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CRISPR/Cas9 ‒ наиболее распространенная 
технология редактирования генома растений. 
В наиболее простом варианте эта технология ис-
пользуется для создания растений с нокаут-мута-
циями в определенных генах, а также с делеция-
ми участков геномной ДНК [1]. Более сложный 
вариант CRISPR/Cas9 позволяет осуществлять 
замену целевых участков геномной ДНК и встра-
ивание экзогенных последовательностей в геном. 
Для этого, помимо Cas-белка и sgРНК, требуется 
наличие экзогенной «донорной» ДНК, содержа-
щей гомологичные последовательности с целе-
вым участком геномной ДНК. Недостатком это-
го подхода является низкая частота редактирова-
ния, которая объясняется сложностью доставки 
достаточного количества экзогенной ДНК в рас-
тительные клетки и малой эффективностью го-
мологичной рекомбинации в соматических клет-
ках растений [2, 3].

В последние два года развивается новая моди-
фикация технологии CRISPR/Cas9, которая позво-
ляет вместо внесения двуцепочечных разрывов 
осуществлять направленную замену отдельных 
оснований в геномной ДНК. Этот подход осно-
ван на применении химерных белков – редакто-
ров оснований (от английского «base editor»), со-
стоящих из модифицированного Cas-белка, не 
способного вносить в ДНК двуцепочечные раз-
рывы, и ковалентно соединенного с ним фермен-
та, который модифицирует определенное азоти-
стое основание в геномной ДНК таким образом, 
что происходит замена одного нуклеотида на дру-
гой [4]. Так  как модифицирующий нуклеотиды 
фермент присоединен к Cas-белку, его активность 
распространяется только на целевые нуклеотиды, 
находящиеся в сайте специфичного связывания 
Cas-белка с геномной ДНК, который в свою оче-
редь определяется последовательностью sgRNA 
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(single-guide RNA). Таким образом, достигается 
высокая специфичность внесения точечных ну-
клеотидных замен в геномную ДНК.

В разработанных к настоящему времени ре-
дакторах оснований в качестве модифицирующих 
нуклеотиды ферментов используются цитидинде-
аминазы и адениндеаминазы [5]. Цитидиндеами-
назы превращают цитозин в урацил, адениндеами-
назы – аденин в инозин. При последующей репара-
ции этих измененных оснований в геномной ДНК 
возникают замены C–T или A–G, соответствен-
но. Поскольку эти ферменты деаминируют осно-
вания в одноцепочечной ДНК (оцДНК), их актив-
ность проявляется только в отношении коротко-
го участка оцДНК, образующейся при связывании 
комплекса Cas-белка и sgRNA с целевой последо-
вательностью в геномной ДНК. Этот участок, рас-
положенный в той же цепи ДНК, что и последова-
тельность РАМ (от protospacer adjacent motif), на-
зывается «окном редактирования». Расстояние от 
РАМ до окна редактирования может быть различ-
ным для разных редакторов оснований [5].

Направленная замена оснований, так же, как и 
исходный вариант технологии CRISPR/Cas9, вно-
сящий в ДНК двуцепочечные разрывы, требует 
функционирования в клетке всего двух компонен-
тов – модифицированного Cas-белка и sgРНК, при-
сутствия донорной ДНК не требуется. Благодаря 
этому, направленная замена оснований с помо-
щью редакторов оснований потенциально явля-
ется не менее эффективным подходом, чем внесе-
ние в геномную ДНК индел-мутаций посредством 
обычной системы CRISPR/Cas9. При этом, заме-
на отдельных оснований – более «тонкий» способ 
воздействия на геномную ДНК, и соответственно 
на фенотип организма, чем выключение генов или 
удаление участков генома. Однако, использование 
модифицированной системы CRISPR/Сas9 для на-
правленной замены оснований сопряжено с рядом 
специфических трудностей, которые отсутствуют 
при работе с исходным вариантом CRISPR/Cas9. 
Основными из них являются точное наведение ре-
дактора оснований на целевое основание в ДНК, 
образование нежелательных мутаций в сайте ре-
дактирования и выборочное редактирование близ-
корасположенных оснований. Для решения этих 
проблем предложены различные подходы.

Точное наведение редактора оснований  
на целевую последовательность в геноме

Для целевой модификации основания тре-
буется подвести комплекс из редактора основа-
ний и sgRNAк нуклеотиду-мишени таким обра-

зом, чтобы этот нуклеотид оказался в окне редак-
тирования [6, 7]. Поскольку сайт взаимодействия 
Cas-белка с геномной ДНК должен быть флан-
кирован последовательностью РАМ (обычно 
3–5  нуклеотидов), необходимость наличия РАМ 
на определенном расстоянии от целевого цитози-
на ограничивает выбор целевых цитозинов, кото-
рые могут быть заменены с помощью определен-
ного редактора оснований в геномной ДНК.

Решением этой проблемы является применение 
разных Cas-белков, имеющих различные РАМ, в 
составе редакторов оснований [8]. Cas-белки могут 
иметь как естественное происхождение, так и быть 
модифицированными таким образом, чтобы изме-
нились их требования к РАМ [9, 10]. К настоящему 
моменту создано множество вариантов редакторов 
оснований на основе цитидин- и адениндеаминаз, 
содержащих различные Cas-белки и, соответствен-
но взаимодействующих с различными РАМ [5].

Еще одним фактором, ограничивающим коли-
чество целевых оснований в геномной ДНК, явля-
ется зависимость эффективности деаминаз от ну-
клеотидов, окружающих целевое основание («ну-
клеотидного контекста»). Например, некоторые 
редакторы оснований эффективно деаминируют 
цитозин в мотивах «СТ», в то время как цитозин 
в мотивах «GC» для них практически недоступен, 
но может с высокой эффективностью модифици-
роваться другими вариантами редакторов [11]. 
Предпочтительный нуклеотидный контекст раз-
личается для разных цитидин- и адениндеаминаз, 
поэтому для редактирования целевого основания 
необходимо подбирать редактор оснований с ва-
риантом деаминазы, которая достаточно эффек-
тивно деаминирует нуклеотиды в том контексте, 
в котором находится целевое основание [12, 13].

Редактирование близко расположенных 
оснований

В том случае, если в окне редактирования на-
ходится сразу несколько оснований, которые мо-
гут являться субстратом для входящей в состав 
редактора деаминазы, все они могут подвергаться 
замене со сравнимой эффективностью. Поскольку 
мишенью обычно является только одно из них, не-
разборчивость редакторов оснований способству-
ет внесению в геномную ДНК нежелательных за-
мен. Кроме того, эти замены иногда могут проис-
ходить и за пределами окна редактирования [6].

Наиболее эффективной стратегией уменьше-
ния размера окна редактирования оказалось введе-
ние в деаминазы аминокислотных замен, снижаю-
щих каталитическую активность этих ферментов. 
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Благодаря сниженной таким образом процессив-
ности деаминазы в составе редактора оснований 
размер окна редактирования может быть суще-
ственно сужен (до 1–2 нуклеотидов) [8].

Кроме того, для увеличения специфичности 
редактирования может использоваться упоминав-
шееся выше свойство деаминаз более эффектив-
но модифицировать основания в определенном 
нуклеотидном контексте. Если нуклеотидный 
контекст для расположенных рядом оснований 
отличается (что вероятно), можно подобрать ре-
дактор оснований с таким вариантом деаминазы, 
который будет эффективно редактировать только 
один из находящихся в окне редактирования оди-
наковых нуклеотидов, находящихся в окне редак-
тирования [12].

Снижение количества нежелательных 
мутаций в целевом сайте

Для различных редакторов оснований, содер-
жащих цитидиндеаминазы, то есть предназначен-
ных для внесения замен С–Т, показана способность 
вносить в целевой локус и другие типы мутаций. 
Это могут быть как замены цитозина на гуанин или 
аденин вместо тимина, так и индел-мутации, часто-
та внесения которых в некоторых случаях сопоста-
вима с таковой для целевых замен [6, 7]. Возник-
новение всех этих нежелательных типов мутаций 
определяется функционированием системы экс-
цизионной репарации урацила BER (Base Excision 
Repair). Для противодействия BER в состав редак-
торов оснований был включен дополнительный 
белок UGI – ингибитор урацил-ДНК-гликозилазы 
(UNG), ключевого фермента эксцизионной репара-
ции урацила. Присутствие UGI существенно сни-
жало частоту образования всех типов нежелатель-
ных мутаций, а также повышало эффективность 
внесения целевых замен С–Т [6, 7, 11].

Для редакторов оснований на основе аденин-
деаминаз образование нежелательных мутаций 
практически не происходит, что, вероятно, связа-
но с относительно низкой активностью эксцизи-
онной репарации инозина в клетках [5]. 

Редакторы оснований для внесения 
направленных замен С–Т в геномную  
ДНК растений

Первыми инструментами направленного введе-
ния замен С–Т (G–A в комплементарной цепи ДНК) 
в геномную ДНК эукариот на основе технологии 
CRISPR/Cas9 были редакторы оснований семей-
ства ВЕ, разработанные для редактирования генома 
в клетках млекопитающих [6]. Наиболее эффектив-

ным из них был ВЕ3 (рис. 1a). Он состоит из белка 
SpCas9 из бактерии Streptococcus pyogenes, к N-кон-
цу которого была присоединена цитидиндеаминаза 
rАРОВЕС1 из Rattus norvegicus, а к С-концу – белок 
UGI. При этом использовался модифицированный 
вариант nSpCas9(D10A), вносящий разрыв в одну 
из цепей ДНК. Применение nCas9, по сравнению 
с полностью каталитически неактивным dCas9 (от 
«catalytically dead»), который способен только свя-
зываться с целевым участком в геномной ДНК, су-
щественно повышало эффективность введения в 
геномную ДНК нуклеотидных замен [6].

Большинство исследований по применению 
ВЕ3 для редактирования геномной ДНК расте-
ний было проведено на рисе [14–16]. Редактирова-
ние генома осуществлялось посредством создания 
трансгенных растений риса, несущих вставку ге-
нов, кодирующих ВЕ3 и соответствующую sgРНК. 
В качестве мишеней использовались гены, про-
дукты которых вовлечены в биосинтез крахмала, 
пигментов, защиту от патогенов, формирование 
архитектоники растений риса. Трансгенные рас-
тения риса, экспрессирующие ВЕ3, создавались 
с помощью агробактериальной трансформации. 
Во  всех работах ген ВЕ3 находился под контро-
лем промотора Ubi-1 из Zea mays. При изучении 
этих трансгенных растений было установлено, 
что ВЕ3 вносит в геномную ДНК направленные 
нуклеотидные замены на расстоянии 10–20 нукле-
отидов в 3′-направлении от последовательности 
РАМ. Редактированию подвергались как единич-
ные, так и множественные цитозины в окне ре-
дактирования, замены могли находиться в гомози-
готном, гетерозиготном и биаллельном состояни-
ях. При этом, могли происходить как замены C–T, 
так и замены C–G и (реже всего) С–А, а также ин-
дел-мутации [14, 15]. Эффективность внесения за-
мен различалась в зависимости от положения це-
левых цитозинов, повышаясь от периферии окна 
редактирования к центру. Эффективность внесе-
ния целевых замен С–Т (от 0 до более чем 40%), 
ширина окна редактирования и частота редакти-
рования в нем множественных цитозинов, а также 
частота появления нецелевых замен и индел-мута-
ций существенно варьировали в разных работах, а 
также в зависимости от целевых локусов [14–16].

ВЕ3 использовался для направленного вне-
сения замен в геномную ДНК не только риса, 
но и других растений, например однодольных – 
мягкой пшеницы и кукурузы [16]. В этих рабо-
тах использовались генетические векторы, со-
держащие ген ВЕ3 с кодонным составом, опти-
мизированным для экспрессии в однодольных 
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растениях, под контролем промотора Ubi-1 Z. 
mays. Встраивание вектора в геномную ДНК ку-
курузы осуществлялось посредством агробакте-
риальной трансформации. Из 209 трансгенных 
растений два содержали гомозиготную замену 
С–Т в целевом сайте в положении –14 от РАМ, 
и еще 19 содержали такую же замену в гетеро-
зиготном состоянии. При этом, другие цитози-
ны, находящиеся в окне редактирования, замене 
не подвергались, что может быть связано с их на-
хождением в мотивах «GC» или «СС» и, соответ-
ственно, низкой активностью АРОВЕС-1 в их от-
ношении. Кроме того, в целевых сайтах не было 
обнаружено индел-мутаций или замен цитозина 
на аденин или гуанин [16]. Растения мягкой пше-
ницы с редактированным геномом были получе-
ны без встраивания рекомбинантной ДНК в ге-
ном [16]. Генетический вектор, кодирующий ВЕ3 

и sgРНК, был с помощью биобаллистики достав-
лен в клетки незрелых зародышей пшеницы [17], 
после чего из них были регенерированы растения 
пшеницы в отсутствии каких-либо селективных 
факторов, определяющих преимущественное вы-
живание трансгенных растений. Среди расте-
ний-регенерантов два растения содержали заме-
ны С–Т в целевом локусе; одно из них содержало 
единственную замену С–Т, второе – три замены 
С–Т в положениях –12…–18 от РАМ. Индел-му-
таций, а также нецелевых замен цитозина на аде-
нин или гуанин также обнаружено не было. При 
этом, в геноме этих растений не было обнаруже-
но вставок рекомбинантной ДНК. Это говорит о 
том, что редактирование генома произошло бла-
годаря транзиентной экспрессии ВЕ3 и sgRNAс 
генетического вектора, использовавшегося для 
биобаллистики [16].
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Рис.1. Схематическое устройство редакторов оснований ДНК (ВЕ3, Target-AID, ABE 7.10), обеспечивающих замену 
нуклеотида С на Т (a, b) и нуклеотида A на G (c). rAPOBEC1 – цитидиндеаминаза из Rattus norvegicus, UGI – ингиби-
тор урацил-ДНК-гликозилазы, nSpCas9(D10A) – фермент, вносящий разрыв в одну из цепей ДНК, PmCDA1 – цити-
диндеаминаза из Petromyzon marinus, TadA – адениндеаминаза из Esherichia coli

Fig. 1. A schematic drawing of base editors (BE3, Target-AID, ABE 7.10) for C-T (a, b) and A-G (c) replacements in the ge-
nomic DNA. rAPOBEC1 – cytidine deaminase from Rattus norvegicus, UGI – Uracil Glycosylase Inhibitor, nSpCas9(D10A) – 
nickase variant of Cas9 from Streptococcus pyogenes, PmCDA1 – cytidine deaminase from Petromyzon marinus, TadA – ad-
enine deaminase from Esherichia coli
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ВЕ3 применялся для редактирования гено-
ма двудольных растений – арабидопсиса и арбуза 
[18, 19]. Мишенью являлся ген ацетолактатсинтазы 
ALS, аминокислотные замены в котором способны 
придать растению устойчивость к гербицидам. С ис
пользованием агробактериальной трансформации 
были созданы трансгенные растения, экспрессирую-
щие ВЕ3. В этих растениях были обнаружены целе-
вые точечные замены С–Т, в то время как индел-му-
тации и замены C–G и С–А обнаружены не были. 
Несмотря на то, что в поколении Т1 не удалось со-
здать растения, несущие целевые замены в гомози-
готном состоянии, такие растения были отобраны в 
Т2. При этом, в некоторых из растений Т2 не содер-
жалось вставок рекомбинантной ДНК, кодирующей 
ВЕ3 и sgРНК, которые выщепились из генома при 
получении семенного поколения Т2 [18, 19].

Таким образом, редактор оснований ВЕ3 пока-
зал себя достаточно эффективным и универсаль-
ным средством для направленного внесения замен 
С-Т в геномную ДНК растений. В ряде работ ис-
ходный ВЕ3 был подвергнут различным модифи-
кациям с целью изменения его активности. Напри-
мер, для редактирования генома риса из состава 
ВЕ3 был исключен UGI [20], так как UGI, посто-
янно экспрессирующийся в растительной клетке в 
составе редактора оснований, может неблагопри-
ятным образом сказаться на эффективности кле-
точной репарации, как это было продемонстри-
ровано для свободного UGI [21]. Были созданы 
трансгенные растения риса, экспрессирующие ре-
дактор оснований и sgRNA к одному из двух ге-
нов – nrt1.1b и slr1, которые регулируют поглоще-
ние азота и высоту растения, соответственно. По 
гену nrt1.1b из 37 трансгенных линий удалось ото-
брать лишь одно химерное растение, содержащее 
замену целевого цитозина на гуанин вместо ти-
мина. Напротив, по локусу slr1 из 45 трансгенных 
растений было отобрано шесть с целевой заменой 
С–Т, хотя и не в гомозиготном состоянии. Посколь-
ку эта замена является доминантной мутацией, со-
держащие ее растения демонстрировали ожидае-
мое изменение фенотипа – карликовость [20].

В другой работе на рисе nSpCas9 в ВЕ3 был за-
менен на nSpCas9(VQR), который взаимодейству-
ет с последовательностью РАМ NGA вместо NGG 
[15]. Созданный таким образом редактор основа-
ний использовался для внесения в ген pi-ta одно-
нуклеотидной замены С–Т, которая придает рису 
устойчивость к пирикуляриозу. Эта замена не мог-
ла быть внесена с помощью ВЕ3 из-за отсутствия 
мотива NGG на требуемом расстоянии от целево-
го основания. Из 11 трансгенных линий, экспрес-

сирующих редактор оснований и sgRNA, в двух 
было обнаружено наличие целевой нуклеотидной 
замены, что подтверждает функциональность мо-
дифицированного ВЕ3 с измененным Cas-белком. 
Работоспособность ВЕ3 с nSpCas9(VQR) для ре-
дактирования геномной ДНК растений была про-
демонстрирована и в другом исследовании на 
рисе [22]. В этой работе другой вариант ВЕ3 с мо-
дифицированным белком nSaCas9(KKH) из Staph-
ylococcus aureus (РАМ NNNRRT) оказался не спо-
собен вносить направленные замены в геномную 
ДНК. Возможным объяснением является то, что 
эффективность данного варианта редактора осно-
ваний исследовалась по отношению к единствен-
ному целевому локусу, и неэффективное редакти-
рование могло определяться нуклеотидной после-
довательностью конкретной sgRNA.

Еще одним компонентом ВЕ3, который под-
вергался модификации при создании инструмен-
тов для редактирования генома растений, была 
цитидиндеаминаза. Как уже упоминалось ранее, 
использовавшаяся в ВЕ3 rАРОВЕС1 обладает сла-
бой активностью в отношении цитозинов, рас-
положенных в мотивах «GC». При замене в ВЕ3 
rАРОВЕС-1 на модифицированную цитидиндеа-
миназу AID Homo sapiens (AIDx) удалось добить-
ся эффективного введения замен С–Т в мотивах 
«GC» в каллусах и растениях риса по нескольким 
целевым сайтам в геномной ДНК [23]. Для редак-
тирования генома риса, мягкой пшеницы и кар-
тофеля применялся еще один модифицирован-
ный вариант ВЕ3, содержащий цитидиндеаминазу 
APOBEC-3A H. sapiens [24]. Созданный редак-
тор оснований характеризовался, во-первых, мно-
гократно расширенным окном редактирования 
(вплоть до положения –8 от РАМ), и, во-вторых, 
высокой эффективностью внесения замен С–Т при 
отсутствии иных типов замен и индел-мутаций.

Большинство разработанных к настоящему мо-
менту редакторов оснований созданы путем моди-
фикации ВЕ3. Однако, помимо редакторов семей-
ства ВЕ, практически одновременно с ними был 
разработан также другой вариант системы для на-
правленного внесения замен С–Т в геномную ДНК 
эукариот – Target-AID (рис. 1b) [7]. Этот редактор 
также состоит из nSpCas9, цитидиндеаминазы, де-
аминирующей цитозины в одноцепочечной ДНК, 
и UGI. Основное различие по сравнению с ВЕ3 за-
ключается в том, что в Target-AID использовалась 
цитидиндеаминаза PmCDA1 из Petromyzon marinus, 
и присоединялась она к С-концу nSpCas9 вместо 
N-конца. Для редактирования генома растений при-
менялся модифицированный варианта Target-AID, 
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не содержащий UGI [25]. Было показано, что с по-
мощью этого редактора оснований, как и с помощью 
ВЕ3, можно вводить замены С–Т в геномную ДНК 
однодольных (рис) и двудольных (томат) растений, 
в том числе по нескольким локусам одновременно.

Несмотря на менее активное применение, ре-
дакторы оснований семейства Target-AID имеют 
некоторые преимущества перед ВЕ3 и могут ока-
заться ценным дополнением к инструментарию 
для редактирования генома растений.

1. Окно редактирования Target-AID несколь-
ко сдвинуто в 3'-направлении от РАМ по сравне-
нию с ВЕ3; аналогичное наблюдение было сдела-
но и в животных клетках [7, 11]. Таким образом, 
Target-AID повышает количество возможных ци-
тозинов-мишеней в геномной ДНК растений; 

2. Target-AID проявил способность эффектив-
но деаминировать цитозины в мотивах «GC», в 
отношении которых ВЕ3 неэффективен;

3. Эффективность Target-AID выше при 25 °С, 
чем при 37 °С, что вероятно вызвано выбором ци-
тидиндеаминазы PmCDA1 из морского животного 
[7]. Это является преимуществом, поскольку транс-
формация и регенерация растений обычно произво-
дятся при температурах, близких к комнатной [7].

Редакторы оснований для внесения 
направленных замен A–G в геномную  
ДНК растений

Редакторы оснований семейств ВЕ и Target-AID 
предназначены для введения в геномную ДНК 
замен С–Т (G–A) в комплементарной цепи. 
Инструмент для введения в геномную ДНК эука-
риот замен A–G (Т–С в комплементарной цепи) 
был создан путем присоединения к N-концу бел-
ка nSpCas9 двух молекул адениндеаминазы TadA 
из Esherichia coli, в естественных условиях деами-
нирующей аденин в антикодоновой петле одной 
из тРНК (рис. 1c) [26]. При этом в адениндеами-
назу, непосредственно прикрепленную к nSpCas9, 
был внесен ряд аминокислотных замен, придаю-
щих этому ферменту способность деаминировать 
аденины в одноцепочечной ДНК. В пионерской ра-
боте Guaudelli et al. был создан набор редакторов 
оснований (семейство «АВЕ») для введения замен 
A–G в геномную ДНК млекопитающих, которые 
отличались друг от друга такими характеристика-
ми, как ширина и расположение окна редактирова-
ния, а также предпочтением нуклеотидному кон-
тексту, в котором находится целевой аденин [26].

Наибольшую эффективность для редактиро-
вания генома растений продемонстрировал вари-
ант редактора, названный АВЕ 7.10 [27]. Впервые 

он был применен на рисе [28]. Ген, кодирующий 
АВЕ 7.10 с кодонным составом, оптимизирован-
ным для экспрессии в млекопитающих, был поме-
щен под контроль промотора гена Ubi-1 из Z. mays. 
В качестве мишеней были выбраны несколько ге-
нов, продукты которых вовлечены в формирова-
ние архитектоники растения. В трансгенных рас-
тениях риса, экспрессирующих АВЕ 7.10, были 
обнаружены замены A–G в положениях –11...–16 
от РАМ. Замены были как одиночными, так и 
множественными, и находились в различном со-
стоянии – гомозиготном, гетерозиготном, химер-
ном. Эффективность введения замен составила 
4,8–26% для различных локусов. Индел-мутаций, 
а также замен аденинов на какие-либо другие ну-
клеотиды обнаружено не было, что согласуется с 
результатами, полученными при использовании 
АВЕ 7.10 в клетках млекопитающих [26, 28].

АВЕ 7.10 также применялся для редактирова-
ния генома двудольных растений. В протопластах 
арабидопсиса и рапса оптимизированный для экс-
прессии в растениях АВЕ 7.10 вводил замены 
A–G на расстоянии 13–17 нуклеотидов от РАМ 
[27]. При этом, наиболее эффективно деаминиро-
вались аденины, перед которыми находился ти-
мин, что соответствует нуклеотидным предпочте-
ниям адениндеаминазы TadA. В этой же работе 
были созданы трансгенные растения арабидопси-
са, несущие ген АВЕ 7.10 под контролем различ-
ных промоторов. В поколении Т1 удалось создать 
только химерные растения, содержащие как ре-
дактированные аллели, так и аллели дикого типа, 
при этом степень химерности различалась в зави-
симости от типа промотора. В поколении Т2 были 
отобраны растения с целевыми заменами в гомо-
зиготном состоянии [27].

Как и другие редакторы оснований, АВЕ 7.10 
подвергали различным модификациям. Замена 
в АВЕ 7.10 белка SpCas9 на SaCas9 позволи-
ла создать редактор, взаимодействующий с РАМ 
NNGRRT [28]. Новый редактор оснований отли-
чался высокой эффективностью, а также расши-
ренным и сдвинутым ближе к РАМ окном редак-
тирования по сравнению с АВЕ 7.10 (положения 
–7...–16 от РАМ). Также были созданы варианты 
АВЕ 7.10, содержащие nCas9(VQR) (PAM NGA), 
nCas9(VRER) (PAM NGCG) и nCas9(SaKKH) 
(PAM NNNRRT). Эффективность всех вышепе-
речисленных редакторов оснований была проде-
монстрирована на растениях риса [22].

Присоединение трех сигналов ядерной ло-
кализации NLS к С-концу АВЕ 7.10 и введе-
ние модификаций в последовательность sgRNA 
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существенно повысили эффективность направ-
ленного введения замен A–G в геномную ДНК 
риса и пшеницы [29, 30].

Особенности применения модифицированной 
технологии CRISPR/Cas9 для направленной 
замены азотистых оснований в геномной  
ДНК растений

Основные особенности функционирования 
редакторов оснований, выявленные при редак-
тировании генома животных, были подтвержде-
ны и на растениях. Установлена зависимость рас-
положения и ширины окна редактирования от 
типа редактора оснований, а также варианта Cas9. 
Например, окно редактирования Target-AID было 
сдвинуто в 3′-направлении от РАМ по сравнению 
с окном редактирования ВЕ3 [14, 25]. Также на-
блюдается некоторое расширение окна редакти-
рования при замене в составе редактора SpCas9 
на SaCas9 [28].

Было показано, что эффективность редакторов 
в замене конкретных оснований зависит от окру-
жающего их нуклеотидного контекста. Например, 
наиболее эффективное внесение замен С‒Т с по-
мощью ВЕ3 происходило в мотивах «ТС» [16, 20].

Помимо целевых мутаций С‒Т, использова-
ние редакторов оснований на основе цитидинде-
аминаз в некоторых случаях приводило к заме-
не цитозинов на другие нуклеотиды, чаще всего 
на гуанин [23]. Редакторы на основе адениндеа-
миназ не приводили к возникновению нецелевых 
мутаций [27‒30]. 

При использовании редакторов оснований от-
мечено, помимо замен нуклеотидов, образование 
индел-мутаций. При этом, частота детектируемых 
индел-мутаций варьировала от 0 до 10%. Наличие 
UGI существенно снижало частоту возникнове-
ния индел-мутаций [23].

Отличие редактирования генома растений от 
генома животных заключало главным образом 
не в самих редакторах, а в способе их примене-
ния. На животных клетках редактирование гено-
ма осуществлялось посредством транзиентно-
го присутствия редактора оснований и sgRNA в 
ядре. Доставка этих компонентов в ядро могла 
осуществляться, например с помощью плазмид-
ных векторов для транзиентной экспрессии либо 
в составе рибонуклеопротеидных частиц, состо-
ящих из редактора оснований и sgRNA [5]. По-
добный подход применялся и на растениях. На-
пример, были созданы растения картофеля с за-
менами С–Т в гене GBSS путем трансфекции 
протопластов плазмидной ДНК с последующей 

регенерацией из них растений с редактирован-
ным геномом [24]. Редактирование генома мяг-
кой пшеницы также удалось осуществить путем 
транзиентной экспрессии редактора оснований 
и sgRNA с плазмидных генетических векторов, 
а также с помощью рибонуклеопротеидных ком-
плексов [16, 24]. В последнем случае химерный 
белок nSpCas9(D10A)+APOBEC3A был получен 
в очищенном виде, преассоциирован с транскри-
бируемыми in vitro sgRNA и доставлен в ткани 
пшеницы при помощи биобаллистики [24].

Перечисленные подходы, однако, не лишены 
недостатков. Например, регенерация растений из 
трансфецированных протопластов является дли-
тельной и трудоемкой процедурой, малоэффек-
тивной для многих видов растений и разных гено-
типов внутри одного вида [31]. При регенерации 
растений из тканей, подвергнутых биобаллисти-
ке, вероятность обнаружения среди растений-ре-
генерантов образцов с отредактированным гено-
мом невелика, поскольку отсутствует какой-ли-
бо фактор, обеспечивающий преимущественную 
регенерацию из клеток, в которых произошло ре-
дактирование целевых аллелей. По этой же при-
чине высока вероятность появления химерных 
растений, состоящих из смеси клеток с редакти-
рованным геномом и клеток дикого типа.

В большинстве работ для редактирования рас-
тительного генома применялась экспрессия редак-
тора и sgRNA с генов, которые были встроены в ге-
номную ДНК растения, а не присутствовали тран-
зиентно в растительных клетках. Экспрессия этих 
генов в трансгенном растении приводит к редакти-
рованию целевых последовательностей ДНК в от-
дельных клетках и, в конечном счете, получению 
растения с редактированным геномом. Посколь-
ку редактирование в разных клетках осущест-
вляется независимо друг от друга, при использо-
вании такого подхода так же велика вероятность 
возникновения химерных растений, в которых це-
левые последовательности в геноме отредактиро-
ваны различным образом в разных клетках. При 
этом, желательным обычно является только один 
вариант модификации генома, который должен 
присутствовать во всех клетках растения. Кроме 
того, многие наиболее часто применяемые в ген-
ной инженерии растений конститутивные промо-
торы могут обеспечивать слабый уровень экспрес-
сии в меристематических и генеративных тканях 
растений [32], что приводит к слабой передаче ре-
дактированных аллелей потомству, поскольку ре-
дактирование в соматических тканях происхо-
дит гораздо активнее. Эта проблема проявляется 
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особенно ярко при редактировании генома Arabi-
dopsis thaliana из-за особенностей трансформации 
этого растения [33, 34]. Для того чтобы избежать 
указанных недостатков, для экспрессии редакто-
ров оснований в растениях применялись промото-
ры, обеспечивающие высокий уровень экспрессии 
на ранних стадиях развития растения [18, 27, 35]. 
Использование этих промоторов позволило повы-
сить эффективность внесения целевых замен, а 
также их передачи потомству.

Перспективы применения редакторов 
оснований

К настоящему моменту создан набор разно
образных редакторов оснований, способных до-
статочно эффективно решать широкий круг экс-
периментальных задач, требующих введения од-
нонуклеотидных замен в геномную ДНК. Сам 
подход редактирования отдельных нуклеоти-
дов с помощью модифицированной технологии 
CRISPR/Cas9 продемонстрировал свою эффек-
тивность для редактирования генома в различных 
организмах, в том числе в растениях [4, 5].

Вероятно, внесение в геномную ДНК однону-
клеотидных замен редакторами оснований в бли-
жайшее время вытеснит подходы, основанные 
на гомологичной рекомбинации. Однако некото-
рые экспериментальные задачи в настоящий мо-
мент могут быть решены только с помощью по-
следних [3], например, замена участков геномной 
ДНК, встраивание экзогенных последовательно-
стей в геном, а также внесение нуклеотидных за-
мен, для которых к настоящему моменту не раз-
работано эффективных редакторов оснований. 
Предлагаются различные способы повышения 
универсальности и эффективности редактирова-
ния генома как с помощью направленной замены 
оснований, так и посредством подходов, вовлека-
ющих гомологичную рекомбинацию [4, 5, 36, 37]. 
В 2017 г. был опубликован интересный подход, 
позволяющий в некоторой степени совместить 
вышеперечисленные преимущества редактирова-
ния посредством гомологичной рекомбинации с 
простотой и эффективностью применения редак-
торов оснований, для которых не требуется до-
ставка в клетку донорной ДНК [38]. В этом ис-
следовании осуществлялось введение однонукле-
отидных замен и вставка небольших экзогенных 
последовательностей в геном растений риса. При 
этом, матрицей для гомологичной рекомбинации 
служили не донорные последовательности ДНК, 
а удлиненная с 3′-конца молекула sgRNA, содер-
жащая участки гомологии с целевой последова-

тельностью в геномной ДНК [38]. Чтобы уста-
новить, может ли предложенный подход быть 
использован для высокоэффективного редактиро-
вания генома на различных объектах, необходи-
мы дальнейшие исследования.
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This review considers current methods of plant genome editing, based on a targeted substitution of bases 
in DNA using modified CRISPR/Cas9 system. In the first part of the review main principles of designing 
base editors for C–T and A–G targeted substitutions are described. Suggested solutions of the most actual 
challenges (reducing of the number of unwanted mutations in the targeted sites, precise targeting of the 
base editors on the target sequences in the genomic DNA) are provided. The second part of the review 
summarizes experience of using current base editors on plant genome editing in comparison with animal 
genome editing. Prospects for further development of precise modification of plant genomes are discussed.
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