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Yeasts are a convenient model eukaryote used for 
genome studies and genome editing. Saccharomyces 
cerevisiae is the species most widely employed in bio
technology, since it is easily cultivated in bioreactors 
and is absolutely safe. The last decade saw a significant 
development of methods of yeast genetic engineer
ing and the creation of novel instruments adapted 
from other fields, which allowed one to significantly 
accelerate the construction of new strains. The most 
prominent examples are the proteins used for directed 
DNA editing. For a long time, yeast genome engineer
ing was based on the yeasts’ system of homologous 
recombination. It was sufficient for several decades 
before the development of highthroughput methods. 
Many highthroughput methods were developed 
in the second decade of the XXI century, including 
those used in genomics, transcriptomics, proteomics, 
metabolomics, interactomics, etc. Modern bioinfor
matic databases now allow one to rapidly process the 
increasing flow of information and model cellular pro
cesses. As a result, the rate of analysis and prediction 
of targets for genome editing is currently higher than 
the rate of genome editing, which led to the develop
ment of new methods of genetic engineering. This 
process was particularly pronounced for microorgan
isms. Modern tasks require tens, hundreds, sometimes 
even thousands of genome modifications, which made 
researchers to look for new techniques. As a result, the 
instruments used for more complex objects, such as 
animals, plants, and cell lines, were adapted for yeasts. 
Modern methods for yeast genome editing allow 
introducing several modifications into the genome in 
a single step. In this study, we review the methods of 
directed genome editing and their applications and 
perspectives for yeasts. 
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Дрожжи являются модельным эукариотическим организмом, на 
котором отрабатываются многие предположения о работе генома, 
а также методы его редактирования. Наиболее часто в исследо
вательских работах используют Saccharomyces cerevisiae, которые 
очень хорошо приспособлены физиологически к культивированию 
в условиях биореактора и признаны абсолютно безопасными. В по
следнее десятилетие методы генетической инженерии дрожжей 
претерпели значительные изменения. Появились новые инстру
менты, которые пришли из смежных направлений и позволили 
значительно ускорить процесс получения новых штаммов. Прежде 
всего это белки для направленного внесения изменений в после
довательность ДНК. Длительное время методы редактирования 
генома дрожжей базировались на использовании их собственной 
системы гомологичной рекомбинации. Она удобна и удовлетво
ряла потребности исследователей на протяжении нескольких де
сятилетий, до того времени, когда на первый план стали выходить 
высокопроизводительные методы. Во втором десятилетии XXI века 
произошло бурное развитие высокопроизводительных подходов, 
в первую очередь методов анализа в биологии: геномики, транс
криптомики, протеомики, метаболомики, интерактомики и др. 
Сформировалась биоинформационная база, которая позволила 
быстро обрабатывать растущий поток информации и моделиро
вать клеточные процессы. В результате скорость анализа и пред
сказания мишеней для редактирования генома стала превышать 
скорость их получения, что, естественно, обусловило поиск новых 
методов генетической инженерии. Особенно сильно этот процесс 
затронул работы по модификации свойств микроорганизмов. Со
временные задачи стали требовать не единичных модификаций, 
а десятков и сотен, а иногда тысяч модификаций. В результате ис
следователи, занимающиеся дрожжами, стали вовлекать в работу 
новые инструменты геномного редактирования, которые ранее 
развивались для изучения более сложных объектов, таких как жи
вотные, растения, клеточные линии и др. Современные методы 
геномной инженерии дрожжей позволяют вносить несколько мо
дификаций в геном за один шаг. В данном обзоре рассматривается 
вопрос применения и перспектив дальнейшего развития методов 
направленного редактирования генома в инженерии дрожжей.
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инженерия; ZFN; цинковые пальцы; TALENS; CRISPR/Cas; Аргонавт.
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Дрожжи – модельный эукариотический организм, на 
котором отрабатываются многие предположения о 
работе генома, а также методы его редактирования. 

Чаще всего в исследовательских работах используют Sac-
charomyces cerevisiae, которые физиологически очень хо-
рошо приспособлены к культивированию в условиях био-
реактора и признаны абсолютно безопасными. История их 
применения насчитывает не одно тысячелетие. С развити-
ем промышленной биотехнологии дрожжи также нашли 
свою нишу (Botstein et al., 1997; Jensen, Keas ling, 2015). 
Использование дрожжей в современной биотехнологии 
весьма распространено (рис. 1), и если раньше это были 
природные штаммы, то теперь уровень их модификации 
бывает очень высоким.

Устойчивое изменение свойств организма возможно 
только за счет модификации его генома. На первых эта-
пах исследователи занимались изучением свойств генома 
посредством нокаута отдельных генов или изменения 
экспрессией какого-то одного гена. По мере накопления 
опыта и знаний требования к методам направленного 
редактирования генома все более усложняются, био-
модификаций становится больше и растут требования 
к надежности и точности. В настоящее время наиболее 
процессивные методы редактирования генома используют 
для бактерий. Более сложно организованные объекты, 
такие как животные и растения, со временем тоже по-
требуют большей процессивности. Особенно остро во-
прос эффективности методов преобразования генома для 
микроорганизмов встал, когда методы биоинформатики 
и аналитические подходы позволили предсказывать и 
анализировать сложные модельные эксперименты, требу-
ющие модификации и тонкой регуляции большого числа 
генов и метаболических путей (Lechner et al., 2016). Уже 
сейчас для отдельных задач в биологии необходимы сот-
ни и тысячи модификаций. Из числа решенных одной из 
самых объемных задач можно считать получение штамма 
Escherichia coli с уменьшенным числом кодонов. В ходе 
достижения этой цели был получен геном, содержащий 
более 62 000 модификаций (Ostrov et al., 2016). Эта работа 
представляет вариант синтеза генома de novo, но хорошо 
демонстрирует, какие объемы модификаций в настоящее 
время задействованы в передовых исследованиях.

Наиболее известной работой, выполненной на дрожжах, 
является воссоздание метаболического пути биосинтеза 
артемизинина в S. cerevisiae. Изначально этот метаболит 
был обнаружен в полыни Artemisia annua. Артемизинин 
оказался очень эффективен при малярии, но из биомассы 
полыни невозможно извлекать его в количествах, доста-
точных для обеспечения широкого круга заболевших. 
Тогда группа ученых под руководством J. Keasling полу-
чила рекомбинантный штамм дрожжей, способный про-
изводить артемизининовую кислоту, из которой химиче-
ски получали артемизинин в количестве 25 г/л. Благодаря 
этому способу новое лекарство стало доступным даже для 
жителей беднейших стран, где распространена маля рия 
(Paddon et al., 2013). Для этого в геном пекарских дрожжей 
были внесены 12 генов и отрегулирована их совместная 
работа. 

Кроме того, в настоящее время выполнены или выпол-
няются несколько проектов, связанных с перестройкой 

метаболизма дрожжей, получением продуцентов био-
топлива и компонентов химического синтеза (Nielsen et 
al., 2013), синтезом терпеноидов (Wriessnegger, Pichler, 
2013) и др. Подобные задачи требуют сотен модифика-
ций, которые должны выполняться быстро и надежно, 
и соответствующих инструменты, развитием которых 
занимается множество лабораторий.

Современные инструменты для направленного 
редактирования генома дрожжей
Методы направленного редактирования генома дрожжей 
развивались параллельно с общими методами моле ку-
лярной биологии. С точки зрения редактирования ге но-
ма, дрожжи оказались очень хорошим объектом. Благо-
даря высокому уровню гомологичной рекомбинации, 
на начальных этапах необходимость развития методов 
направленного редактирования генома дрожжей не вол-
новала исследователей, вплоть до второго десятилетия 
XXI века. Первые инструменты, ZFN и TALENS, оказа-
лись слишком трудозатратными, чтобы вытеснить клас-
сические методики. Дрожжи при этом использовались как 
вспомогательный материал для редактирования генома 
более сложных объектов (Kuijpers et al., 2013). Однако 
требования к количеству вводимых в геном изменений, 
их точности и скорости введения постоянно растут, и 
для современного процесса получения модифицирован-
ных штаммов необходимы большие возможности, чем 
в случае применения естественных механизмов клетки 
дрожжей. В 2012 г. для редактирования генома эукариот 
начали использовать систему CRISPR/Cas, которая по 
своей эффективности конкурировала с классическими 
методами редактирования генома дрожжей. В 2016 г. был 
открыт еще один белок, перспективный для геномного 
редактирования, – Аргонавт. К сожалению, в настоящий 
момент достоверно показана работоспособность только 
его термофильных вариантов. Несмотря на это, подобный 
белок мог бы значительно обогатить возможности гене-
тической инженерии свободноживущих одноклеточных 
организмов.

Цинковые пальцы
Одним из первых современных инструментов для направ-
ленного редактирования генома стали так называемые 
цинковые пальцы (ZFNs) – нуклеазы, способные узна-
вать определенный сайт ДНК за счет группы ДНК- свя-
зы вающих белковых доменов, имеющих аналогичное 
название. Они содержат характерный участок, который 
включает два цистеиновых и два гистидиновых остатка. 
Эти аминокислоты образуют хелатный комплекс с ионом 
цинка, а расположенная между ними полипептидная 
цепочка выделяется в виде пальца. Каждый цинковый 
палец может узнавать определенную последовательность 
ДНК из трех нуклеотидов и специфично связываться с 
ней. Цинк здесь играет структурную роль, способствуя 
стабильности домена (Kim et al., 1996). Цинковые пальцы 
входят в состав белков, в основном транскрипционных 
факторов, которые играют важную роль в различных 
клеточных процессах, таких как репликация, репарация, 
транскрипция, трансляция, метаболизм, передача сигна-
лов, пролиферация клеток, апоптоз и др.
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Идея комбинирования нескольких цинковых пальцев 
для получения домена, способного к узнаванию целевой 
последовательности, появилась в конце XX века. Согласно 
этой идее, домен цинкового пальца может быть спроекти-
рован так, чтобы узнавать желаемую последовательность 
ДНК и связываться с ней. Если к этому домену добавить 
нуклеазный домен, то можно получить инструмент для 
направленного разрезания цепи ДНК. Такие белки были 
предложены в 1996 г. (Kim et al., 1996). Для генерации 
двунитевых разрывов ДНК использовали бинарную кон-
струкцию (Bitinaite et al., 1998). Поскольку направленное 
редактирование генома очень перспективно, к работе над 
развитием нового инструмента параллельно приступили 
несколько групп, которые применяли множество различ-
ных молекулярно-биологических техник для повышения 
точности и эффективности ZFNs (Kim et al., 1996; Durai 
et al., 2005; Guo et al., 2010).

На первых порах внимание было сфокусировано на 
получении специфических белков, содержащих цинковые 
пальцы (ZFPs), через бактериальный двугибридный метод 
с последующим соединением ZFPs с доменом нуклеазы 
FokI (Kim et al., 1996; Durai et al., 2005). Но в большинстве 
случаев в условиях in vivo ZFNs оказались не способны 
разрезать сайты-мишени. Тогда ученые из Китая провели 
исследования, направленные на разработку совместно-
го скрининга и проверки для получения эффективных 
ZFP нуклеаз в дрожжах. Для этого были использованы 
штаммы S. cerevisiae, которые несут репортерные систе-
мы, позволяющие детектировать необходимую актив-
ность. Промежуточная репортерная плазмида имеет два 
гомологичных плеча в 30 п. н. Gal4 и сайт-мишень ZFN. 
Двойная цепь ДНК разрезалась по целевой последователь-
ности с помощью ZFNs и восстанавливалась механизмом 
одноцепочечного отжига (single strand annealing – SSA). 
В случае удачного восстановления начиналась наработка 
транскрипционного фактора Gal4, необходимого для за-
пуска двух ауксотрофных маркеров (Wang et al., 2013).

Однако у метода «цинковых пальцев» обнаружились 
серьезные недостатки: во-первых, это не вполне строгое 
распознавание тринуклеотидных повторов, что приво-
дит к заметному числу нецелевых расщеплений ДНК. 
Во-вторых, метод оказался весьма трудозатратным и до-
рогостоящим, поскольку для каждой последовательности 
ДНК необходимо создать свою оптимизированную бел-

ковую структуру zinc-finger нуклеазы. Поэтому система 
«цинковые пальцы» широкого распространения не полу-
чила, и в 2010 г. научный интерес к этому объекту начал 
резко снижаться. Из-за сложности использования ZFNs не 
нашли широкого применения в генетической инженерии 
дрожжей, так как они не имели очевидных преимуществ 
в сравнении с простой рекомбинацией. Но, несмотря на 
это, система была опробована на дрожжах, которые вы-
ступали в роли модельных объектов.

TALENs
Более перспективным, чем ZFNs, средством избиратель-
ного воздействия на ДНК оказались конструкции на 
основе химерных нуклеаз, названные TALENs (transcrip-
tion activator-like effector nucleases) (Sanjana et al., 2012). 
TALE нуклеазы – это полноценный белок TALE или его 
участок, объединенный с доменом, расщепляющим ДНК 
FokI-нуклеазой. Они были разработаны как высокоэф-
фективный инструмент направленной модификации ге-
нома. Повторяющиеся домены TALE обычно состоят из 
34 аминокислот, две из которых, расположенные в по-
зициях 12 и 13, высоко вариабельные (repeat variable di-
residue – RVD), и именно они отвечают за узнавание опре-
деленного нуклеотида. Идентичность этих двух остатков 
определяет специфичность связывания каждого TALE-
повтора. Простой шифр указывает целевую базу каждого 
RVD (NI = A, HD = С, NG = T, NN = G или A). Также в 
природе были найдены TALENs, имеющие переменное 
число мономеров, от 1.5 до 33.5. Таким образом, каждый 
мономер предназначен для одного нуклеотида, и линей-
ная последовательность мономеров в TALE определяет 
последовательность ДНК-мишени в направлении 5′–3′ 
(Sanjana et al., 2012).

Природным прототипом TALENs стали белки (TAL-
effectors) некоторых бактерий рода Xanthomonas, пара-
зитирующих в клетках сельскохозяйственных растений. 
Попадая в ядро растительной клетки, эти бактериальные 
белки имитируют транскрипционные факторы и связы-
ваются с определенными участками ДНК, активируя та-
ким образом гены, необходимые для выживания паразита 
(Sanjana et al., 2012).

С помощью искусственных нуклеаз TALENs стало воз-
можным внести двунитевые разрывы в любой участок 
генома. В 2011 г. на страницах авторитетного журнала 

Fig. 1. Use of yeast in the conversion of renewable sources of energy and matter. 

Cl
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Nature Methods методы геномной инженерии, в первую 
очередь использование TALENs, были названы методом 
года, благодаря колоссальному спектру возможных при-
менений в самых разных областях фундаментальной и 
прикладной науки: от функциональной геномики и био-
логии развития до сельскохозяйственной биотехнологии 
(Joung, Sander, 2013).

С 2010 по 2013 г. велись работы по модификации эн-
догенных генов дрожжей, плодовой мушки, аскариды, 
лягушек, крыс, свиней и многих других организмов при 
помощи TALENs с использованием технологий и методик, 
ранее разработанных для ZFNs (Joung, Sander, 2013). 
Как и ZFNs, TALENs не нашли широкого применения в 
генетической инженерии дрожжей из-за трудоемкости их 
использования. Однако из-за простоты работы с дрожжа-
ми их применяли для развития и тестирования метода (Li 
et al., 2011).

Группа исследователей из Франции изучала TALENs с 
использованием S. cerevisiae в качестве модельного объ-
екта (Richard et al., 2014). Экспансия тринуклеотидных 
повторов является причиной более 20 тяжелых невро-
логических расстройств у людей. Большое количество 
исследований было посвящено изучению механизмов, 
влияющих на экспансию многочисленных CAG/CTG 
повторов. В упомянутой работе TALEN применялся для 
распознавания и вырезания CAG/CTG тринуклеотидных 
повторов. В результате показано, что применение TALENs 
эндонуклеаз имеет 100 % эффективность в сокращении 
числа повторов, не вызывая какой-либо другой мутации 
в геноме дрожжей (Richard et al., 2014).

В работе (Li et al., 2011) описаны модульные технологии 
сборки заказных dTALENs и характеристики десяти таких 
dTALENs для направленной модификации генов. В ме-
тоде использованы четыре основных повтора совместно 
с RVDs: NI, NG, NN и HD. Метод позволяет генерировать 
48 готовых к использованию модулей, которые могут быть 
использованы для сборки до 23 повторяющихся единиц 
в любом заданном порядке. К преимуществам метода 
модульной сборки относятся простота, скорость и эконо-
мичность, благодаря чему этот метод может быть освоен 
в большинстве академических или промышленных лабо-
раторий молекулярной биологии. Все десять dTALENs 
продемонстрировали эффективность нокаута и/или за-
мены гена в тестах с тремя различными хромосомными 
генами S. cerevisiae. Данный анализ является надежным и 
легким индикатором активности TALEN и подтверждает, 
что функциональные dTALENs могут использоваться для 
широкого спектра геномных локусов (Li et al., 2011).

Технология обладает значительным потенциалом в 
области экспериментальной биологии и медицины и в 
широком диапазоне отраслей наук о жизни. В течение 
двух лет TALENs были самым востребованным методом 
генетической инженерии. Но с 2012 г. популярность стала 
набирать другая система редактирования генов – CRISPR/
Cas, которая в 2015 г. окончательно заменила TALENs как 
метод генетической модификации.

CRISPR/Cas
Система CRISPR (clustered regularly interspaced short palin-
dromic repeats – короткие палиндромные повторы, рас-

положенные группами, равномерно удаленные друг от 
друга) – это естественная система адаптивного иммуни-
тета бактерий и архей, защищающая их от проникновения 
чужеродной ДНК. 

Специфические нуклеотидные повторы были обнару-
жены в 1987 г. случайно в последовательностях, флан-
кирующих 3ʹ-концы iap-генов E. coli (Ishino et al., 1987). 
В 2002 г. R. Jansen с коллегами предложили акроним 
CRISPR. Ими было охарактеризовано новое семейство 
повторяющихся последовательностей ДНК, присутству-
ющее у доменов бактерий и архей, но отсутствующее 
у эукариот и вирусов. Выявлены ассоциированные с 
повторами гены cas (CRISPR-associated), которые рас-
полагались неизменно рядом с локусом CRISPR, а также 
показана их взаимосвязь (Jansen et al., 2002). Структура 
CRISPR-кассеты представляет собой набор участков 
уникальной ДНК (захваченных последовательностей ДНК 
вирусов и плазмид) примерно одинаковой длины (обычно 
32–38 п. н.), названных спейсерами. Спейсеры отделены 
друг от друга CRISPR-повторами, палиндромное строение 
которых способствует формированию вторичных структур 
в виде «шпилек». Размер CRISPR-повтора может варьи-
ровать от 21 до 37 п. н. (Jansen et al., 2002). Как правило, 
CRISPR находятся в бактериальной хромосоме, но могут 
быть идентифицированы и в плазмидной ДНК (Godde, 
Bickerton, 2006), их число может достигать 375, но обыч-
но меньше 50 (Horvath, Barrangou, 2010). В 2005 г. было 
показано, что белковые продукты расположенных рядом 
cas-генов обладают хеликазной и нуклеазной активностью 
(Haft et al., 2005). Дальнейшие исследования этой систе-
мы позволили установить ее роль в обеспечении защиты 
микроорганизмов от вторжения чужеродной ДНК (Bolo-
tin et al., 2005; Barrangou et al., 2007; Mojica et al., 2009). 
В 2012 г. две группы исследователей смогли направить 
нуклеазную активность Cas9 специфичным по последо-
вательности образом in vitro (Gasiunas et al., 2012; Jinek et 
al., 2012). Сразу после этого в 2013 г. были опубликованы 
работы по применению CRISPR/Cas для инженерии гено-
ма клеток животных (Cong et al., 2013; Mali et al., 2013). 
С тех пор метод был оптимизирован и адаптирован для 
редактирования геномов разных организмов: животных, 
растений, насекомых, грибов, дрожжей, бактерий.

Эффективность CRISPR/Cas превзошла возможности 
естественной рекомбинации дрожжей, что способствовало 
ее активному вовлечению в разработку методов их ге-
номного редактирования. Применение Cas9 для внесения 
разрывов в геном S. cerevisiae увеличило эффективность 
гомологичной рекомбинации пятикратно в присутствии 
одноцепочечных олигонуклеотидов в качестве матрицы, 
а в присутствии двуцепочечных олигонуклеотидов – 
130-кратно (DiCarlo et al., 2013). Впоследствии метод 
CRISPR/Cas был использован для модификации других 
видов дрожжей (см. таблицу).

В природной системе CRISPR/Cas белок Cas9 направля-
ется к целевому участку ДНК гибридом из двух молекул 
РНК – CRISPR RNA (crRNA) и tracrRNA, трансактивиру-
ющей crRNA. Вместе эти две молекулы РНК формируют 
вторичную структуру, которая связывается с белком Cas9. 
crRNA направляет систему к целевому участку генома из 
примерно 20 пар оснований, комплементарных фрагменту 
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Методы геномного редактирования дрожжей: 
история и современное состояние

на crRNA. За целевой последовательностью должен сле-
довать мотив 5′-NGG-3′, названный PAM (protospacer ad-
jacent motif). ДНК разрезается за три нуклеотида до PAM 
последовательности (Gasiunas et al., 2012). Для большего 
удобства в генетической инженерии crRNA и tracrRNA 
были объединены в одну guiding RNA (гидРНК) через 
линкер (Jinek et al., 2012).

Чтобы осуществить изменения в геноме с помощью 
системы CRISPR, в клетке одновременно должны при-
сутствовать белок Cas9, направляющая РНК (гидРНК), а 
также, если необходимо, ДНК-матрица для гомологичной 
рекомбинации. Наиболее часто используемый белок в 
генетической инженерии S. cerevisiae – Cas9 из Streptococ-
cus pyogenes. Последовательность гена белка может быть 
природной (Ryan et al., 2014; Bao et al., 2015), оптимизи-
рованной для экспрессии в клетках человека (DiCarlo et 
al., 2013; Gao, Zhao, 2014; Zhang et al., 2014; Jakočiūnas et 
al., 2015; Mans et al., 2015; Stovicek et al., 2015) и дрожжей 
(Horwitz et al., 2015; Generoso et al., 2016). Ген белка Cas9 
экспрессировали под контролем конститутивных промо-
торов разной силы. Наиболее часто используемый про-

мотор – TEF1 (DiCarlo et al., 2013; Zhang et al., 2014; Bao 
et al., 2015; Jakočiūnas et al., 2015; Mans et al., 2015; Shi 
et al., 2016; Jensen et al., 2017; Liu et al., 2017; Ng, Dean, 
2017), второй по частоте использования промотор – ADH1 
(Gao, Zhao, 2014; Jacobs et al., 2014;  Fernandez, Berro, 2016; 
Reider Apel et al., 2017), далее следуют RNR2 (Ryan et al., 
2014), FBA1 (Horwitz et al., 2015), TDH3 (Laughery et al., 
2015), PGK1 (Lee et al., 2015) и др. 

Чаще всего ген Cas9 вводили в клетку с использованием 
плазмидных векторов, низкокопийных самореплицирую-
щихся центромерных векторов (DiCarlo et al., 2013; Zhang 
et al., 2014; Jakočiūnas et al., 2015; Stovicek et al., 2015) 
или многокопийных векторов на основе 2μ вектора (Gao, 
Zhao, 2014; Ryan et al., 2014; Bao et al., 2015; Horwitz et al., 
2015; Laughery et al., 2015; Generoso et al., 2016). В рабо-
те (Mans et al., 2015) были описаны сконструированные 
штаммы S. cerevisiae, в которых ген Cas9 был клонирован 
в геном, что позволяет использовать меньше селективных 
маркеров, а также сократить число необходимых стадий. 
Схема эксперимента по генетической инженерии дрожжей 
приведена на рис. 2.

Yeast species for which CRISPR/Cas systems for targeted genome editing have been developed 

Species Reference(s)

Saccharomyces cerevisiae DiCarlo et al., 2013; Gao, Zhao, 2014; Ryan et al., 2014; Zhang et al., 2014;  
Bao et al., 2015; Horwitz et al., 2015; Jakočiūnas et al., 2015; Mans et al., 2015; 
Stovicek et al., 2015; Generoso et al., 2016; Jensen et al., 2017; Liu et al., 2017;  
Ng, Dean, 2017; Reider Apel et al., 2017; et al.

Yarrowia lipolytica Schwartz et al., 2016

Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces marxianus Horwitz et al., 2015; NambuNishida et al., 2017

Komagataella phaffii (before Pichia pastoris) Weninger et al., 2016

Schizosaccharomyces pombe Jacobs et al., 2014

Ogataea polymorpha Numamoto et al., 2017

Candida albicans, C. glabrata, C. lusitaniae Vyas et al., 2015; Cen et al., 2017; Norton et al., 2017

Cryptococcus neoformans Wang et al., 2016
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gRNA1

gRNA1

gRNA2

gRNA2

gRNA3

gRNA3

Cas9

Introduction of the Cas9 gene

or

or +

Inserts

Introduction of guidRNA  
and fragments for recombinations

Fig. 2. Genetic engineering of yeast with the CRISPR/Cas system. 
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ГидРНК – это второй важный элемент метода CRISPR/
Cas редактирования генома. Введение и правильная 
тран скрипция гидРНК имеют наибольшее значение во 
всем процессе клонирования с использованием системы 
CRISPR/Cas. Введение в S. cerevisiae чаще всего проводят 
в составе 2μ вектора. Обычно Cas9 и гидРНК располагают 
в разных конструкциях, но в ряде работ их располагали 
в одной плазмиде (Ryan, Cate, 2014), хотя ввиду очень 
большого размера гена Cas9 такой вариант достаточно 
труден в исполнении. К тому же экспрессия Cas9 должна 
предшествовать трансфекции генов гидРНК (Walter et al., 
2016). Использование ПЦР-фрагментов для конструиро-
вания гидРНК кассет также не получило распространения 
из-за большей эффективности использования плазмид 
(DiCarlo et al., 2013). Функциональные гидРНК получают 
с помощью разных конструкций, включающих промотор, 
терминатор и функциональные элементы для созревания 
РНК: 1) промотор для полимеразы III, транскрибирующий 
РНК с лидерной последовательностью, которая отрезается 
в процессе созревания (DiCarlo et al., 2013; Farzadfard et 
al., 2013); 2) промоторы для полимеразы III, содержащие 
cis-регуляторные элементы, транскрибирующие последо-
вательность гидРНК с рибозимом, отрезающим 5′-конец 
(Ryan et al., 2014); 3) промотор для полимеразы II, тран-
скрибирующий гидРНК с двумя рибозимами, отщепля ю-
щими дополнительные последовательности РНК с обоих 
концов (Gao, Zhao, 2014).

Эффективная работа системы гомологичной рекомби-
нации дрожжей позволяет параллельно вносить несколь-  
ко изменений в геном с использованием CRISPR/ Cas. Ре-
шающим этапом при этом является одновременная экс-
прессия нескольких гидРНК, для достижения чего ис- 
 пользуют несколько путей: несколько векторов с различ-
ными маркерами устойчивости (Mans et al., 2015); один 
вектор (Ryan et al., 2014; Jakočiūnas et al., 2015; Lee et al., 
2015); трансфекция нескольких линеаризованных кассет 
(Horwitz et al., 2015).

Примеры использования CRISPR/Cas  
в работе с дрожжами
Получение сложных веществ при помощи микробиаль-
ного синтеза – задача, которая требует большого объема 
изменений в геноме. За последние годы сделано несколько 
подобных работ с использованием метода CRISPR/Cas. 
Очень интересное исследование выполнено под руко-
водством J.D. Keasling и A. Mukhopadhyay (Reider Apel 
et al., 2017). Ими разработан набор инструментов для 
изучения метаболических путей в клетках S. cerevisiae, 
включая набор промоторов, выявлена зависимость интен-
сивности экспрессии от позиции на хромосомах, создан 
программный продукт для разработки плазмид и после-
довательностей для выполнения конкретных задач, на-
правленных на оптимизацию метаболических путей. Так 
как для экспрессии белков в рабочем состоянии важна 
локализация, был получен набор лидерных последова-
тельностей для локализации белка в разных частях клетки. 
Этот набор инструментов был применен для разработки 
промышленного штамма-продуцента таксадиена. В итоге 
получен штамм, способный производить таксадиен, а в 
результате оптимизации метаболических путей удалось 

увеличить его концентрацию в культуре в 25 раз (рис. 3) 
(Reider Apel et al., 2017). В другой работе авторы получили 
штамм-продуцент нарингенина, который впоследствии 
был оптимизирован для снижения концентрации побоч-
ного продукта (рhloretic acid) (Vanegas et al., 2017).

Получение функциональных белков – еще одна задача, 
которая может быть эффективно решена с использованием 
дрожжей и требует значительного объема работ по гене-
тической инженерии. В публикации (Sheng et al., 2017) 
проведена оптимизация выхода Hepatitis B Small Antigen 
при помощи направленного геномного редактирования 
S. cerevisiae. С одной стороны, работа не содержит ориги-
нальных решений, основанных на моделировании и глу-
боком понимании процессов, с другой – она демонстриру-
ет возможности использования технологии CRISPR/ Cas  
для высокоэффективного редактирования генома. В ходе 
исследования авторы параллельно проводили нокаут не-
скольких генов в разных вариантах для проверки эффек-
тивности наработки целевого белка. В результате уда-
лось повысить конечную концентрацию Hepatitis B Small 
Antigen (HBsAg) в 2.7 раза (Sheng et al., 2017).

Другое важное направление современной биотехноло-
гии – это получение компонентов для крупнотоннажного 
химического синтеза. Так, при помощи разработанного 
набора инструментов для выполнения метаболической 
инженерии Schizosaccharomyces pombe с использованием 
CRISPR/Cas был выделен штамм-продуцент молочной 
кислоты (Ozaki et al., 2017). Для этого в геноме были но-
каутированы шесть генов, встроены три гена и проведена 
оптимизация их экспрессии. Итоговый штамм позволил 
получить молочную кислоту в концентрации 25 г/л с вы-
ходом 0.71 г/г. Дальнейшая оптимизация может увеличить 
выход конечного продукта до значения, достаточного для 
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организации технологического процесса (Ozaki et al., 
2017). Изменения, которые были внесены в ходе выпол-
нения работы, представлены на рис. 4. В исследовании  
(Shi et al., 2016) был получен штамм-продуцент (R,R)-
2,3-бутандиола, способный к коферментации глюкозы и 
ксилозы, а также проведено многокопийное клонирование 
24 кб фрагмента, несущего необходимые последователь-
ности.

Аргонавт
Уже на протяжении шести лет система CRISPR/Cas до-
минирует в качестве инструмента для геномного редакти-
рования эукариот, ее использование весьма эффективно и 
достаточно просто. Несмотря на это, в мире продолжается 
поиск других инструментов, которые были бы более удоб-
ны или просты в использовании. В 2016 г. опубликовано 
сообщение об обнаружении белка Аргонавт (Gao et al., 
2016), который может существенно дополнить возмож-
ности методов геномного редактирования. Подобный 
белок мог бы оказаться особенно эффективным при 
работе с одноклеточными организмами или в клеточных 
культурах. К сожалению, активность белка не подтверж-
дена независимыми исследованиями других лабораторий 
(Burgess et al., 2016; Javidi-Parsijani et al., 2017; Khin et al.,  
2017).

Белок Аргонавт впервые упоминается в работе, опи-
сывающей мутацию Arabidopsis thaliana. Свое название 
ген и соответствующий белок получили по латинскому 
названию осьминога Argonauta argo – листья мутантного 
растения свернулись, как щупальца у кальмара (Bohmert 
et al., 1998). Позднее выяснили, что Аргонавт – это бе-
лок, играющий ключевую роль в эукариотической РНК-
интерференции. При интерференции Аргонавт использует 
короткие 5′-фосфорилированные РНК для нацеливания на 
мРНК. Белки Аргонавт относятся к суперсемейству PIWI 
(Swarts et al., 2014).

Большое количество геномов прокариот также содержат 
гены белка Аргонавт (Cerutti et al., 2000; Shabalina, Koonin, 
2008; Makarova et al., 2009). В работе (Vogel, 2014) показа-
но, что роль этих белков в клетках прокариот заключается 
в защите от чужеродной ДНК, попадающей в клетку. 

Белки Аргонавт обладают различной специфичностью: 
часть белков образует комплексы с 5′-фосфорилирован-
ными олиго-РНК, другая – с 5′-фосфорилированными 
олиго-ДНК. Первыми описанными белками Аргонавт 
прокариот были белки термофильных микроорганизмов, 
для которых показана способность к внесению разрывов 
в ДНК in vitro. Это были белки из Thermus thermophiles 
(Swarts et al., 2015b) и Pyrococcus furiosus (Swarts et al., 
2015a). Белки осуществляли защиту клетки от проник-
новения чужеродной ДНК и проявляли способность к 
направленному разрушению плазмидных векторов строго 
в местах, комплементарных направляющим 5′-фосфо-
рилированным ДНК-олигонуклеотидам. В частности, 
широко используемый в молекулярной биологии для 
изу чения генома термофильных бактерий штамм Thermus 
thermophilus HB27, легко подвергающийся трансфекции, 
несет поврежденный ген белка Аргонавт (Swarts et al., 
2015b). Изучение свойств найденных белков выявило их 
способность к связыванию с 5′-фосфорилированными 
олигонуклеотидами и направленному внесению разрывов 
в нуклеотидную последовательность. 

Способность белков Аргонавт к внесению разрывов в 
полинуклеотидные последовательности по строго опреде-
ленным сайтам, комплементарным направляющим 5′-фос-
форилированным ДНК-олигонуклеотидам (гидДНК), за-
интересовала исследователей как новая возможность для 
создания систем направленного редактирования генома. 
Однако белки термофильных организмов оказались не-
пригодны для внесения изменений в клетки мезофильных 
организмов, так как для их работы требовалась темпера-
тура более 65 °С, что неприемлемо – клетки животных, 
растений и большинства микроорганизмов не выживают 
в таких условиях.

В сравнении с CRISPR/Cas, система на основе белка 
Аргонавт может обладать рядом преимуществ, особен-
но для одноклеточных организмов, таких как дрожжи. 
Ключевыми для системы модификации являются всего 
два элемента: сам белок и направляющий 5′-фосфори-
лированный олигонуклеотид. Направляющая гидДНК 
для белков Аргонавт значительно проще в сравнении с 
гидРНК для Cas9. Размер известных белков Аргонавт со-
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ставляет 2/3 от размеров белка Cas9, что важно в связи с 
тем, что у Cas9 очень большой размер и его ген неудобен  
в работе.

Однако в настоящее время вопрос о возможности ис-
пользования белка Аргонавт для редактирования генома 
эукариот вновь оказался открытым. Описание фермента 
Аргонавт, способного работать в физиологичных для жи-
вотных температурах, естественно, заинтересовало науч-
ное сообщество. Сразу несколько групп начали разрабаты-
вать методы геномного редактирования с использованием 
нового фермента. Неожиданностью стало то, что ни одной 
группе исследователей не удалось показать его активность 
(Burgess et al., 2016; Javidi-Parsijani et al., 2017; Khin et 
al., 2017). 

Заключение
Инженерия генома дрожжей имеет длинную и успешную 
историю благодаря наличию собственных механизмов 
гомологичной рекомбинации. С одной стороны, дрожжи 
S.  cerevisiae долгое время были основным модельным 
объектом при изучении эукариот, что объяснялось отно-
сительной простотой устройства и методов культивиро-
вания. С другой стороны, это замечательная платформа 
для получения штаммов для биотехнологического при-
менения. Дрожжи служили моделью и вспомогательным 
инструментом при разработке технически сложных ме-
тодов для модификации генома животных и растений, 
а также были целью работ. В настоящее время наиболее 
процессивные инструменты для направленного геном-
ного редактирования разработаны именно для дрожжей. 
В первую очередь это параллельное введение мутаций при 
помощи CRISPR/Cas, которое реализовано уже сегодня. 
В обзоре приведены примеры успешного использования 
этого метода и описаны существующие инструменты.

Поскольку методы генетической инженерии однокле-
точных организмов несколько отличаются от принципов 
работы с многоклеточными, возможно появление новых 
инструментов, специализирующихся именно на работе с 
ними. Одним из таких вариантов мог бы стать белок Арго-
навт. К сожалению, в настоящее время достоверно пока-
зана активность только высокотемпературных вариантов 
этого белка.
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