max, обеспечивает окно редактирования из 11 
п. н. и редактирование C в контексте GC [47], а ис-
пользование нескольких егРНК (последователь-
ности crРНК, связанные линкерной петлей с кар-
касной последовательностью tracrРНК), позволяет 
еще больше расширить окно редактирования [13].

Окно редактирования может быть изменено так-
же путем изменения ориентации доменов в составе 
ВЕ и/или свойств связывающего их линкера [11]:

•  В  целом, дезаминазы, присоединенные 
к  N-концу d/nCas9, имеют более широкие окна 
редактирования, чем присоединенные к C-концу, 
поскольку эта ориентация обеспечивает, вероят-
но, более легкий доступ к оцДНК внутри R-пет-
ли [48, 49]. В структурах, где дезаминаза встрое-
на в середину nCas, размер окна редактирования 
будет варьировать в  зависимости от положения 
дезаминазы в белке [28, 39]. Предполагается, что, 
уменьшение расстояния между дезаминазой и бел-
ком Cas9 приводит к более точному позициониро-
ванию дезаминазы на последовательности-мише-
ни [45, 48].

•  Модификация линкера между дезамина-
зой и  белком Cas путем укорачивания линкера 
и/или изменения его свойств, например увеличе-
ния жесткости, приводит к сужению окна актив-
ности при сохранении высокой эффективности 
редактирования  [11, 48]. Однако укороченный 
линкер не влияет существенно на окно редактиро-
вания [10, 20].

С целью внесения случайных мутаций в заранее 
выбранные участки генома разработана стратегия, 
использующая CRISPR-направляемые ДНК-по-
лимеразы. ДНК-полимеразы способны создавать 
все 12 замен, а  также делеции. Так, ДНК-поли-
меразы, транслирующие одноцепочечный разрыв 
ДНК, способны инициировать синтез на одноце-
почечном разрыве дцДНК, замещая расположен-
ные по ходу репликации нуклеотиды, т. е. в сторону 
3'-конца, а их flap-эндонуклеазный домен впослед-
ствии разрушает смещенные нуклеотиды, оставляя 
лигируемый одноцепочечный разрыв. ДНК-по-
лимеразы, транслирующие одноцепочечный раз-
рыв ДНК, участвуют в  конструировании новых 
BE. Показано, что введение в nCas9 трех мутаций 
(K848A, K1003A и R1060A), способствующих дис-
социации комплекса nCas9 с ДНК после разрыва 
целевого локуса, увеличивает частоту целевых му-
таций. Усовершенствованная версия nCas9 названа 
enCas9. В итоге гибридизация enCas9 с N-концом 
ДНК-полимеразы I Escherichia coli (PolI), несущей 
мутации D424A, I709N и A759R (PolI3M), привела 
к созданию enCas9-PolI3M, названной EvolvR. По 
сравнению с использованием направленного му-
тагенеза на основе dCas9-AIDx, где окно редакти-
рования заключено в пределах 5 п. н., EvolvR спо-
собна непрерывно диверсифицировать все нукле-
отиды в пределах настраиваемой длины окна, до 
350 п. н., в определяемых локусах. Следовательно, 
nCas9-PolI3M генерирует более широкий спектр 
замещающих мутаций, чем dCas9-AIDx, что при-
менимо для крупномасштабных генетических 
скрининговых исследований [50, 51].

Эффективность направленного мутагенеза до-
полнительно повышается при использовании 
CRISPR-X. В  CRISPR-X неактивная нуклеаза 
dCas9 и цитидиндезаминаза AID взаимодейству-
ют посредством MS2-шпилек и  MS2-связываю-
щих белков. Две шпильки MS2, входящие в  со-
став егРНК, рекрутируют два MS2-связывающих 
белка, которые соединены с  AID, лишенной 
С-конца (ΔAID). Использование MS2-ΔAID огра-
ничивает локализацию AID в  ядре и  улучшает 
эффективность мутагенеза по сравнению с  пол-
норазмерным AID. Более того, гиперактивный 
вариант AID с  усиленной активностью сомати-
ческой гипермутации увеличивал скорость мута-
генеза до ~1/1000 оснований. Экспериментально 
показана возможность использования CRISPR-X 
в  направленной эволюции GFP в  усиленный 
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GFP с более высокой интенсивностью излучения 
(eGFP), а также для идентификации вариантов ге-
нов, устойчивых к бортезомибу [52]. Кроме того, 
CRISPR-X использовали для получения монокло-
нальных антител человека с повышенной аффин-
ностью к антигену в клетках HEK293 [53].

В  качестве альтернативного подхода к  уве-
личению точности редактирования можно рас-
сматривать систему нековалентного привлече-
ния цитидиндезаминазы к конкретной геномной 
С-мишени. Этот подход предполагает отход от 
классического ковалентного взаимодействия де-
заминазы с  Cas9, которое неразрывно связыва-
ет события дезаминирования C как на целевых 
участках генома, так и на близлежащих нежела-
тельных мишенях. Напротив, нековалентное свя-
зывание должно способствовать разделению со-
бытий редактирования на целевом сайте и рядом 
с ним, тем самым повышая вероятность точных 
мутаций с заменой одного основания. Ключевы-
ми игроками этой системы становятся белки, ко-
торые связывают дезаминазу, не блокируя актив-
ный сайт от взаимодействия с С-мишенью. Эти 
белки, связанные с комплексом Cas9n/гРНК, ис-
пользуются для привлечения коэкспрессируемого 
фермента APOBEC для редактирования. По ассо-
циации с физическим процессом магнетизма эта 
технология была названа “магнитным редакто-
ром” (MagnEdit) [54].

ТРАНСВЕРСИЯ АДЕНОЗИНА В ГУАНОЗИН

Альтернативным подходом в разработке BE ста-
ло использование дезаминаз A. Редактор основа-
ния A (ABE) включает nCas, аденозиндезаминазу, 
гРНК и функционирует подобно CBE3. Комплекс 
ABE связывается с ДНК-мишенью, после чего аде-
нозиндезаминаза катализирует превращение A→I, 
создавая из T•A пару Т•I, которая путем репара-
ции неспаренных оснований (MMR) последова-
тельно превращается в C•I и затем в C•G. Отсут-
ствие природной ДНК-аденозиндезаминазы для 
нацеливания и перехода A→G привело к созданию 
из тРНК-аденозиндезаминазы E. coli (TadAwt), му-
тантного варианта TadA*, способного эффектив-
но дезаминировать около 53% остатков A в ДНК 
(рис. 1). Создано несколько поколений ABE, ко-
торые различаются вводимыми в гомодимер TadA 
мутациями  [55]. Среди них выделяют наиболее 
эффективные ABE6.3, ABE7.8, ABE7.9 с  окна-
ми редактирования 3 п. н. (позиции 8–10 прото-
спейсера) и ABE7.10 с окном редактирования из 
4 п. н. (позиции 4–7 протоспейсера). ABE7.10 со-
стоит из гетеродимера TadA*-TadAwt, она обеспе-
чивает высокоэффективное редактирование A 
в линиях клеток мышей [56] и человека [55]. Ак-
тивность ABE7.10 была дополнительно повышена 
путем модификации NLS и оптимизации кодонов 
до версии ABEmax [18]. Стратегии изменения окна 

активности ABE развивались таким же путем, как 
и в CBE. Окно редактирования в зависимости от 
поставленной экспериментальной задачи можно 
сузить, вводя, например, мутацию F148A в домен 
TadA [57], или расширить, используя Cas9-CP [28], 
а также SpRY [32]. Подход с заменой классического 
SpCas9 ортологами позволил осуществлять тран-
сверсию A→C в геномных сайтах, содержащих не-
NGG PAM [22, 58]. Например, для создания ABE, 
действующих на сайты, содержащие NNNRRT 
и NGA PAM, соответственно, nSpCas9 был заменен 
на nSaKKH или nSpCas9-VQR в ABE7.10 и ABEmax. 
При этом Sa-ABEmax и  SaKKH-ABEmax имеют 
большое окно редактирования (позиции 4–14 про-
тоспейсера), хотя эффективность редактирования 
невысока [28, 59]. Использование xCas9 (вариант 
SpCas9), созданного для работы с широким спек-
тром последовательностей PAM  [26], в  ABE7.10 
и  ABEmax позволило распознавать широкий 
спектр последовательностей не-NGG PAM, включая 
NR, NG, GAA и GAT [28]. Однако в отличие от усо-
вершенствованных версий CBE, ABE, содержащие 
ортологи SpCas9, имели более низкую эффектив-
ность редактирования оснований, чем канониче-
ский ABE, потому что белок TadA был изначально 
усовершенствован и представлен в виде гибрида 
с SpCas9. В следующей версии ABE8 гетеродимер 
TadA*-TadAwt не содержит TadAwt, а TadA* дополнен 
восьмью новыми мутациями, что позволило улуч-
шить кинетику дезаминирования. Удаление TadAwt 
не влияет на активность редактирования ABE8 
и указывает на то, что новые аденозиндезамина-
зы TadA‑8e и TadA‑8s могут эффективно работать 
как мономеры [34, 60]. Так, эффективность ABE8 
с TadA‑8e была выше, чем у ABE7.10 при сочетании 
дезаминазы не только с SpCas9, но и с SpnCas9-NG, 
SaCas9, SaCas9-KKH, LbCas12a, enAsCas12a, а окно 
активности было шире (позиции 3–10 протоспей-
сера)  [60]. ABE8 с  TadA‑8s также показал высо-
кую эффективность редактирования в сочетании 
с SaCas9 и SpCas9-NG [34]. Менее эффективной по 
сравнению с TadA‑8, но не менее интересной явля-
ется новая версия аденозиндезаминазы, в которую 
добавили мутации V82G и A56G, а также удалили 
TadAwt из гетеродимера. Смысл этой двойной му-
тации заключается в том, что замена V82G (версия 
miniABE) нивелирует неспецифическое сродство 
к РНК-субстратам [61], представляющее пробле-
му как для ABE, так и CBE, которые могут инду-
цировать независимое от гРНК редактирование 
оснований РНК в масштабах всего транскрипто-
ма  [62]. Однако мутация V82G также снижает 
сродство TadA к  ДНК-субстратам, что в  резуль-
тате отрицательно влияет на эффективность ре-
дактирования. Поэтому для увеличения сродства 
к ДНК-мишени в miniABE добавили вторую му-
тацию A56G. Полученная TadA-A56G&V82G эф-
фективно редактировала ДНК-мишени и  харак-
теризовалась сниженной нецелевой активностью 
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дезаминирования РНК [63]. Дополнительно с мо-
дификациями ABE можно ознакомиться в работе 
Jeong Y. K. и соавт. [14].

ТРАНСВЕРСИЯ ЦИТИДИНА В ГУАНОЗИН

Следующей ступенью в  развитии технологии 
ВЕ стала трансверсия C→G. Сначала был получен 
GBE, состоящий из nCas9, цитидиндезаминазы 
и UNG. После дезаминирования и образования 
остатка дезоксиуридина UNG вырезает урацил, 
что приводит к появлению AP-сайта. В то же са-
мое время nCas9 вносит одноцепочечный разрыв, 
создавая предпосылки для удлинения 3'-конца раз-
рыва с использованием в качестве матрицы цепи 
ДНК, содержащей AP-сайт. В трансверсии C→G 
в  клетках млекопитающих участвует rAPO1. Си-
стема rAPOBEC-nCas9-UNG показала высокую 
специфичность редактирования в шестой позиции 
протоспейсера, эффективность которой состави-
ла 5.3–53.0%  [64]. Параллельно на основе плат-
формы BE4max был разработан ВЕ C→G [65]. На 
первом этапе из BE4max удалили две UGI и  по-
лучили BE4maxΔUGI, что привело к увеличению 

количества трансверсий C→G; при этом также на-
блюдалось наиболее эффективное редактирование 
в шестом положении протоспейсера [65]. В каче-
стве цитидиндезаминазы была выбрана rAPO1 
с мутацией R33A и сниженной нецелевой активно-
стью редактирования РНК и ДНК [62]. Добавление 
к N-концу BE4maxΔUGI ортолога UNG из E. coli 
(eUNG) привело к формированию BE4max(R33A)
ΔUGI, названной CGBE1 (рис.  1). Однако ВЕ 
CGBE1, несмотря на высокую эффективность це-
левого редактирования C→G, оказался довольно 
громоздким, поэтому пришлось его значитель-
но уменьшить, удалив домен eUNG, что привело 
к умеренному снижению эффективности и полу-
чению нового редактора miniCGBE1 [65].

Кроме UNG-опосредованной трансверсии 
C→G [64, 65], где количество переходов C•G→G•C 
прямо зависит от генерации AP-сайтов, разрабо-
тан новый редактор CGBE, основанный на ма-
нипулировании репарацией ДНК после создания 
AP-сайта. Так, при создании AP-сайта в Cas9-ин-
дуцированной R-петле клеточный фермент UNG 
замещается эндонуклеазой APE1, после чего белок 
XRCC1 (X‑ray repair cross‑complementing protein 1), 
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Рис. 2. Схематичное изображение редактирования оснований в дцДНК; синхронной трансверсии A→G и C→T в од-
ном целевом сайте (A&C-BE, ACBE); одновременного введения четырех типов трансверсий: C→G, C→T, C→A, A→G, 
а также InDel на одной и той же цепи ДНК в сайтах-мишенях (AGBE).
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участвующий в эксцизионной репарации ДНК, ре-
крутирует такие компоненты BER, как ДНК-по-
лимераза β (Pol β) и ДНК-лигазы, для заполнения 
бреши G. Последующая репарация ДНК преобра-
зует пару G•G в G•C (рис. 1) [66]. Каждый редак-
тор описывается как высокоэффективный и обла-
дающий широким потенциалом применения в на-
учных и терапевтических целях. Для предсказания 
эффективности той или иной модификации ВЕ, 
частоты редактирования C•G→G•C и  определе-
ния его оптимальных стратегий разработаны мо-
дели машинного обучения CGBE-Hive [67].

Недавно стало возможным редактирование ос-
нований в контексте дцДНК, ранее недоступное 
из-за специфичной к  оцДНК активности цити-
дин- и аденозиндезаминаз. Показано, что DddA – 
токсин, секретируемый бактериями Burkholderia 
cenocepacia для индукции репликативного стресса 
ДНК [68] и нестабильности генома у других бакте-
рий, проявляет цитидиндезаминазную активность 
в отношении дцДНК [69]. Для замены C•G → T•A 
в  дцДНК как клеточных линий, так и  мышей, 
сконструирован редактор DdCBE: токсичный до-
мен DddA был разделен на две нетоксичные ча-
сти, которые соединили с  UGI и  ДНК-связыва-
ющими активаторами транскрипции TALE, что 
позволило восстановить функциональный домен 
цитидиндезаминазы (рис. 2) [70, 71]. Этот ВЕ мо-
жет работать не только с яДНК, но и с мтДНК, что 
предоставляет большие возможности для изуче-
ния митохондриальных заболеваний, поскольку 
более 90% патогенных мутаций мтДНК являются 
точечными [72]. Следует отметить, что известные 
BE, управляемые РНК, не подходят для редакти-
рования мтДНК, поскольку гРНК не могут быть 
доставлены в митохондрии [73]. Для расширения 
возможностей подобных систем разработан ВЕ 
TALED, превращающий A в G в мтДНК. Отличие 
редактора TALED от DdCBE заключается в  ис-
пользовании нетоксичного полноразмерного ва-
рианта DddA с мутацией E1347A в активном сайте 
дезоксиаденозиндезаминазы, полученной из TadA 
и слитой с TALE [74].

В принципе, используя описанные режимы BE, 
можно осуществить многоэтапное редактирование. 
Например, C в паре C•G может быть первоначаль-
но превращена в U с помощью CBE (U•G), а U•G, 
в свою очередь, в T•A с помощью механизмов ре-
пликации и репарации клеточной ДНК. В качестве 
альтернативы C•G можно превратить в G•C с по-
мощью CGBE с  последующим опосредованным 
CBE переходом G•C → A•T. Затем с использова-
нием этой стратегии целевой C можно превратить 
в T (CBE), G (CGBE) или A (CGBE + CBE). Точно 
так же A можно преобразовать в G (ABE), C (ABE 
+ CGBE) или T (ABE + CGBE + CBE). Тем не ме-
нее, многоэтапное редактирование трудно прове-
сти с высокой эффективностью и специфичностью 

из-за ряда ограничений, таких как окно высокой 
дезаминазной активности, расположенное в опре-
деленном положении относительно PAM. Кроме 
того, на результат и эффективность редактирова-
ния может влиять контекст последовательности 
целевого локуса, а наличие нескольких редакти-
руемых азотистых оснований в окне активности, 
а иногда и за его пределами, может быть причиной 
нежелательных мутаций [64, 75–77]. Несмотря на 
широкий спектр BE с различными характеристика-
ми и свойствами, в том числе обладающих высокой 
эффективностью и специфичностью, совместная 
трансфекция редакторов разных оснований дает 
низкий коэффициент совместной трансверсии 
A→G и C→T. Скорее всего, это связано и с конку-
ренцией разных BE за целевой сайт [78].

СИНХРОННЫЕ ТРАНСВЕРСИИ 
НЕСКОЛЬКИХ ОСНОВАНИЙ

В 2020 году опубликован ряд BE для синхронно-
го введения замен A→G и C→T в одном и том же це-
левом сайте. Путем гибридизации цитидиндезами-
назы и адениндезаминазы вместе с nCas9 и гРНК 
были сконструированы двойные ВЕ как для расте-
ний, так и для млекопитающих:

1.  STEME (saturated targeted endogenous muta-
genesis editors) в протопластах риса одновременно 
редактирует C и A в одном и том же сайте-мишени 
с эффективностью 15.10% [79].

2. SPACE создан на платформах miniABEmax-
V82G (A→G) и  Target-AID (C→T) с  добавлением 
двух UGI [80].

3.  Target-ACEmax объединяет цитидиндеза-
миназу PmCDA1 и аденозиндезаминазу TadA для 
эффективного синхронного редактирования A→G 
и C→T в клетках HEK293T [81].

4. A&C-BEmax сконструирован из цитидинде-
заминазы hAID, соединенной с N-концом ABE7.10. 
Комплекс ABE7.10-N-hAIDmax содержит NLS, что 
увеличивает активность двухкомпонентного редак-
тирования в большей степени за счет повышения 
активности CBE, чем ABE. Версия A&C-BEmax 
дополнена двумя копиями UGI (рис. 2). Коэффи-
циент одновременной трансверсии A и C при со-
вместной трансфекции CBE и ABE7.10 с шестью 
егРНК был в большинстве случаев существенно 
ниже, чем при использовании A&C-BEmax. A&C-
BEmax даже рассматривают в качестве возможного 
терапевтического агента [78].

5. ACBE объединяет возможности редакторов 
Target-AID и ABE7.10 (рис. 2). В ACBE цитидинде-
заминаза PmCDA1 и UGI в составе Target-AID со-
единены через С-конец с ABE7.10, который присо-
единен к nCas9 через N-конец, при этом NLS нахо-
дится в N- и C-концевых участках. Особенностью 
ACBE считают одновременное введение точечных 
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мутаций A→G и C→T в соматические клетки мле-
копитающих для получения с  трансгенных жи-
вотных и  коррекции генетических заболеваний 
человека [82].

6. AGBE сконструирован на платформах CGBE 
и ABE для одновременного введения четырех ти-
пов трансверсий C→G, C→T, C→A, A→G, а  так-
же InDel в  сайтах-мишенях на одной и  той же 
цепи ДНК (рис. 2). В максимально эффективной 
и компактной версии miniAGBE‑4 eUNG удалена, 
CGBE содержит мутантную цитидиндезаминазу 
APOBEC3Ai, а ABE – высокоэффективную моно-
мерную аденозиндезаминазу ecTadA8e(V106W) [83].

Интересным направлением, расширяющим ди-
апазон применения BE, стало введение преждевре-
менного стоп-кодона в середину гена-мишени с це-
лью дестабилизации его экспрессии. Два независи-
мых подхода (CRISPR-STOP и iSTOP) показывают, 
что BE3 может превращать кодоны CAA, CAG, 
CGA и/или TGG в стоп-кодоны TAA, TAG и TGA 
в целевых генах [84, 85]. Вносить мутации в стар-
товый кодон ATG может также редактор ABEmax. 
Эта стратегия, названная i-Silence, включает тран-
сверсию ATG в GTG/ACG, подавляя тем самым 
экспрессию целевого гена. В отличие от CRISPR-
STOP и iSTOP дестабилизация генов с помощью 
i-Silence не приводит к образованию укороченных 
вариантов белка, поскольку блокируется начало 
трансляции [86]. Еще одна система, CRISPR-pass, 
превращает преждевременный стоп-кодон в кодо-
ны глутамина (CAA или CAG) или аргинина (CGA), 
обеспечивая продолжение трансляции  [87]. BE 
способны также вызывать программируемый про-
пуск экзонов путем мутации оснований ДНК-ми-
шени в акцепторных сайтах сплайсинга. Система 
CRISPR-SKIP в акцепторных сайтах сплайсинга 
осуществляет трансформацию G, которым закан-
чивается большинство интронов, в A через редак-
тирование C в  комплементарной цепи целевого 
сайта. В  результате соответствующие экзоны не 
включаются в зрелые транскрипты, тогда как дру-
гие экзоны экспрессируются нормально [88].

ПРАЙМИРОВАННОЕ РЕДАКТИРОВАНИЕ

На основе технологии редактирования осно-
ваний и CRISPR/Cas9 разработана молекулярная 
платформа праймированного редактирования ге-
нома (PE), применение которой позволяет выпол-
нять все 12 возможных преобразований, вставок 
и делеций от основания к основанию. В отличие 
от HDR, PE не зависит от ДЦР ДНК или синте-
тических экзогенных донорных молекул ДНК для 
замены целевых геномных последовательностей. 
Более того, PE расширяет возможности редакти-
рования генома, позволяя, теоретически, испра-
вить до 89% мутаций более чем в 75 000 генетиче-
ских заболеваний человека, о которых сообщается 

в ClinVar [89, 90]. Метод PE более универсален, чем 
HDR, так как способен вносить точечные мутации 
не только в пределах 10 п. н. от места разрыва, но 
и на больших (> 30 п. н.) расстояниях [91]. Хотя эф-
фективность редактирования PE и BE еще не срав-
нима, но этот подход непрерывно модернизируется 
и при определенных условиях его эффективность 
может превышать 50% [91–93]. Технология PE мо-
жет применяться в фундаментальных и приклад-
ных исследованиях не только на клеточных куль-
турах [89] и мелких лабораторных животных [94], 
но и на моделях органоидных культур [95], Danio 
rerio [96], Drosophila melanogaster [97], кроликах [98], 
а также растениях [93, 99, 100].

Редакторы PE сконструированы путем слияния 
M–MLV RT с С-концом nCas9. В этой технологии 
используется специфическая 3'-удлиненная егРНК, 
содержащая PBS и RT-матрицу (pegРНК). Общий 
принцип работы PE заключается в том, что систе-
ма, направляемая pegРНК, связывается с ДНК-ми-
шенью, nCas9 создает разрыв в цепи ДНК, содер-
жащей PAM. Созданный таким образом одноце-
почечный участок ДНК со свободным 3'-концом 
связывается с PBS на pegРНК. Далее RT связывает-
ся с 3'-концом экспонированной цепи ДНК-мише-
ни и выполняет обратную транскрипцию участка 
pegРНК, после чего нередактируемый выступаю-
щий 5'-flap на цепи, содержащей PAM, разруша-
ется клеточными эндонуклеазами. Наконец, про-
исходит лигирование и репарация ДНК с образо-
ванием нужной последовательности (рис. 3) [89]. 
Более высокая специфичность редакторов PE по 
сравнению с классическим методом CRISPR/Cas9 
может быть обусловлена тремя последовательными 
гибридизациями: между ДНК-мишенью и спейсе-
ром в молекуле pegРНК (гРНК, содержащей PBS 
и RT-матрицу), между ДНК-мишенью и PBS в мо-
лекуле pegРНК и между ДНК-мишенью и редакти-
руемым участком flap-ДНК [92].

Разработаны три основные версии PE. Редак-
тор первого поколения (PE1) получен путем сли-
яния С-конца nCas9 (H840A) с M–MLV RT, при 
участии pegРНК его эффективность составила 
0.7–5.5% при использовании точечных трансвер-
сий  [89]. Во второй версии (PE2) в  M–MLV RT 
для увеличения активности при более высоких 
температурах были внесены три мутации (D200N, 
L603W и T330P), а также две дополнительные му-
тации (T306K и W313F) для усиления связывания 
с комплексом pegРНК. В итоге вариант PE2 ока-
зался в  1.6–5.1 раза эффективнее PE1  [92]. PE3 
разработан для устранения неопределенности в ре-
дактировании 5'-flap, который спаривается с немо-
дифицированной цепью ДНК. С этой целью при-
меняют дополнительную гРНК, которая с помо-
щью nCas9 вносит разрыв в нередактируемую цепь 
ДНК, используя эндогенный путь восстановления 
несоответствия для сохранения информации об 
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отредактированной цепи. Благодаря этому подхо-
ду можно с эффективностью 33% получить все 12 
комбинаций оснований. Количество нецелевых 
эффектов и нежелательных мутаций при этом ста-
новится ниже, чем при использовании CRISPR/
Cas9 (рис. 3)  [16]. Развитие PE следующих поко-
лений основано на подавлении MMR-пути [101]. 
Предложены более эффективные системы, где ре-
дактирование осуществляется на фоне временной 

экспрессии белка-репрессора MMR (MLH1dn). 
На основе PE2 и PE3 сконструированы редакторы 
с подавленной активностью MMR, названные PE4 
и PE5 соответственно. Кроме того, редакторы вто-
рого–пятого поколений были модернизированы 
до версии PEmax за счет использования кодон-оп-
тимизированной RT человека, линкера из 34 ами-
нокислотных остатков, двухкомпонентной после-
довательности NLS SV40, которая увеличивает 
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Рис. 3. Схематичное изображение функционирования основных модификаций PE.
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соотношение ядерной и цитоплазматической кон-
центраций белка, дополнительной C-концевой 
последовательности (c-Myc NLS), включающей 
остатки Pro320-Asp328, что позволяет осущест-
влять транспорт в ядро, а также за счет включения 
в SpCas9 мутаций R221K и N394K, улучшающих 
ее активность. В клетках с MMR эта новая систе-
ма превзошла по эффективности редактирования 
классический PE2 в 2.8 раза, а в клетках с дефици-
том MMR в 1.2 раза [101, 102].

В  оценке эффективности технологии PE су-
ществуют некоторые расхождения [101, 103‒106]. 
В  настоящее время основными ограничениями 
PE считаются его крупный размер, зависимость 
от целевых сайтов и  типов клеток, более слож-
ный дизайн гРНК. В стремлении усовершенство-
вать систему разработаны различные модифика-
ции PE, в которых в той или иной степени были 
устранены многие из ограничений. Например, эф-
фективность PE2 повысили, добавив на N-конец 
пептиды IGFpm1 и NFATC2IPp1, связанные с ре-
парацией ДНК (модификация IN-PE2) [107], или 
ДНК-связывающий домен Rad51 (модификация 
hyPE2) [108].

Расширение диапазона редактирования PE за-
висит в основном от белка Cas, который распозна-
ет последовательность PAM. PE первых трех поко-
лений сконструированы на основе SpCas9, распоз-
нающей NGG-последовательности PAM, которые 
встречаются в среднем 1 раз в каждых 16 случайно 
выбранных геномных локусах, что сильно ограни-
чивает диапазон мишеней для редактирования [89]. 
Использование таких вариантов SpCas9, как NG, 
SpG, SpRY, VQR, VRQR и VRER, после введения 
мутации H840A в PE второго поколения привело 
к следующим результатам [109]:

• модификации PE2-NG, PE2-SpG и PE2-SpRY 
позволяют редактировать сайты рядом с  PAM 
NGN;

• оба варианта PE2-VQR и PE2-VRQR активны 
в пяти из семи сайтов NGA PAM;
• PE2-VRER предпочитает NGCG другим по-

следовательностям PAM;
• PE2-SpG имеет самую высокую активность 

в сайтах NGA/C/T;
• PE2-SpRY функционирует независимо от ва-

риаций последовательности PAM (активен в 43 из 
58 сайтов), хотя и со сниженной активностью.

Модификация pegРНК и ее компонентов тоже 
способствует повышению эффективности PE. Так 
показано, что увеличение длины PBS позволяет 
повысить активность pegРНК с 3.29% для 9-нукле-
отидного PBS до 16.6% для 13-нуклеотидного [109]. 
Добавление в RT-матрицу синонимичных мутаций, 
т. е. мутаций, при которых изменение нуклеотид-
ной последовательности гена не приводит к изме-
нению аминокислотной последовательности белка, 

формирует версию spegРНК, которая увеличива-
ет эффективность PE в разы [110]. Классическая 
pegРНК циклизуется во время отжига, поскольку 
PBS на ее 3'-конце комплементарен части спейсера 
на 5'-конце, а это препятствует работе редакторов 
PE. Предотвратить этот феномен можно, защитив 
3'-конец шпилечной структурой, полученной пу-
тем присоединения сайта узнавания рибонуклеа-
зы Csy4 из 20 п. н. Гибридизация Csy4-T2A с nCas9 
и комплексом RT на базе PE третьего поколения 
привела к созданию более эффективной версии 
ePE [111]. Также 3'-конец pegРНК нуждается в за-
щите от экзонуклеазной деградации, которая может 
привести к потере PBS и, как следствие, снизить 
эффективность редактирования PE. Для решения 
этой проблемы решили добавить к 3'-концу псев-
доузел, представляющий собой модифицирован-
ный аптамер evopreQ1. Этот аптамер, состоящий 
из 42 п. н., относится к классу природных РНК ми-
нимального размера с четко определенной третич-
ной структурой. pegРНК с псевдоузлом на 3'-кон-
це (epegРНК) дополнительно усовершенствовали, 
вставив 8-нуклеотидный линкер между 3'-концом 
PBS и evopreQ1, чтобы уменьшить влияние апта-
мера на функцию pegРНК [106]. Защитить pegРНК 
от 3'-деградации можно и присоединив к 3'-концу 
мотив, устойчивый к вирусной экзорибонуклеазе 
(версия xrРНК) [112]. Сходным образом работает 
и  технология добавления на 3'-конец G-квадру-
плекса hTR (теломеразная РНК человека)  [113]. 
Другой подход к увеличению стабильности pegРНК 
с целью повышения эффективности PE состоит во 
включении C•G или замены других пар оснований 
на C•G в шпильке гРНК. Этот вариант гРНК на-
зван аpegРНК [110]. Расширить спектр применений 
PE можно с использованием сразу двух pegРНК. 
В сочетании с сайт-специфичной рекомбиназой 
PE c двумя pegРНК (twinPE) способна реализовать 
целевую интеграцию ДНК-плазмид размером бо-
лее 5000 п. н. и инверсию последовательностей из 
40 т. п. н. в клетках человека [114].

Таким образом, следует отметить, что техноло-
гии PE и BE произвели революцию в области ре-
дактирования генома. Вместе с тем, нерешенными 
остаются такие проблемы, как повышение эффек-
тивности и специфичности редактирования, оп-
тимизация методов доставки и устранение неце-
левых эффектов. Ранее мы показали, что несмо-
тря на значительный прогресс PE2, оптимальной 
технологией целевого редактирования генома мы-
шей остается егРНК-направленное расщепление 
ДНК-мишени Cas9 с последующей гомологичной 
рекомбинацией с использованием оцДНК-матри-
цы  [104]. Однако попытки модернизации техно-
логий PE и BE не стоят на месте и ведутся парал-
лельно. Предложена новая стратегия DAP “Drive-
And-Process” мультиплексного редактирования 
оснований до 31 локуса и мультиплексного прай-
мированного редактирования до трех локусов. 
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DAP существенно снизила нецелевое редактиро-
вание и была адаптирована для доставки с помо-
щью векторов на основе аденоассоциированного 
вируса и лентивируса для одновременного редак-
тирования нескольких локусов [115]. Технологии 
PE и BE широко обсуждаются в сфере генной те-
рапии и, несмотря на обеспокоенность по поводу 
возможной генотоксичности [116], результаты до-
клинических испытаний формируют мнение, что 
однажды PE и BE будут использоваться для лече-
ния генетических заболеваний [117].
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Modern genetic engineering technologies, such as base editing (BE) and prime editing (PE), have proven 
to be effective and reliable genome editing tools that do not require the introduction of double-strand 
breaks in DNA and the presence of donor templates. Relatively new, they quickly gained recognition 
for their accuracy, simplicity and multiplexing capabilities. This review summarizes new literature on 
these technologies: architecture and methods for creating editors, specificity, efficiency and versatility. 
The advantages, disadvantages and prospects for using these editors in basic and applied research are 
discussed. The information presented in the review may be useful for planning genome editing studies 
and for analyzing their results when solving various problems in fundamental biology, biotechnology, 
medicine and agriculture.
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