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Притязания на приоритет 

Настоящая заявка притязает на приоритет, согласно 35 U.S.С. 119 (е), предварительной заявки на 

патент США № 62/168355, поданной 29 мая 2015 г., и предварительной заявки на патент США  

№ 62/296,853, поданной 18 февраля 2016 г., содержание которых включено в настоящее описание полно-

стью в виде ссылки. 

Область техники, к которой относится изобретение 

Настоящее изобретение относится к нуклеиновым кислотам CRISPR для скрининга в отношении 

жизненно важных и нежизненно важных генов и инородных геномных островов в бактериях, археях, 

водорослях и/или дрожжах для уничтожения бактерий, архей, водорослей и/или дрожжей, для идентифи-

кации фенотипа гена или генов и/или для скрининга в отношении уменьшенного размера генома и/или 

делеции гена в бактериях, археях, водорослях и/или дрожжах. 

Уровень техники 

Короткие палиндромные повторы, регулярно расположенные группами (CRISPR), в комбинации с 

ассоциированными последовательностями (cas), составляют CRISPR-Cas систему, которая обеспечивает 

многим бактериям адаптивный иммунитет. CRISPR-опосредованная иммунизация осуществляется путем 

поглощения ДНК из инвазивных генетических элементов, таких как плазмиды и фаги, в виде новых 

"спейсеров". 

CRISPR-Cas системы состоят из массива коротких ДНК повторов, разделенных гипервариабельны-

ми последовательностями, фланкированных cas генами, которые обеспечивают адаптивный иммунитет к 

инвазивным генетическим элементам, таким как фаги и плазмиды, путем нацеливания на специфические 

последовательности и интерференции (Barrangou et al., 2007, Science, 315:1709-1712; Brouns et al., 2008, 

Science, 321:960-4; Horvath and Barrangou, 2010, Science, 327:167-70; Marraffini and Sontheimer, 2008, Sci-

ence, 322:1843-1845; Bhaya et al., 2011, Annu. Rev. Genet., 45:273-297; Terns and Terns, 2011, Curr. Opin. Mi-

crobiol., 14:321-327; Westra et al., 2012, Annu. Rev. Genet., 46:311-339; Barrangou R., 2013, RNA, 4:267-278). 

Обычно инвазивные ДНК последовательности приобретаются в виде новых "спейсеров" (Barrangou et al., 

2007, Science, 315:1709-1712), где каждая последовательность спарена с повтором CRISPR и вставлена в 

виде новой единицы повтор-спейсер в локус CRISPR. Впоследствии массив повтор-спейсер транскриби-

руется в виде длинной pre-CRISPR РНК (pre-crРНК) (Brouns et al., 2008, Science, 321:960-4), которая про-

цессируется с образованием коротких интерферирующих CRISPR РНК (crРНК), которые управляют рас-

познаванием специфических последовательностей. По существу crРНК направляют нуклезы на компле-

ментарные мишени для опосредованного эндонуклеазами Cas расщепления нуклеиновой кислоты со 

специфической последовательностью (Garneau et al., 2010, Nature, 468:67-71; Haurwitz et al., 2010, Sci-

ence, 329:1355-1358; Sapranauskas et al., 2011, Nucleic Acid Res., 39:9275-9282; Jinek et al., 2012, Science, 

337:816-821; Gasiunas et al., 2012, Proc. Natl. Acad. Sci., 109:E2579-E2586; Magadan et al., 2012, PLoS One, 

7:e40913; Karvelis et al., 2013, RNA Biol., 10:841-851). Эти широко распространенные системы встреча-

ются почти у половины бактерий (~46%) и у большинстве археев (~90%). 

В общих чертах, имеется два класса (Makarova et al., Nat. Rev. Microbiol., 13:722-736 (2015)) 

CRISPR-Cas систем, которые охватывают пять больших типов и 16 разных подтипов, исходя из содержа-

ния cas генов, строения cas оперона, последовательностей белков Cas и этапов процесса (Makarova et al., 

Biol. Direct., 6:38 (2011); Makarova and Koonin, Methods Mol. Biol., 1311:47-75 (2015); Barrangou, R., Ge-

nome Biology, 16:247 (2015)). В типах I и III специализированные эндонуклеазы Cas осуществляют про-

цессинг pre-crРНК, которые впоследствии образуют крупный комплекс мульти-Cas белков, способный 

распознавать и расщеплять нуклеиновые кислоты, комплементарные crРНК. Системы типа I являются 

наиболее часто встречающимися и широко распространенными системами, которые нацеливаются на 

ДНК Cascade-управляемым и PAM-зависимым способом, разрушая целевые нуклеиновые кислоты при 

помощи сигнатурного белка Cas3. CRISPR-Cas система типа II имеет другой процесс. В этом случае про-

цессинг pre-CRNA происходит по механизму, при котором транс-активирующая crРНК (tracrРНК) гиб-

ридизуется с областями повтора crРНК. Гибридизованные crРНК-tracrРНК расщепляются RNase III, и 

после второго события, при котором происходит удаление 5'-конца каждого спейсера, продуцируются 

зрелые crРНК, которые остаются связанными как с tracrРНК, так и Cas9. Затем зрелый комплекс распола-

гается на dsДНК последовательности-мишени ('протоспейсерная' последовательность), которая является 

комплементарной спейсерной последовательности в этом комплексе, и разрезает обе нити. Для узнава-

ния и расщепления этим комплексом в системе типа II требуется наличие не только комплементарной 

последовательности между спейсерной последовательностью комплекса crРНК-tracrРНК и 'протоспей-

серной' последовательностью-мишенью, но также требуется последовательность прилегающего к про-

тоспейсеру мотива (PAM), расположенная на 3'-конце протоспейсерной последовательности. 

Сущность изобретения 

В одном из аспектов изобретения предоставляется способ скрининга популяции бактериальных 

клеток в отношении жизненно важных генов, не жизненно важных генов и/или инородных геномных 

островов, включающий 

введение в указанную популяцию бактериальных клеток конструкции гетерологичной нуклеиновой 

кислоты, содержащей массив CRISPR, содержащий (в 5'-3' направлении) последовательность повтор-
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спейсер-повтор или по меньшей мере одну последовательность повтор-спейсер, в которой спейсер ука-

занной последовательности повтор-спейсер-повтор или указанной по меньшей мере одной последова-

тельности повтор-спейсер содержит нуклеотидную последовательность, которая по существу компле-

ментарна области-мишени в геноме бактериальных клеток указанной популяции, таким образом создавая 

популяцию трансформированных бактериальных клеток; 

определение наличия или отсутствия делеции в популяции трансформированных бактериальных, 

архейных, водорослевых или дрожжевых клеток, причем наличие делеции в популяции трансформиро-

ванных бактериальных, архейных, водорослевых или дрожжевых клеток означает, что область-мишень 

содержится в нежизненно важном гене и/или инородном геномном острове, а отсутствие делеции в по-

пуляции трансформированных бактериальных, архейных, водорослевых или дрожжевых клеток означа-

ет, что область-мишень содержится в жизненно важном гене. 

Массив CRISPR, используемый в этом изобретении, может быть массивом CRISPR типа I, типа II, 

типа III, типа IV или типа V. 

Во втором аспекте изобретения предоставляется способ скрининга популяции бактериальных, ар-

хейных, водорослевых или дрожжевых клеток в отношении жизненно важных генов, нежизненно важ-

ных генов и/или инородных геномных островов, включающий 

введение в популяцию бактериальных, архейных, водорослевых или дрожжевых клеток 

(a) конструкции гетерологичной нуклеиновой кислоты, содержащей транс-кодируемую CRISPR 

(tracr) нуклеиновую кислоту, 

(b) конструкции гетерологичной нуклеиновой кислоты, содержащей массив CRISPR, содержащий 

(в 5'-3' направлении) последовательность повтор-спейсер-повтор или по меньшей мере одну последова-

тельность повтор-спейсер, в которой спейсер указанной последовательности повтор-спейсер-повтор или 

указанной по меньшей мере одной последовательности повтор-спейсер содержит нуклеотидную после-

довательность, которая по существу комплементарна области-мишени в геноме (хромосомном и/или 

плазмидном) бактериальных, архейных, водорослевых или дрожжевых клеток указанной популяции, и 

(c) Cas9 полипептида или конструкции гетерологичной нуклеиновой кислоты, содержащей поли-

нуклеотид, кодирующий Cas9 полипептид, таким образом создавая популяцию трансформированных 

бактериальных, архейных, водорослевых или дрожжевых клеток; и 

определение наличия или отсутствия делеции в популяции трансформированных бактериальных, 

архейных, водорослевых или дрожжевых клеток, причем наличие делеции в популяции бактериальных, 

архейных, водорослевых или дрожжевых клеток означает, что область-мишень содержится в нежизненно 

важном гене и/или инородном геномном острове, а отсутствие делеции в популяции бактериальных, ар-

хейных, водорослевых или дрожжевых клеток означает, что область-мишень содержится в жизненно 

важном гене. 

В третьем аспекте изобретения предоставляется способ уничтожения одной или более бактериаль-

ных клеток в популяции бактериальных клеток, включающий введение в указанную популяцию бактери-

альных клеток конструкции гетерологичной нуклеиновой кислоты, содержащей массив CRISPR (crРНК, 

crДНК), содержащий (в 5' к 3' направлении) последовательность повтор-спейсер-повтор или по меньшей 

мере одну последовательность повтор-спейсер, в которой спейсер указанной последовательности повтор-

спейсер-повтор или указанной по меньшей мере одной последовательности повтор-спейсер содержит 

нуклеотидную последовательность, которая по существу комплементарна области-мишени в геноме бак-

териальных клеток указанной популяции, таким образом уничтожая в популяции бактериальных клеток 

одну или более бактериальных клеток, которые содержат область-мишень. Массив CRISPR, используе-

мый в этом изобретении, может быть массивом CRISPR типа I, типа II, типа III, типа IV или типа V. 

В четвертом аспекте изобретения предоставляется способ уничтожения одной или более клеток в 

популяции бактериальных, ахейных, водорослевых или дрожжевых клеток, включающий 

введение в популяцию бактериальных, ахейных, водорослевых или дрожжевых клеток 

(а) конструкции гетерологичной нуклеиновой кислоты, содержащей транс-кодируемую CRISPR 

(tracr) нуклеиновую кислоту, 

(b) конструкции гетерологичной нуклеиновой кислоты, содержащей массив CRISPR, содержащий 

(в 5'-3' направлении) последовательность повтор-спейсер-повтор или по меньшей мере одну последова-

тельность повтор-спейсер, в которой спейсер указанной последовательности повтор-спейсер-повтор или 

указанной по меньшей мере одной последовательности повтор-спейсер содержит нуклеотидную после-

довательность, которая по существу комплементарна области-мишени в геноме (хромосомном и/или 

плазмидном) бактериальных, ахейных, водорослевых или дрожжевых клеток указанной популяции, и 

(с) Cas9 полипептида и/или конструкции гетерологичной нуклеиновой кислоты, содержащей поли-

нуклеотид, кодирующий Cas9 полипептид, таким образом уничтожая одну или более клеток, которые 

содержат область-мишень в своем геноме, в популяции бактериальных, ахейных, водорослевых или 

дрожжевых клеток. 

В пятом аспекте изобретения предоставляется способ идентификации фенотипа, связанного с бак-

териальным геном, включающий 

введение в популяцию бактериальных клеток конструкции гетерологичной нуклеиновой кислоты, 
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содержащей массив CRISPR, содержащий (в 5'-3' направлении) последовательность повтор-спейсер-

повтор или по меньшей мере одну последовательность повтор-спейсер, в которой спейсер указанной по 

меньшей мере одной последовательности повтор-спейсер и последовательности повтор-спейсер-повтор 

содержит нуклеотидную последовательность, которая по существу комплементарна области-мишени в 

геноме бактериальных клеток указанной популяции, причем эта область-мишень содержит по меньшей 

мере часть открытой рамки считывания, кодирующей полипептид, или функциональную нуклеиновую 

кислоту, таким образом уничтожая клетки, содержащие эту область-мишень, и создавая популяцию 

трансформированных бактериальных клеток, не содержащих область-мишень; и 

анализ фенотипа популяции. 

Массив CRISPR, используемый в этом изобретении, может быть массивом CRISPR типа I, типа II, 

типа III, типа IV или типа V. 

В шестом аспекте изобретения предоставляется способ идентификации фенотипа, связанного с бак-

териальным, ахейным, водорослевым или дрожжевым геном, включающий 

введение в популяцию бактериальных, ахейных, водорослевых или дрожжевых клеток 

(а) конструкции гетерологичной нуклеиновой кислоты, содержащей транс-кодируемую CRISPR 

(tracr) нуклеиновую кислоту, 

(b) конструкции гетерологичной нуклеиновой кислоты, содержащей массив CRISPR, содержащий 

(в 5'-3' направлении) последовательность повтор-спейсер-повтор или по меньшей мере одну последова-

тельность повтор-спейсер, в которой спейсер указанной последовательности повтор-спейсер-повтор или 

указанной по меньшей мере одной последовательности повтор-спейсер содержит нуклеотидную после-

довательность, которая по существу комплементарна области-мишени в геноме (хромосомном и/или 

плазмидном) бактериальных, ахейных, водорослевых или дрожжевых клеток указанной популяции, и 

(с) Cas9 полипептида или конструкции гетерологичной нуклеиновой кислоты, содержащей поли-

нуклеотид, кодирующий Cas9 полипептид, таким образом уничтожая бактериальные, ахейные, водорос-

левые или дрожжевые клетки, содержащие область-мишень, и создавая популяцию трансформированных 

бактериальных, ахейных, водорослевых или дрожжевых клеток, не содержащих область-мишень; и 

анализ фенотипа популяции трансформированных бактериальных, ахейных, водорослевых или 

дрожжевых клеток, и/или 

(i) выращивание отдельных бактериальных, ахейных, водорослевых или дрожжевых колоний из по-

пуляции трансформированных бактериальных, ахейных, водорослевых или дрожжевых клеток, и 

(ii) анализ фенотипа отдельных колоний. 

В седьмом аспекте изобретения предоставляется способ отбора одной или более бактериальных 

клеток, имеющих уменьшенный размер генома, из популяции бактериальных клеток, включающий вве-

дение в популяцию бактериальных клеток конструкции гетерологичной нуклеиновой кислоты, содержа-

щей массив CRISPR, содержащий (в 5'-3' направлении) последовательность повтор-спейсер-повтор или 

по меньшей мере одну последовательность повтор-спейсер, в которой спейсер указанной последователь-

ности повтор-спейсер-повтор или указанной по меньшей мере одной последовательности повтор-спейсер 

содержит нуклеотидную последовательность, которая по существу комплементарна области-мишени в 

геноме одной или более клеток бактерий в указанной популяции, причем клетки, содержащие область-

мишень, уничтожаются, таким образом осуществляя отбор одной или более бактериальных клеток, не 

содержащих эту область-мишень и имеющих уменьшенный размер генома, из популяции бактериальных 

клеток. Массив CRISPR, используемый в этом изобретении, может быть массивом CRISPR типа I,  

типа II, типа III, типа IV или типа V. 

В восьмом аспекте изобретения предоставляется способ отбора одной или более бактериальных 

клеток, имеющих уменьшенный размер генома, из популяции бактериальных клеток, включающий вве-

дение в популяцию бактериальных клеток 

(a) (i) одной или более конструкции гетерологичной нуклеиновой кислоты, содержащей нуклеотид-

ную последовательность, имеющую по меньшей мере 80% идентичности по меньшей мере 300 последо-

вательным нуклеотидам, присутствующим в геноме указанных бактериальных клеток, или 

(ii) двух или более конструкций гетерологичной нуклеиновой кислоты, содержащих по меньшей 

мере один транспозон, таким образом создавая популяцию трансгенных клеток бактерий, содержащих 

неприродный сайт для гомологичной рекомбинации между одной или более конструкциями гетероло-

гичной нуклеиновой кислоты, интегрированными в геном, и по меньшей мере 300 последовательными 

нуклеотидами, присутствующими в геноме, или между первым и вторым транспозонами, интегрирован-

ными в геном; и 

(b) конструкции гетерологичной нуклеиновой кислоты, содержащей массив CRISPR, содержащий 

(в 5'-3' направлении) последовательность повтор-спейсер-повтор или по меньшей мере одну последова-

тельность повтор-спейсер, в которой спейсер указанной последовательности повтор-спейсер-повтор или 

указанной по меньшей мере одной последовательности повтор-спейсер содержит нуклеотидную после-

довательность, которая по существу комплементарна области-мишени в геноме одной или более бакте-

риальных клеток в указанной популяции, причем эта область-мишень расположена между одной или 

более конструкциями гетерологичной нуклеиновой кислоты, введенными в геном, и по меньшей мере 
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300 последовательными нуклеотидами, присутствующими в геноме, и/или между первым транспозоном 

и вторым транспозоном, и клетки, содержащие область-мишень уничтожаются, таким образом осущест-

вляя отбор одной или более бактериальных клеток, не содержащих область-мишень и имеющих умень-

шенный размер генома, из популяции трансгенных бактериальных клеток. 

Массив CRISPR, используемый в этом изобретении, может быть массивом CRISPR типа I, типа II, 

типа III, типа IV или типа V. 

В девятом аспекте изобретения предоставляется способ отбора одной или более бактериальных, ар-

хейных, водорослевых или дрожжевых клеток, имеющих уменьшенный размер генома, из популяции 

бактериальных, архейных, водорослевых или дрожжевых клеток, включающий введение в популяцию 

бактериальных, архейных, водорослевых или дрожжевых клеток 

(а) конструкции гетерологичной нуклеиновой кислоты, содержащей транс-кодируемую CRISPR 

(tracr) нуклеиновую кислоту, 

(b) конструкции гетерологичной нуклеиновой кислоты, содержащей массив CRISPR, содержащий 

последовательность повтор-спейсер-повтор или по меньшей мере одну последовательность повтор-

спейсер, в которой спейсер указанной по меньшей мере одной последовательности и по меньшей мере 

последовательности повтор-спейсер-повтор содержит нуклеотидную последовательность, которая по 

существу комплементарна области-мишени в геноме (хромосомном и/или плазмидном) бактериальных, 

архейных, водорослевых или дрожжевых клеток указанной популяции, и 

(с) Cas9 полипептида, причем клетки, содержащие эту область-мишень уничтожаются, таким обра-

зом осуществляя отбор одной или более бактериальных, архейных, водорослевых или дрожжевых кле-

ток, не содержащих область-мишень и имеющих уменьшенный размер генома, из популяции бактери-

альных, архейных, водорослевых или дрожжевых клеток. 

В десятом аспекте изобретения предоставляется способ отбора одной или более бактериальных, ар-

хейных, водорослевых или дрожжевых клеток, имеющих уменьшенный размер генома, из популяции 

бактериальных, архейных, водорослевых или дрожжевых клеток, включающий 

введение в популяцию бактериальных, архейных, водорослевых или дрожжевых клеток 

(a) (i) одной или более конструкции гетерологичной нуклеиновой кислоты, содержащей нуклеотид-

ную последовательность, имеющую по меньшей мере 80% идентичности по меньшей мере 300 последо-

вательным нуклеотидам, присутствующим в геноме указанных бактериальных, архейных, водорослевых 

или дрожжевых клеток, или 

(ii) двух или более конструкций гетерологичной нуклеиновой кислоты, содержащих по меньшей 

мере один транспозон, таким образом создавая популяцию трансгенных бактериальных, архейных, водо-

рослевых или дрожжевых клеток, содержащих неприродный сайт для гомологичной рекомбинации меж-

ду одной или более конструкциями гетерологичной нуклеиновой кислоты, интегрированными в геном, и 

по меньшей мере 300 последовательными нуклеотидами, присутствующими в геноме, или между первым 

и вторым транспозонами, интегрированными в геном; и 

(b) (i) конструкции гетерологичной нуклеиновой кислоты, содержащей транс-кодируемую CRISPR 

(tracr) нуклеиновую кислоту, 

(ii) конструкции гетерологичной нуклеиновой кислоты, содержащей массив CRISPR, содержащий 

последовательность повтор-спейсер-повтор или по меньшей мере одну последовательность повтор-

спейсер, в которой спейсер указанной по меньшей мере одной последовательности повтор-спейсер и по 

меньшей мере одной последовательности повтор-спейсер-повтор содержит нуклеотидную последова-

тельность, которая по существу комплементарна области-мишени в геноме (хромосомном и/или плаз-

мидном) одной или более бактериальных, архейных, водорослевых или дрожжевых клеток указанной 

популяции, и 

(iii) Cas9 полипептида и/или конструкции гетерологичной нуклеиновой кислоты, содержащей по-

линуклеотид, кодирующий Cas9 полипептид, причем эта область-мишень расположена между одной или 

более конструкциями гетерологичной нуклеиновой кислоты, введенными в геном, и по меньшей мере 

300 последовательными нуклеотидами, присутствующими в геноме, и/или между первым транспозоном 

и вторым транспозоном, и клетки, содержащие область-мишень уничтожаются, таким образом осущест-

вляя отбор одной или более бактериальных, архейных, водорослевых или дрожжевых клеток, не содер-

жащих область-мишень и имеющих уменьшенный размер генома, из популяции трансгенных бактери-

альных, архейных, водорослевых или дрожжевых клеток. 

В одиннадцатом аспекте изобретения предоставляется способ идентификации в популяции бакте-

рий по меньшей мере одного изолята, имеющего делецию в своем геноме, включающий 

введение в популяцию бактериальных клеток конструкции гетерологичной нуклеиновой кислоты, 

содержащей массив CRISPR, содержащий (в 5'-3' направлении) последовательность повтор-спейсер-

повтор или по меньшей мере одну последовательность повтор-спейсер, в которой спейсер указанной по-

следовательности повтор-спейсер-повтор или указанной по меньшей мере одной последовательности 

повтор-спейсер содержит нуклеотидную последовательность, которая по существу комплементарна об-

ласти-мишени в геноме одной или более бактериальных клеток указанной популяции, причем клетки, 

содержащие область-мишень уничтожаются, таким образом создавая популяцию трансформированных 
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бактериальных клеток, не содержащих область-мишень; и 

выращивание отдельных бактериальных колоний из популяции трансформированных бактериаль-

ных клеток, таким образом осуществляя идентификацию по меньшей мере одного изолята из популяции 

трансформированных бактерий имеющих делецию в своем геноме. 

Массив CRISPR, используемый в этом изобретении, может быть массивом CRISPR типа I, типа II, 

типа III, типа IV или типа V. 

В двенадцатом аспекте изобретения предоставляется способ идентификации в популяции бактерий 

по меньшей мере одного изолята, имеющего делецию в своем геноме, включающий 

введение в популяцию бактериальных клеток 

(a) (i) одной или более конструкции гетерологичной нуклеиновой кислоты, содержащей нуклеотид-

ную последовательность, имеющую по меньшей мере 80% идентичности по меньшей мере 300 последо-

вательным нуклеотидам, присутствующим в геноме указанных бактериальных клеток, или 

(ii) двух или более конструкций гетерологичной нуклеиновой кислоты, содержащих по меньшей 

мере один транспозон, таким образом создавая популяцию трансгенных бактериальных клеток, содер-

жащих неприродный сайт для гомологичной рекомбинации между одной или более конструкциями гете-

рологичной нуклеиновой кислоты, интегрированными в геном, и по меньшей мере 300 последователь-

ными нуклеотидами, присутствующими в геноме, или между первым и вторым транспозонами, интегри-

рованными в геном; и 

(b) конструкции гетерологичной нуклеиновой кислоты, содержащей массив CRISPR, содержащий 

(в 5'-3' направлении) последовательность повтор-спейсер-повтор или по меньшей мере одну последова-

тельность повтор-спейсер, в которой спейсер указанной последовательности повтор-спейсер-повтор или 

указанной по меньшей мере одной последовательности повтор-спейсер содержит нуклеотидную после-

довательность, которая по существу комплементарна области-мишени в геноме одной или более бакте-

риальных клеток в указанной популяции, причем эта область-мишень расположена между одной или 

более конструкциями гетерологичной нуклеиновой кислоты, введенными в геном, и по меньшей мере 

300 последовательными нуклеотидами, присутствующими в геноме, и/или между первым транспозоном 

и вторым транспозоном, и клетки, содержащие область-мишень уничтожаются, таким образом создавая 

популяцию трансформированных бактериальных клеток, не содержащих область-мишень; и 

выращивание отдельных бактериальных колоний из популяции трансформированных бактериаль-

ных клеток, таким образом осуществляя идентификацию по меньшей мере одного изолята из популяции 

бактерий, имеющих делецию в своем геноме. 

Массив CRISPR, используемый в этом изобретении, может быть массивом CRISPR типа I, типа II, 

типа III, типа IV или типа V. 

В тринадцатом аспекте изобретения предоставляется способ идентификации в популяции бактери-

альных, архейных, водорослевых или дрожжевых клеток по меньшей мере одного изолята, имеющего 

делецию в своем геноме, включающий 

введение в популяцию бактериальных, архейных, водорослевых или дрожжевых клеток 

(а) конструкции гетерологичной нуклеиновой кислоты, содержащей транс-кодируемую CRISPR 

(tracr) нуклеиновую кислоту, 

(b) конструкции гетерологичной нуклеиновой кислоты, содержащей массив CRISPR, содержащий 

(в 5'-3' направлении) последовательность повтор-спейсер-повтор или по меньшей мере одну последова-

тельность повтор-спейсер, в которой спейсер указанной последовательности повтор-спейсер-повтор или 

указанной по меньшей мере одной последовательности повтор-спейсер содержит нуклеотидную после-

довательность, которая по существу комплементарна области-мишени в геноме (хромосомном и/или 

плазмидном) бактериальных, архейных, водорослевых или дрожжевых клеток указанной популяции, и 

(с) Cas9 полипептида или конструкции гетерологичной нуклеиновой кислоты, содержащей поли-

нуклеотид, кодирующий Cas9 полипептид, причем клетки, содержащие область-мишень, уничтожаются, 

таким образом создавая популяцию трансформированных бактериальных, архейных, водорослевых или 

дрожжевых клеток, не содержащих область-мишень; и 

выращивание отдельных бактериальных, архейных, водорослевых или дрожжевых колоний из по-

пуляции трансформированных бактериальных, архейных, водорослевых или дрожжевых клеток, таким 

образом осуществляя идентификацию по меньшей мере одного изолята из популяции трансформирован-

ных бактериальных, архейных, водорослевых или дрожжевых клеток, имеющих делецию в своем геноме. 

В четырнадцатом аспекте изобретения предоставляется способ определения в популяции бактери-

альных, архейных, водорослевых или дрожжевых клеток по меньшей мере одного изолята, имеющего 

делецию в своем геноме, включающий 

введение в популяцию бактериальных, архейных, водорослевых или дрожжевых клеток 

(a) (i) одной или более конструкции гетерологичной нуклеиновой кислоты, содержащей нуклеотид-

ную последовательность, имеющую по меньшей мере 80% идентичности по меньшей мере 300 последо-

вательным нуклеотидам, присутствующим в геноме указанных бактериальных, архейных, водорослевых 

или дрожжевых клеток, или 

(ii) двух или более конструкций гетерологичной нуклеиновой кислоты, содержащих по меньшей 
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мере один транспозон, таким образом создавая популяцию трансгенных бактериальных, архейных, водо-

рослевых или дрожжевых клеток, содержащих неприродный сайт для гомологичной рекомбинации меж-

ду одной или более конструкциями гетерологичной нуклеиновой кислоты, интегрированными в геном, и 

по меньшей мере 300 последовательными нуклеотидами, присутствующими в геноме, или между первым 

и вторым транспозонами, интегрированными в геном; и 

(b) (i) конструкции гетерологичной нуклеиновой кислоты, содержащей транс-кодируемую CRISPR 

(tracr) нуклеиновую кислоту, 

(ii) конструкции гетерологичной нуклеиновой кислоты, содержащей массив CRISPR, содержащий 

(в направлении от 5'- к 3'-конца) последовательность повтор-спейсер-повтор или по меньшей мере одну 

последовательность повтор-спейсер, в которой спейсер указанной последовательности повтор-спейсер-

повтор или указанной по меньшей мере одной последовательности повтор-спейсер содержит нуклеотид-

ную последовательность, которая по существу комплементарна области-мишени в геноме (хромосомном 

и/или плазмидном) одной или более бактериальных, архейных, водорослевых или дрожжевых клеток 

указанной популяции, и 

(iii) Cas9 полипептида и/или конструкции гетерологичной нуклеиновой кислоты, содержащей по-

линуклеотид, кодирующий Cas9 полипептид, причем эта область-мишень расположена между одной или 

более конструкциями гетерологичной нуклеиновой кислоты, введенными в геном, и по меньшей мере 

300 последовательными нуклеотидами, присутствующими в геноме, и/или между первым транспозоном 

и вторым транспозоном, и клетки, содержащие область-мишень уничтожаются, таким образом создавая 

популяцию трансформированных бактериальных, архейных, водорослевых или дрожжевых клеток, не 

содержащих область-мишень; и 

выращивание отдельных бактериальных, архейных, водорослевых или дрожжевых колоний из по-

пуляции трансформированных бактериальных, архейных, водорослевых или дрожжевых клеток, таким 

образом осуществляя идентификацию по меньшей мере одного изолята из популяции, имеющей делецию 

в своем геноме. 

Настоящее изобретение также относится к экспрессионным кассетам, клеткам и наборам, содержа-

щим конструкции нуклеиновой кислоты, массивы нуклеиновых кислот, молекулы нуклеиновых кислот 

и/или нуклеотидные последовательности по изобретению. 

Эти и другие аспекты изобретения изложены ниже в описании изобретения более подробно. 

Краткое описание фигур 

На фиг. 1 показана последовательность массивов SthCRISPR1 и SthCRISPR3 для таргетирования 

(нацеливания) каждого композитного транспозона. 

На фиг. 2 показана схематическая диаграмма способа сплайсинга с перекрывающимся удлинением 

(SOE) для конструкции таргетирования плазмид. 

На фиг. 3 показана карта жизненно важных генов, инсерционных последовательностей и геномных 

островов. (А) Местоположение и распределение предполагаемых ОРС (ORF) жизненно важных генов 

[жизненно важных ОРС] (верхний ряд), инсерционных последовательностей (2-й ряд) и предполагаемых 

геномных островов (3-й ряд). Потенциальные мишени для опосредованных CRISPR-Cas (4-й ряд) деле-

ций определяли путем картирования мобильных элементов различных семейств в геноме Streptococcus 

thermophilus LMD-9. Генетическая структура предполагаемых геномных островов и соответствующих им 

комбинаций протоспейсер/PAM. (В) Геномный остров 1, кодирующий систему для транспорта олигопеп-

тидов. (С) Геномный остров 2, содержащий протеиназу PrtS клеточной оболочки. (D) Геномный остров 3, 

кодирующий белок АТФазной помпы ионов меди. (Е) Геномный остров, кодирующий выбранные ОРС, 

включающие Lac оперон. 

На фиг. 4 представлена дендрограмма кодирующих последовательностей транспозонов, распреде-

ленных в геноме S. thermophilus LMD-9. Выравнивание производилось при помощи компьютерной про-

граммы Geneious. Окончательные обозначения присваивали, используя www-is.biotoul.fr. Буквы соот-

ветствуют выравниванию последовательностей, приведенному на фиг. 5 для каждого семейства. 

На фиг. 5А-5D показано выравнивание последовательностей транспозов (при помощи компьютер-

ной программы Geneious) для каждого крупного семейства IS, найденного в геноме S. thermophilus 

LMD-9. Разные семейства имеют разную степень сохранения длины и идентичности нуклеотида.  

(А) Транспозоны Sth6 были в высокой степени полиморфными и очевидно вырожденными вследствие 

внутренних делеций в некоторых копиях. IS1167 (В) и IS1191 (С), напротив, имели несколько копий, но 

сохраняли высокую степень соответствия по длине и идентичности. S1193 (D) имели высокоточные ко-

пии, но при этом демонстрировали самое высокое различие внутри семейства по длине. 

На фиг. 6А-6С показана структурная основа нацеливания системы на ДНК при помощи CRISPR-

Cas9 и явная цитотоксичность этого процесса. Спейсерные последовательности у SthCRISPR1 (А) и 

SthCRISPR3 (В) для таргетирования lacZ. Cas9 опознает ДНК и обратимо связывается с последователь-

ностями PAM, при этом происходит стабилизация Cas9 на мишени за счет образования дуплекса 

tracrРНК::crРНК. Активация Cas9 вызывает одновременное расщепления каждой нити по доменам RuvC 

и HNH, указанные черными стрелками. Трансформанты, выделенные после электропорации контроль-
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ных и самонацеленных плазмид (С). Средние размеры клонов ±SD, скринированных в независимых экс-

периментах по трансформации (n=4), для каждой из тестовых плазмид. 

На фиг. 7 показаны секвенирование генома и фенотипический анализ Lac-клонов. Данные, полу-

ченные для последовательностей, выявили отсутствие хромосомного сегмента, кодирующего lacZ, у двух 

мутантов, полученных независимо путем нацеливания последовательностей lacZ, кодирующих  

(А) 5'-конец и (B) катион-связывающий фрагмент, при помощи CRISPR3 системы. Размер делеций нахо-

дился в пределах от 101865 до 102146 пар оснований, что составляет примерно 5,5% генома S. thermophi-

lus. (C) Рост штаммов с крупными делециями по сравнению с диким типом в полусинтетической среде 

Элликера, представлен в виде среднего значения ±SD OD 600 нм для трех независимых биологических 

повторов. (D) Способность штаммов S. thermophilus к сквашиванию обезжиренного молока. 

На фиг. 8 показаны события рекомбинации между инсерционными последовательностями (IS).  

(А) Изображение геля с результатами электрофореза ампликонов с крупными делециями, полученных 

ПЦР анализом gДHK, выделенной из трансформантов. Скрининг проводили, используя праймеры, флан-

кирующие IS1193 элементы, расположенные выше и ниже предполагаемого сайта делеций. Линии, отме-

ченные знаком ∆, амплифицировали из gДНК Lac-клонов, полученных после таргетирования lacZ, опо-

средованного CRISPR-Cas системой, при этом WT происходит от дикого типа. (В) Последовательности 

предсказанных сайтов рекомбинации определяли путем картирования событий однонуклеотидного по-

лиморфизма, соответствующих либо вышерасположенным (серые), либо нижерасположенным (черные) 

IS элементам. Три сайта были предсказаны на основе последовательностей, сохранившихся в обоих IS 

элементах (светло-серые). Изображенные сайты представляют собой генотипы из независимых клонов и 

являются типичными для феномена Лакса, наблюдаемого в девяти различных сайтах рекомбинации. 

Следы химерных IS-элементов были обнаружены аналогичным образом в каждом локусе геномного ост-

рова на границе делеции. (С) Схематическое изображение IS-элементов, которые согласно прогнозу бу-

дут подвергнуты рекомбинации во время хромосомной делеции острова, кодирующего lacZ. (D) Ампли-

коны, полученные из праймеров, фланкирующих геномные острова 1, 2 и 3, для подтверждения делеции. 

(Е) Ампликоны, полученные из внутренних праймеров, для подтверждения отсутствия последовательно-

стей дикого типа в каждой культуре с делециями, индуцированными CRISPR. Линии, отмеченные зна-

ком ∆, амплифицировали из gДНК клонов, полученных после опосредованного CRISPR-Cas системой 

нацеливания, при этом WT происходит от дикого типа. 

На фиг. 9 показаны мишени летальности, а также использование определенных генетических локу-

сов для оценки летальности, опосредованной CRISPR-Cas системой типа II, путем таргетирования гено-

ма Streptococcus thermophilus LMD-9. Были протестированы обе ортогональные системы типа II 

(CRISPR1 и CRISPR3); мишени CRISPR1 показаны темно-серым цветом, а мишени CRISPR3 - светло-

серым цветом. Специфические генетические признаки выбирали для тестирования (i) межгенных облас-

тей (INT), (ii) мобильных генетических элементов (ISSth7, oppC-GEI1, prtS-GEI2, copA-GEI3, cI, lacZ-

GEI4, epsU), (iii) жизненно важных генов (dltA, ltaS), (iv) полюсов реплихоры (OriC, xerS) и прямых или 

обратных нитей ДНК (внешних мишеней по отношению к внутренним мишеням). 

На фиг. 10 показана летальность, опосредованная CRISPR, путем нацеливания на области, показан-

ные на фиг. 9. Логарифмическое уменьшение КОЕ (колониеобразующих единиц) рассчитывали в отно-

шении трансформации контроля несамонацеленной плазмиды; pORI28. Летальность находилась в преде-

лах уменьшения 2-3 log для всех тестируемых мишеней независимо от местоположения в хромосоме ко-

дирующей последовательности или важности. ISSth7 - элемент инсерционной последовательности, ltaS - 

синтаза липотейхоевых кислот; prtS - геномный остров 2; INT - межгенная область; dltA - D-аланин лига-

за; rheB - локус с отсутствующим сайтом chi; oppC - геномный остров 1; comS - плотный локус сайта chi; 

xerS - конец репликации; сорА - геномный остров 3; cI - профаговый остаток; OriC - начало репликации; 

Cas9 - Cas9 кодирующая последовательность системы CRISPR3; epsU - кассета экзополисахаридов. 

На фиг. 11 показаны профили транскрипции штаммов с опосредованными CRISPR делециями ге-

номных островов. 

На фиг. 12 показано log2 покрытие прочтениями при секвенировании трансформированной РНК 

штаммов с делециями геномных островов, GEI1, GEI2, GEI3 и GEI4. 

На фиг. 13 показаны XY графики значений экспрессии штаммов с делециями геномных островов 

(оси X) в сравнении со значениями экспрессии дикого типа (оси Y). Для каждого из штаммов с делеция-

ми геномных островов (GEI1-GEI4) экспрессия генов, кодируемых на каждом из островов-мишеней 

(черные), была минимальной. Гены, кодируемые в GEI1, показаны на верхней левой панели, гены, коди-

руемые в GEI2, показаны на верхней правой панели, гены, кодируемые в GEI3, показаны на нижней ле-

вой панели, а гены, кодируемые в GEI4, показаны на нижней правой панели. 

На фиг. 14А, 14В показано введение экзогенного фага, плазмиды или фагемида, кодирующего мас-

сив CRISPR (система типа II) для co-opt эндогенных систем для запрограммированной гибели клеток в 

Streptococcus thermophiles. 

Фиг. 15. Гиды типа II Lactobacillus casei. Верхняя структура - предсказанный гид. Левая нижняя фи-

гура представляет собой правильный двойной гид crРНК:tracrРНК, что подтверждается секвенированием 
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РНК. Правая нижняя фигура является примером предсказанного искусственного однонитевого гида. 

На фиг. 16 представлены приведенные в качестве примера гиды типа II Lactobacillus casei. Верхняя 

структура - предсказанный гид. Левая нижняя фигура представляет собой правильный двойной гид 

crРНК:tracrРНК, что подтверждается секвенированием РНК. Правая нижняя фигура является примером 

предсказанного искусственного однонитевого гида. 

На фиг. 17 представлены приведенные в качестве примера гиды типа II Lactobacillus pentosus. 

Верхняя структура предсказанный гид. Левая нижняя фигура представляет собой правильный двойной 

гид crРНК:tracrРНК, что подтверждается секвенированием РНК. Правая нижняя фигура является приме-

ром предсказанного искусственного однонитевого гида. 

На фиг. 18 представлены приведенные в качестве примера гиды типа II Lactobacillus jensenii. Левая 

панель представляет собой правильный двойной гид crРНК:tracrРНК, что подтверждается секвенирова-

нием РНК. Правая панель представляет собой пример предсказанного искусственного однонитевого ги-

да. 

На фиг. 19 показаны результаты трансформации плазмид, содержащих протоспейсер, который со-

ответствует crРНК с самой высокой степенью транскрипции в нативном массиве CRISPSR типа II L. gas-

seri. В L. gasseri были трансформированы четыре разные плазмиды (слева направо): пустой вектор 

pTRK563, конструкция с правильным протоспейсером, но неверным PAM, с правильным PAM, но с про-

тоспейсером, который не находится в массиве, и с правильными протоспейсером и PAM, которая проде-

монстрировала самую высокую степень направленности интерференции и гибели клеток. Приведенные 

значения представляют собой среднее значение ±SEM для трех независимых реплик. 

На фиг. 20 показаны результаты трансформации плазмид, содержащих протоспейсер, который со-

ответствует crРНК с самой высокой степенью транскрипции в нативном массиве CRISPSR типа II L. pen-

tosus. В L. pentosus были трансформированы четыре разные плазмиды (слева направо): конструкция с 

правильным протоспейсером, но неверным PAM (Lpe4 ctGttt), с правильным PAM, но с протоспейсером, 

который не находится в массиве (Lpe8 noSPCR), пустой вектор pTRK563 (pTRK563) и плазмида с пра-

вильным протоспейсером и правильным PAM (Lpe1 gttaat). Приведенные значения представляют собой 

среднее значение ±SEM для трех независимых реплик. 

На фиг. 21 представлен приведенный в качестве примера гид CRISPR-Cas типа I Lactobacillus casei. 

Приведенная последовательность представляет собой нативную лидерную последовательность типа I и 

повтор, который находится в NCK 125 Lactobacillus casei. Этот искусственный массив содержит спейсер, 

который таргетирует ген 16s рДНК в геноме хозяина. 

На фиг. 22 показана трансформация плазмид, содержащих протоспейсер, который соответствует 

crРНК с самой высокой степенью транскрипции в нативном массиве CRISPSR типа II L. jensenii. В  

L. jensenii были трансформированы четыре разные плазмиды (слева направо): пустой вектор pTRK563, 

конструкция с правильным протоспейсером, но неверным PAM, с правильным PAM, но с протоспейсе-

ром, который не находится в массиве, и с правильными протоспейсером и PAM, которая продемонстри-

ровала самую высокую степень направленности интерференции и гибели клеток. 

На фиг. 23 показано направленное самоуничтожение использованием нативной системы типа I в 

Lactobacillus casei NCK 125. Были сконструированы две мишени в гене 16s рДНК. PAM 5'-YAA-3' была 

предсказана при помощи нативных спейсерных последовательностей в организме. Искусственный мас-

сив, содержащий нативную лидерную последовательность типа I, повторы и выбранные спейсеры, кло-

нировали в pTRK870. Введенные конструкции включали пустой вектор (pTRK563) и два разных искус-

ственных массива: один из которых содержал один спейсер, таргетирующий +цепь в гене 16s (1-2 alt), а 

другой массив содержал исходный спейсер, таргетирующий +цепь, а также дополнительный спейсер, 

таргетирующий -цепь в гене 16s (1, 2-3). Приведенные значения представляют собой среднее значение 

±SEM для трех независимых реплик. 

Подробное описание изобретения 

Настоящее изобретение описано ниже со ссылкой на прилагаемые чертежи и примеры, в которых 

показаны варианты осуществления изобретения. Это описание не предназначено в качестве подробного 

описания всех разных способов реализации изобретения или всех функций, которые могут быть добав-

лены к настоящему изобретению. Например, признаки, проиллюстрированные в отношении одного ва-

рианта осуществления, могут быть включены в другие варианты осуществления, а функции, проиллюст-

рированные в отношении конкретного варианта осуществления, могут быть удалены из этого варианта 

осуществления. Таким образом, изобретение предусматривает, что в некоторых вариантах его осуществ-

ления любой признак или комбинация признаков, изложенных в настоящем описании, могут быть ис-

ключены или опущены. Кроме того, многочисленные варианты и дополнения к предложенным в на-

стоящем описании различным вариантам осуществления будут очевидными для специалистов в данной 

области исходя из приведенного раскрытия, которые не выходят за рамки настоящего изобретения. Сле-

довательно, приведенное ниже описание предназначено для иллюстрации некоторых конкретных вари-

антов осуществления изобретения, а не для исчерпывающего определения всех перестановок, комбина-

ций и их вариантов. 
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Если не определено иное, то все технические и научные термины, используемые в настоящем опи-

сании, имеют те же самые значения, как они обычно понимаются специалистом в соответствующей об-

ласти техники, к которой относится данное изобретение. Терминология, используемая в описании на-

стоящего изобретения, предназначена только для описания конкретных вариантов осуществления и не 

предназначена для ограничения изобретения. 

Все публикации, заявки на патенты, патенты и другие ссылочные документы, приведенные в на-

стоящем описании, включены в качестве ссылки во всей своей полноте в отношении информации, отно-

сящейся к предложению и/или параграфу, в котором приведена эта ссылка. 

Если контекстом не определено иное, специально предполагается, что различные признаки изобре-

тения, приведенные в настоящем описании, могут использоваться в любой комбинации. Более того, на-

стоящее изобретение также предусматривает, что в некоторых вариантах осуществления изобретения 

любой признак или комбинация признаков, изложенных в настоящем описании, могут быть исключены 

или опущены. С целью иллюстрации, если в описании указано, что композиция содержит компоненты А, 

В и С, то специально предполагается, что любой компонент из А, В или С или их комбинация могут быть 

опущены и исключены по отдельности или в любой комбинации. 

Как используется в описании изобретения и прилагаемой формуле изобретения, формы единствен-

ного числа также включают формы множественного числа, если контекстом в явном виде не определено 

иное. 

Также, как используется в настоящем описании, "и/или" относится к любым и всем возможным со-

четаниям одного или нескольких связанных перечисленных элементов, а также к отсутствию их комби-

наций при интерпретации в альтернативе ("или"). 

Используемый в настоящем описании термин "примерно", если он относится к измеряемой величине, 

такой как доза или период времени и т.п., относится к отклонениям ±20, ±10, ±5, ±1, ±0,5% или даже ±0,1% 

от указанного количества. 

Как используется в настоящем описании, фразы, такие как "между X и Y" и "между примерно X и 

Y", следует интерпретировать как включающие X и Y. Как используется в настоящем описании, фразы, 

такие как "между примерно X и Y", означают "между примерно X и примерно Y", а фразы, такие как "от 

примерно X до Y", означают "от примерно X до примерно Y". 

Термин "содержать", "содержит" и "содержащий", как используется в настоящем описании, опреде-

ляет наличие указанных признаков, целых чисел, этапов, операций, элементов и/или компонентов, но не 

исключает наличия или добавления одной или нескольких других функций, целых чисел, этапов, опера-

ций, элементов, компонентов и/или их групп. 

Как используется в настоящем описании, переходная фраза "состоящий в основном из" означает, 

что объем пункта формулы изобретения следует интерпретировать как охватывающий указанные мате-

риалы или этапы, перечисленные в этом пункте формулы изобретения, а также те, которые не оказывают 

существенного влияния на основную и новую характеристику(и) заявленного изобретения. Таким обра-

зом, термин "состоящий в основном из" при использовании в пункте формулы настоящего изобретения 

не следует интерпретировать как эквивалентный термину "содержащий". 

"Cas9 нуклеаза" относится к большой группе эндонуклеаз, которые катализируют расщепление 

двухцепочечной ДНК в CRISPR-Cas системе. Эти полипептиды хорошо известны в уровне техники, и 

многие их структуры (последовательности) охарактеризованы (см., например, WO 2013/176772;  

WO 2013/188638). Домены для каталитического расщепления двухцепочечной ДНК представляют собой 

домен RuvC и домен HNH. Домен RuvC отвечает за разрыв (-)нити, а домен HNH отвечает за разрыв 

(+)нити (см., например, Gasiunas et al., PNAS, 109 (36):E2579-E2586 (4 сентября, 2012 г.)). 

Используемый в настоящем описании термин "химерный" относится к молекуле нуклеиновой ки-

слоты или полипептиду, в котором по меньшей мере два компонента получены из разных источников 

(например, разных организмов, разных кодирующих областей). 

"Комплемент", как используется в настоящем описании, может означать 100% комплементарности 

или идентичности референсной нуклеотидной последовательности, или может означать менее 100% 

комплементарности (например, примерно 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 

88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99% и т.п. комплементарности). 

Термины "комплементарный" или "комплементарность", используемые в настоящем описании, от-

носятся к естественному связыванию полинуклеотидов в пермиссивных солевых и температурных усло-

виях путем спаривания оснований. Например, последовательность "A-G-T" связывается с комплементар-

ной последовательностью "Т-С-А". Комплементарность между двумя однонитевыми молекулами может 

быть "частичной", при которой связываются только некоторые из нуклеотидов, или может быть полной, 

когда существует полная комплементарность между одноцепочечными молекулами. Степень компле-

ментарности между нитями нуклеиновых кислот оказывает значительное влияние на эффективность и 

прочность гибридизации между нитями нуклеиновых кислот. 

Используемый в настоящем описании термин "контакт", "контактирование", "контактируемый" и 

его грамматические варианты относится к помещению компонентов требуемой реакции в условия, под-

ходящие для проведения этой требуемой реакции (например, интеграции, трансформации, скрининга, 
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отбора, уничтожения, идентификации, амплификации и т.п.). Способы и условия для проведения таких 

реакций хорошо известны в данной области (см., например, Gasiunas et al. (2012), Proc. Natl. Acad. Sci., 

109:E2579-E2586; M.R. Green and J. Sambrook (2012), Molecular Cloning: A Laboratory Manual., 4th ed., 

Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY). 

"Делеция", как используется в настоящем описании, может содержать потерю или делецию генети-

ческого материала, включая без ограничения делецию части хромосомы или плазмиды, делецию гена 

или части гена из хромосомы или плазмиды. В некоторых вариантах осуществления делеция может со-

держать один ген или более одного гена. В некоторых вариантах осуществления делеция может также 

содержать потерю не кодирующих белок областей, которые могут кодировать небольшие некодирующие 

РНК. В некоторых вариантах осуществления делеция может содержать потерю всей плазмиды или всего 

мобильного генетического элемента. В некоторых вариантах осуществления изобретения потеря мо-

бильного генетического элемента может быть определена как, например, отсутствие способности к реп-

ликации или персистированию. 

В некоторых вариантах осуществления фазмида по изобретению может содержать массив CRISPR 

из CRISPR-Cas системы типа I, CRISPR-Cas системы типа II, CRISPR-Cas системы типа III, CRISPR-Cas 

системы типа IV и/или CRISPR-Cas системы типа V (см., Makarova et al., Nature Reviews Biotechnology, 

13:722736 (2015)). 

Таким образом, в некоторых вариантах осуществления, дополнительно к crРНК типа I, фазмида по 

изобретению может содержать полипептиды типа I и/или полипептиды Cascade типа I (т.е. CRISPR-Cas 

систему типа I). 

Используемый в настоящем описании термин "полипептид типа I" относится к любому из полипеп-

тида Cas3, полипептида Cas3', полипептида Cas3", их рекомбинантных вариантов, и любому одному или 

более полипептидам из комплекса противовирусных полипептидов ("Cascade"), ассоциированного с ко-

роткими палиндромными повторами типа I (CRISPR). Таким образом, термин "полипептид типа I" отно-

сится к полипептидам, которые составляют CRISPR-Cas систему типа I-A, CRISPR-Cas систему типа I-B, 

CRISPR-Cas систему типа I-C, CRISPR-Cas систему типа I-D, CRISPR-Cas систему типа I-Е, CRISPR-Cas 

систему типа I-F и/или CRISPR-Cas систему типа I-U. Каждая CRISPR-Cas система типа I содержит по 

меньшей мере один полипептид Cas3. Полипептиды Cas3 обычно содержат как домен геликазы, так и 

домен HD. Однако в некоторых CRISPR-Cas системах типа I геликаза и домен HD находятся в отдельных 

полипептидах, Cas3' и Cas3". В частности, Cas3' кодирует домен геликазы, тогда как Cas3" кодирует до-

мен HD. Следовательно, поскольку для функционирования Cas3 необходимы обе области, подтипы типа I 

либо кодируют Cas3 (I-C, I-D, I-Е, I-F, I-U), либо Cas3' и Cas3" (I-A, I-B). 

Используемый в настоящем описании термин "полипептиды Cascade типа I" относится к комплексу 

полипептидов, участвующих в процессинге pre-crРНК и последующем связывании с ДНК-мишенью в 

CRISPR-Cas системах типа I. Эти полипептиды включают без ограничения полипептиды Cascade подти-

пов I-A, I-B, I-C, I-D, I-Е и I-F типа I. Неограничивающие примеры полипептидов Cascade типа I-A вклю-

чают Cas7 (Csa2), Cas8al (Csx13), Cas8a2 (Csx9), Cas5, Csa5, Cas6a, Cas3' и/или Cas3". Неограничиваю-

щие примеры полипептидов Cascade типа I-B включают Cas6b, Cas8b (Csh1), Cas7 (Csh2) и/или Cas5. 

Неограничивающие примеры полипептидов Cascade типа I-C каскада включают Cas5d, Cas8c (Csd1) 

и/или Cas7 (Csd2). Неограничивающие примеры полипептидов Cascade типа I-D каскада включают 

Cas10d (Csc3), Csc2, Csc1 и/или Cas6d. Неограничивающие примеры полипептидов Cascade типа I-Е 

включают Cse1 (CasA), Cse2 (CasB), Cas7 (CasC), Cas5 (CasD) и/или Cas6e (CasE). Неограничивающие 

примеры полипептидов Cascade типа I-F включают Cys1, Cys2, Cas7 (Cys3) и/или Cas6f (Csy4). Неогра-

ничивающие примеры полипептидов Cascade типа I-U включают Cas8c, Cas7, Cas5, Cas6 и/или Cas4. 

В некоторых вариантах осуществления фазмида по изобретению может содержать CRISPR-Cas сис-

тему типа II дополнительно к crРНК типа II. CRISPR-Cas системы типа II содержат три подтипа: тип II-А, 

тип II-В и тип II-C, каждый из которых содержит мультидоменный белок Cas9 дополнительно к адаптив-

ным полипептидам Cas1, Cas2 и необязательно Csn2 и/или Cas4. Большинство локусов типа II также ко-

дируют tracrРНК. Организмы, содержащие типичные CRISPR-Cas системы типа II, включают штаммы 

Legionella pneumophila Paris, Streptococcus thermophilus CNRZ1066 и Neisseria lactamica 020-06. 

В дополнительных вариантах осуществления фазмида по изобретению может содержать CRISPR-Cas 

систему типа III дополнительно к crРНК типа III. Подобно CRISPR-Cas системам типа I, в системах  

типа III процессинг и интерференция осуществляются с участием мультибелковых эффекторных ком-

плексов CRISPR РНК (crРНК) (Makarova et al., Nature Reviews Biotechnology, 13:722736 (2015)) - "CAS-

CADE" в типе I и "Csm" или "Cmr" в типе III. Таким образом, в некоторых вариантах осуществления 

CRISPR-Cas система типа III может содержать комплекс Csm (например, Csm типа III-A) и/или комплекс 

Cmr (например, Cmr типа III-B) и необязательно полипептид Cas6. В типичных вариантах осуществления 

комплекс Csm может содержать полипептиды Cas10 (или Csm1), Csm2, Csm3, Csm4, Csm5 и Csm6, а 

комплекс Cmr может содержать полипептиды Cmr1, Cas10 (или Cmr2), Cmr3, Cmr4, Cmr5 и Cmr6. В до-

полнение к комплексу Csm или комплексу Cmr CRISPR-Cas, система типа III может также содержать 

полипептид Cas7. Охарактеризованы четыре подтипа CRISPR-Cas системы типа III: III-A, III-B, III-C,  

III-D. В некоторых вариантах осуществления CRISPR-Cas система типа III-А содержит полипептиды 



042506 

- 11 - 

Cas6, Cas10, Csm2, Cas7 (Csm3), Cas5 (Csm4), Cas7 (Csm5) и Csm6. В некоторых вариантах осуществле-

ния CRISPR-Cas система типа III-B содержит полипептиды Cas7 (Cmr1), Cas10, Cas5 (Cmr3), Cas7 

(Cmr4), Cmr5, Cas6 и Cas7 (Cmr6). В некоторых вариантах осуществления CRISPR-Cas система типа III-C 

содержит полипептиды Cas7 (Cmr1), Cas7 (Cmr6), Cas10, Cas7 (Cmr4), Cmr5 и Cas5 (Cmr3). В некоторых 

вариантах осуществления CRISPR-Cas система типа III-D содержит полипептиды Cas10, Cas7 (Csm3), 

Cas5 (CsxlO), Csm2, Cas7 (Csm3) и all1473. 

В некоторых вариантах осуществления фазмида по изобретению может содержать CRISPR-Cas сис-

тему типа IV дополнительно к crРНК типа IV. CRISPR-Cas системы типа IV могут содержать полипептид 

Csf4 (dinG) и/или полипептид Csf1, Cas7 (Csf2) и/или Cas5 (csf3). (Makarova et al., Nature Reviews Micro-

biology, 13:722-736 (2015)). 

В некоторых вариантах осуществления фазмида по изобретению может дополнительно содержать 

CRISPR-Cas систему типа V дополнительно к crРНК типа V. CRISPR-Cas системы типа V могут содер-

жать полипептид Cpf1 и/или полипептид Cas1, Cas2 и/или Cas4. (Makarova et al., Nature Reviews Microbi-

ology, 13:722-736 (2015)). 

Под "фрагментом" или "частью" нуклеотидной последовательности по изобретению следует пони-

мать нуклеотидную последовательность уменьшенной длины (например, уменьшенной на 1, 2, 3, 4, 5, 6, 

7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 или более нуклеотидов) относительно референсной после-

довательности нуклеиновой кислоты или нуклеотидной последовательности, содержащую, по существу 

состоящую и/или состоящую из нуклеотидной последовательности смежных нуклеотидов, идентичных 

или по существу идентичных (например, идентичных на 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 

84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99%) референсной последовательности нуклеиновой 

кислоты или нуклеотидной последовательности. Такой фрагмент или часть нуклеиновой кислоты в соот-

ветствии с изобретением может быть в случае необходимости включенной в более крупный полинуклео-

тид, частью которого указанный фрагмент или часть является. Таким образом, гибридизующийся с (или 

гибридизуется с, и другие грамматические варианты этого выражения), например, по меньшей мере ча-

стью ДНК-мишенью (например, областью-мишенью в геноме) относится к гибридизации с нуклеотидной 

последовательностью, которая идентична или по существу идентична по длине смежным нуклеотидам 

ДНК-мишени. В некоторых вариантах повтор последовательности спейсер-повтор или последовательно-

сти повтор-спейсер-повтор может содержать фрагмент повторяющейся последовательности локуса 

CRISPR дикого типа или повторяющейся последовательности синтетического массива CRISPR, причем 

фрагмент повтора сохраняет функцию повтора в массиве CRISPR - гибридизации с нуклеиновой кисло-

той tracr. 

В некоторых вариантах осуществления изобретение может содержать функциональный фрагмент 

нуклеазы Cas9, Cas3, Cas3', Cas3" или Cpf1. Функциональный фрагмент Cas9 сохраняет одну или более 

видов активности нативной нуклеазы Cas9, включая без ограничения активность нуклеазы HNH, актив-

ность нуклеазы RuvC, активности распознавания и связывания ДНК, РНК и/или PAM. Функциональный 

фрагмент нуклеазы Cas9 может быть кодирован фрагментом полинуклеотида Cas9. Функциональный 

фрагмент Cas3, Cas3' или Cas3" сохраняет одну или более активностей нативной нуклеазы Cas9, включая 

без ограничения активность никазы, активность экзонуклеазы, связывание ДНК и/или связывание РНК. 

Функциональный фрагмент нуклеазы Cas3, Cas3' или Cas3" может быть кодирован фрагментом полинук-

леотида Cas3, Cas3' или Cas3" соответственно. 

Используемый в настоящем описании термин "ген" относится к молекуле нуклеиновой кислоты, 

которая может быть использована для продуцирования мРНК, антисмысловой РНК, РНКi (miРНК, 

siРНК, shРНК), анти-микроРНК, антисмысловой олигодезоксирибонуклеотид (АМО) и т.п. Гены могут 

или не могут использоваться для продуцирования функционального белка или продукта гена. Гены мо-

гут включать как кодирующие, так и некодирующие области (например, интроны, регуляторные элемен-

ты, промоторы, энхансеры, терминальные последовательности и/или 5' и 3' нетранслируемые области). 

Ген может быть "выделен", что подразумевает нуклеиновую кислоту, которая по существу или практиче-

ски не содержит компонентов, которые обычно связаны с этой нуклеиновой кислотой в ее естественном 

состоянии. Такие компоненты включают другой клеточный материал, культуральную среду из рекомби-

нантного продуцирования и/или различные химические вещества, используемые для химического синте-

за нуклеиновой кислоты. 

Используемый в настоящем описании термин "геном" включает хромосомный/ядерный геном орга-

низма, а также любой митохондриальный и/или плазмидный геном. 

Используемый в настоящем описании термин "шпилечная последовательность" представляет собой 

нуклеотидную последовательность, содержащую шпильки (например, которая образует одну или более 

шпилечных структур). Шпилька (например, "петля-на-стебле", конъюгация "в себе") относится к моле-

куле нуклеиновой кислоты, имеющей вторичную структуру, которая включает область комплементар-

ных нуклеотидов, образующих двойную нить, которая далее с обеих сторон фланкирована одноцепочеч-

ными областями. Такие структуры хорошо известны в данной области техники. Как известно в данной 

области техники, двухнитевая область может содержать некоторые несоответствия в спаривании основа-

ний или может быть абсолютно комплементарной. В некоторых вариантах осуществления настоящего 
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раскрытия шпилечная последовательность конструкции нуклеиновой кислоты может быть расположена 

на 3'-конце tracr нуклеиновой кислоты. 

"Гетерологичная" или "рекомбинантная" нуклеотидная последовательность представляет собой 

нуклеотидную последовательность, не связанную естественным образом с клеткой-хозяином, в которую 

она вводится, включая не встречающиеся в природе многочисленные копии естественной нуклеотидной 

последовательности. 

Различные нуклеиновые кислоты или белки, имеющие гомологию, в настоящем описании имену-

ются "гомологами". Термин гомолог включает гомологичные последовательности из одного и того же и 

других видов и ортологичные последовательности из одного и того же и других видов. "Гомология" от-

носится к уровню сходства между двумя или более последовательностями нуклеиновой кислоты и/или 

аминокислоты, выраженному в процентах от позиционной идентичности (т.е. сходства или идентичности 

последовательностей). Гомология также относится к понятию сходных функциональных свойств между 

различными нуклеиновыми кислотами или белками. Таким образом, композиции и способы по изобрете-

нию дополнительно включают гомологи нуклеотидных последовательностей и полипептидных последо-

вательностей по изобретению. "Ортологичный", как используется в настоящем описании, относится к 

гомологичным нуклеотидным последовательностям и/или аминокислотным последовательностям у раз-

ных видов, которые возникли из общего гена-предка во время видообразования. Гомолог нуклеотидной 

последовательности по настоящему изобретению обладает значимой идентичностью последовательности 

(например, по меньшей мере примерно 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 

89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 и/или 100%) с указанной нуклеотидной последовательностью по 

изобретению. Так, например, гомолог полинуклеотида или полипептида типа I, типа II, типа III, типа IV 

или типа V может быть примерно на 70% или более гомологичным любому известному или позже иден-

тифицированному полинуклеотиду или полипептиду типа I, типа II, типа III, типа IV или типа V. 

Как используются в настоящем описании, гибридизация, гибридизуется, гибридизующийся и их 

грамматические варианты относятся к связыванию двух полностью комплементарных нуклеотидных 

последовательностей или по существу комплементарных последовательностей, в которых могут присут-

ствовать некоторые несогласованные пары оснований. Условия гибридизации хорошо известны в данной 

области и изменяются в зависимости от длины нуклеотидных последовательностей и степени компле-

ментарности между нуклеотидными последовательностями. В некоторых вариантах осуществления ус-

ловия гибридизации могут быть очень жесткими или они могут быть средней жесткости или низкой же-

сткости в зависимости от степени комплементарности и длины гибридизуемых последовательностей. 

Условия, которые относятся к условиям низкой, средней и высокой жесткости гибридизации нуклеотид-

ных последовательностей хорошо известны в данной области (см., например, Gasiunas et al. (2012), Proc. 

Natl. Acad. Sci., 109:E2579-E2586; M.R. Green and J. Sambrook (2012), Molecular Cloning: A Laboratory 

Manual., 4th ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY). 

Используемые в настоящем описании термины "увеличивать", "увеличивающийся", "увеличенный", 

"усиливать", "усиливающийся", "усиленный" и "улучшение" (и их грамматические варианты) описывают 

повышение по меньшей мере на примерно 25, 50, 75, 100, 150, 200, 300, 400, 500% или более по сравне-

нию с контролем. 

"Нативная" или "дикого типа" нуклеиновая кислота, нуклеотидная последовательность, полипеп-

тидная или аминокислотная последовательность относятся к встречающейся в природе или эндогенной 

нуклеиновой кислоте, нуклеотидной последовательности, полипептидной или аминокислотной последо-

вательности. Так, например, "мРНК дикого типа" представляет собой мРНК, которая в естественных ус-

ловиях встречается в организме или является эндогенной. "Гомологичная" последовательность нуклеи-

новой кислоты представляет собой нуклеотидную последовательность, естественным образом связанную 

с клеткой-хозяином, в которую она введена. 

Также используемые в настоящем описании термины "нуклеиновая кислота", "молекула нуклеино-

вой кислоты", "конструкция нуклеиновой кислоты", "нуклеотидная последовательность" и "полинуклео-

тид" относятся к РНК или ДНК, которая является линейной или разветвленной, одно- или двухцепочеч-

ной или гибридной. Этот термин также включает РНК/ДНК гибриды. Когда dsРНК продуцируется син-

тетически, менее общие основания, такие как инозин, 5-метилцитозин, 6-метиладенин, гипоксантин и 

другие, также могут быть использованы для антисмысловой dsРНК и спаривания рибозимов. Например, 

было показано, что полинуклеотиды, содержащие С-5-пропиновые аналоги уридина и цитидина, связы-

ваются с РНК с высоким сродством и являются мощными антисмысловыми ингибиторами экспрессии 

генов. Другие модификации, такие как модификация фосфодиэфирного скелета, или 2'-гидрокси в группе 

сахара рибозы РНК также возможны. Конструкции нуклеиновых кислот по настоящему изобретению 

могут быть ДНК или РНК, но предпочтительно представляют собой ДНК. Таким образом, хотя конст-

рукции нуклеиновых кислот по настоящему изобретению могут быть описаны и использованы в форме 

ДНК, в зависимости от предполагаемого использования они также могут быть описаны и использованы в 

форме РНК. 

Используемый здесь термин "нуклеотидная последовательность" относится к гетерополимеру нук-

леотидов или последовательности этих нуклеотидов в направлении от 5'- к 3'-концу молекулы нуклеино-
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вой кислоты и включает молекулы ДНК или РНК, включая кДНК, фрагмент или часть ДНК, геномную 

ДНК, синтетическую (например, химически синтезированную) ДНК, плазмидную ДНК, мРНК и анти-

смысловую РНК, любая из которых может быть одноцепочечной или двухцепочечной. Термины "нук-

леотидная последовательность", "нуклеиновая кислота", "молекула нуклеиновой кислоты", "олигонукле-

отид" и "полинуклеотид" также используются в настоящем описании взаимозаменяемо для обозначения 

гетерополимера нуклеотидов. Если не указано иное, молекулы нуклеиновой кислоты и/или нуклеотид-

ные последовательности, представленные в настоящем описании, приведены в 5'-3' направлении слева 

направо и представлены в виде стандартного кода для представления нуклеотидов в виде символов, как 

указано в правилах США для последовательностей, 37 CFR 1.821-1.825 и стандарте ST.25 Всемирной 

организации интеллектуальной собственности (ВОИС). 

Используемый в настоящем описании термин "процентная идентичность последовательности" или 

"процентная идентичность" относится к проценту идентичных нуклеотидов в линейной полинуклеотид-

ной последовательности референсной ("запрашиваемой") полинуклеотидной молекулы (или ее компле-

ментарной цепи) по сравнению с тестовой ("испытуемой") полинуклеотидной молекулой (или ее ком-

плементарной цепью), когда две последовательности выровнены оптимальным образом. В некоторых 

вариантах осуществления "процентная идентичность" может относиться к проценту идентичных амино-

кислот в аминокислотной последовательности. 

"Протоспейсерная последовательность" относится к двухцепочечной ДНК-мишени и, в частности, к 

части ДНК-мишени (например, к области-мишени в геноме), которая полностью или по существу ком-

плементарна (и гибридизуется) со спейсерной последовательностью повтор-спейсер CRISPR последова-

тельностей повтор-спейсер, CRISPR последовательностей повтор-спейсер-повтор и/или массива CRISPR. 

Используемые в настоящем описании термины "уменьшить", "уменьшенный", "уменьшающий", 

"уменьшение", "убывать", "подавлять" и "снижать" (и их грамматические варианты) описывают, например, 

уменьшение на по меньшей мере примерно 5, 10, 15, 20, 25, 35, 50, 75, 80, 85, 90, 95, 97, 98, 99 или 100% по 

сравнению с контролем. В конкретных вариантах осуществления уменьшение может приводить к отсут-

ствию или по существу отсутствию (т.е. незначительному количеству, например, менее чем примерно  

10% или даже 5%) обнаруживаемой активности или количества измеряемого компонента (например, по-

пуляции клеток или размера генома). Так, например, уменьшенный размер генома может означать 

уменьшение размера генома на по меньшей мере примерно 5, 10, 15, 20, 25, 35, 50, 75, 80, 85, 90, 95, 97, 

98, 99 или 100% по сравнению с контролем. 

Используемый в настоящем описании контроль может представлять собой, например, популяцию 

бактериальных, архейных, водорослевых или дрожжевых клеток, которые не были трансформированы 

конструкцией гетерологичной нуклеиновой кислоты по настоящему изобретению. В некоторых вариан-

тах осуществления контроль может представлять собой популяцию дикого типа бактериальных, архей-

ных, водорослевых или дрожжевых клеток или она может быть популяцией бактериальных, архейных 

или дрожжевых клеток, трансформированных гетерологичной конструкцией, содержащей массив 

CRISPR, который содержит последовательность повтор-спейсер-повтор или по меньшей мере одну по-

следовательность повтор-спейсер, в которой спейсер содержит нуклеотидную последовательность, кото-

рая не является комплементарной области-мишени в геноме бактериальных, архейных или дрожжевых 

клеток указанной популяции (т.е. несамонацеленный/"скремблированный спейсер"). В дополнительных 

аспектах контроль может представлять собой, например, популяцию дикого типа бактериальных, архей-

ных, водорослевых или дрожжевых клеток или популяцию бактериальных, архейных, водорослевых или 

дрожжевых клеток, трансформированных гетерологичной конструкцией, содержащей массив CRISPR, 

который содержит последовательность повтор-спейсер-повтор или по меньшей мере одну последова-

тельность повтор-спейсер, в которой спейсер содержит нуклеотидную последовательность, которая по 

существу комплементарна области-мишени в геноме бактериальных, архейных, водорослевых или 

дрожжевых клеток указанной популяции, которая не расположена в непосредственной близости от моти-

ва, примыкающего к протоспейсеру (PAM). 

Используемая в настоящем описании "повторяющаяся последовательность" относится, например, к 

любой повторяющейся последовательности локуса CRISPR дикого типа или повторяющейся последова-

тельности синтетического массива CRISPR, которая отделена "спейсерной последовательностью" (на-

пример, последовательность повтор-спейсер или последовательность повтор-спейсер-повтор по изобре-

тению). Повторяющаяся последовательность, используемая в настоящем изобретении, может быть лю-

бой известной или позже идентифицированной повторяющейся последовательностью локуса CRISPR. 

Соответственно, в некоторых вариантах осуществления последовательность повтор-спейсер или повтор-

спейсер-повтор содержит повтор, который по существу идентичен (например, идентичен на по меньшей 

мере примерно 70% (например, идентичен на по меньшей мере примерно 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 

79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99% и более)) повтору из массива 

CRISPR типа II дикого типа. В некоторых вариантах осуществления повторяющаяся последовательность 

на 100% идентична повтору из массива CRISPR типа I дикого типа, массива CRISPR типа II дикого типа, 

массива CRISPR типа III дикого типа, массива CRISPR типа IV дикого типа или массива CRISPR типа V 

дикого типа. В дополнительных вариантах осуществления повторяющаяся последовательность, исполь-
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зуемая в настоящем изобретении, может содержать нуклеотидную последовательность, включающую 

частичный повтор, который представляет собой фрагмент или часть последовательных нуклеотидов по-

вторяющейся последовательности локуса CRISPR или синтетического массива CRISPR любой из crРНК 

типа I, crРНК типа II, crРНК типа III, crРНК типа IV или crРНК типа V. 

Используемый в настоящем описании термин "массив CRISPR" CRISPR-Cas системы типа I,  

типа II, типа III, типа IV или типа V относится к конструкции нуклеиновой кислоты, которая содержит в 

5'-3' направлении последовательность повтор-спейсер-повтор или содержит в 5'-3' направлении по мень-

шей мере одну последовательность повтор-спейсер (например, примерно 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 

13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 или 25 последовательностей повтор-спейсер и любой диапазон 

или количество в этом диапазоне). Когда в массиве CRISPR содержится более одного повтора-спейсера, 

спейсер предыдущей (5'-3') последовательности повтор-спейсер может быть связан с повтором после-

дующего повтора-спейсера (например, спейсер первой последовательности повтор-спейсер связан с по-

втором второй последовательности повтор-спейсер). В некоторых вариантах осуществления массив 

CRISPR может содержать два повтора (или два частичных повтора), разделенных спейсером (например, 

последовательность повтор-спейсер-повтор). 

Используемый в настоящем описании термин "идентичность последовательности" относится к сте-

пени, до которой две оптимально выровненные полинуклеотидные или пептидные последовательности 

являются инвариантными во всем окне выравнивания компонентов, например нуклеотидов или амино-

кислот. "Идентичность" можно легко рассчитать известными способами, включая без ограничения спо-

собы, которые описаны в "Вычислительная молекулярная биология" [Computational Molecular Biology] 

(Lesk, A.M., ed.), Oxford University Press, New York (1988); Биокомпьютинг: проекты в области информа-

тики и генома [Biocomputing: Informatics and Genome Projects] (Smith, D.W., ed.), Academic Press, New 

York (1993); Компьютерный анализ данных последовательности, часть I [Computer Analysis of Sequence 

Data, Part I] (Griffin, A.M., Griffin, H.G., eds.) Humana Press, New Jersey (1994); Анализ последовательно-

сти в молекулярной биологии Sequence [Analysis in Molecular Biology] (von Heinje, G., ed.) Academic Press 

(1987); и Введение в анализ последовательностей [Sequence Analysis Primer] (Gribskov, M., Devereux, J., 

eds.), Stockton Press, New York (1991). 

"Спейсерная последовательность", как используется в настоящем описании, представляет собой 

нуклеотидную последовательность, которая комплементарна ДНК-мишени (т.е. области-мишени в гено-

ме или "протоспейсперная последовательность"), которая прилегает к последовательности мотива, при-

мыкающего к протоспейсеру (PAM). Спейсерная последовательность может быть полностью компле-

ментарной или по существу комплементарной (например, на по меньшей мере примерно 70% компле-

ментарной (например, на примерно 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 

90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99% и более)) ДНК-мишени. В типичных вариантах осуществления спей-

серная последовательность имеет 100% комплементарность ДНК-мишени. В дополнительных вариантах 

осуществления комплементарность 3'-области спейсерной последовательности с ДНК-мишенью состав-

ляет 100%, но менее 100% с 5'-областью спейсера, и поэтому общая комплементарность спейсерной после-

довательности с ДНК-мишенью менее 100%. Так, например, первые 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16 и т.п. 

нуклеотиды в 3'-области 20-нуклеотидной спейсерной последовательности (затравочной последователь-

ности) могут быть комплементарными с ДНК-мишенью на 100%, в то время как оставшиеся нуклеотиды 

в 5'-области спейсерной последовательности являются по существу комплементарными (например, на по 

меньшей мере, примерно 70% комплементарными) ДНК-мишени. В некоторых вариантах осуществления 

первые 7-12 нуклеотидов спейсерной последовательности могут быть комплементарными с ДНК-мишенью 

на 100%, тогда как остальные нуклеотиды в 5'-области спейсерной последовательности являются по су-

ществу комплементарными (например, на по меньшей мере, примерно на 70% комплементарными)  

ДНК-мишени. В других вариантах осуществления первые 7-10 нуклеотидов спейсерной последователь-

ности могут быть на 100% комплементарными с ДНК-мишенью, тогда как остальные нуклеотиды в  

5'-области спейсерной последовательности являются по существу комплементарными (например, на по 

меньшей мере, примерно 70% комплементарными) ДНК-мишени. В типичных вариантах осуществления 

первые 7 нуклеотидов (внутри затравочной) спейсерной последовательности могут быть комплементар-

ными с ДНК-мишенью на 100%, тогда как остальные нуклеотиды в 5'-области спейсерной последова-

тельности являются по существу комплементарными (например, на по меньшей мере, примерно 70% 

комплементарными) ДНК-мишени. 

Используемый в настоящем описании термин "ДНК-мишень", "область-мишень" или "область-

мишень в геноме" относится к области генома в организме, которая является полностью комплементар-

ной или по существу комплементарной (например, на по меньшей мере 70% комплементарной (напри-

мер, на 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82%, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 

97, 98, 99% и более)) спейсерной последовательности в последовательности повтор-спейсер или повтор-

спейсер-повтор. В некоторых вариантах осуществления область-мишень может составлять в длину от 

примерно 10 до примерно 40 последовательных нуклеотидов, непосредственно примыкающих к после-

довательности PAM (последовательности PAM, расположенной непосредственно после 3'-области-

мишени) в геноме организма (например, CRISPR-Cas системы типа I и CRISPR-Cas типа II). В некоторых 
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вариантах осуществления, например, в системах типа I PAM находится на противоположной стороне от 

протоспейсера (5'-конце). Для систем типа III PAM не известен. Макарова и др. описывают номенклатуру 

для всех классов, типов и подтипов CRISPR систем (Nature Reviews Microbiology, 13:722-736 (2015)). 

Структуры гидов и PAM описаны у R. Barrangou (Genome Biol., 16:247 (2015)). 

В некоторых вариантах осуществления область-мишень, используемая в настоящем изобретении, 

находится в пределах жизненно важного гена гена или нежизненно важного гена. 

В типичных вариантах осуществления область-мишень может быть выбрана случайным образом 

или может быть выбрана специфически. В некоторых вариантах осуществления случайно выбранная 

область-мишень может быть выбрана из любых по меньшей мере 10 последовательных нуклеотидов (на-

пример, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 

37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50 и т.п., и любого диапазона или значения в этом диапазо-

не), расположенных в непосредственной близости от PAM последовательности в геноме бактерий, архей, 

водорослей или дрожжей. В некоторых вариантах осуществления область-мишень может составлять от 

примерно 10 до примерно 20 последовательных нуклеотидов, от примерно 10 до примерно 30 последова-

тельных нуклеотидов и/или от примерно 10 до примерно 40 последовательных нуклеотидов и т.п. или в 

любом диапазоне или при любом значении в этом диапазоне, расположенных в непосредственной близо-

сти от последовательности мотива, примыкающего к протоспейсеру (PAM), в геноме бактерий, архей, 

водорослей или дрожжей. В некоторых вариантах осуществления конкретный выбор области-мишени 

может включать выбор двух или более областей-мишеней, которые расположены друг от друга через от 

примерно каждых 100 нуклеотидов до примерно каждых 1000 нуклеотидов, от примерно каждых 100 

нуклеотидов до примерно каждых 2000, от примерно каждых 100 нуклеотидов до примерно каждых 

3000, от примерно каждых 100 нуклеотидов до примерно каждых 4000 и/или от примерно каждых 100 

нуклеотидов до примерно каждых 5000 нуклеотидов и т.п. в геноме одной или нескольких бактерий, ар-

хей, водорослей или дрожжевых клеток. В конкретных вариантах осуществления конкретный выбор об-

ласти-мишени содержит конкретный выбор области-мишени из гена, открытой рамки считывания, пред-

полагаемой открытой рамки считывания или межгенной области, содержащей по меньшей мере от при-

мерно 10 до примерно 40 последовательных нуклеотидов, непосредственно примыкающих к PAM после-

довательности в геноме бактерий, архей, водорослей или дрожжей. 

"Транс-активирующая CRISPR (tracr) нуклеиновая кислота" или "tracr нуклеиновая кислота", как 

используется в настоящем описании, относится к любой tracr РНК (или кодирующей ее ДНК). Tracr нук-

леиновая кислота содержит в 5'-3' направлении нижний стебель, верхний стебель, выпетливание, цен-

тральную шпильку и концевые шпильки (см. Briner et al. (2014), Molecular Cell., 56(2):333-339). Транс-

активирующая CRISPR (tracr) нуклеиновая кислота функционирует при гибридизации с повторяющейся 

частью зрелых или незрелых crРНК, рекрутирует белок Cas9 к участку-мишени и может способствовать 

каталитической активности Cas9 путем индукции структурной перегруппировки. Функциональный со-

став молекул tracrРНК приведен выше. Последовательности tracrРНК специфичны для CRISPR-Cas сис-

темы и могут меняться. В настоящем изобретении можно использовать любую известную или позже 

идентифицированную нуклеиновую кислоту. 

Используемый в настоящем описании термин "по существу идентичный" или "существенная иден-

тичность" в контексте двух молекул нуклеиновых кислот, нуклеотидных последовательностей или бел-

ковых последовательностей относится к двум или более последовательностям или подпоследовательно-

стям, которые имеют по меньшей мере примерно 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 

86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 и/или 100% идентичности нуклеотидов или аминокис-

лотных остатков при сравнении и выравнивании для максимального соответствия, измеренной при по-

мощи одного из приведенных ниже алгоритмов сравнения последовательностей или путем визуального 

осмотра. В некоторых вариантах осуществления изобретения существенная идентичность имеется в об-

ласти последовательностей, которая составляет по меньшей мере от примерно 50 остатков до примерно 

150 остатков в длину. Таким образом, в некоторых вариантах осуществления изобретения существенная 

идентичность имеется в области последовательностей, которая составляет по меньшей мере от 3 до 15 

(например, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 остатков в длину и т.п. или любое значение или любой 

диапазон этих значений), от по меньшей мере примерно 5 до примерно 30, от по меньшей мере примерно 

10 до примерно 30, от по меньшей мере примерно 16 до примерно 30, от по меньшей мере 18 до пример-

но 25, по меньшей мере примерно 18, по меньшей мере примерно 22, по меньшей мере примерно 25, по 

меньшей мере примерно 30, по меньшей мере примерно 40, по меньшей мере примерно 50, примерно 60, 

примерно 70, примерно 80, примерно 90, примерно 100, примерно 110, примерно 120, примерно 130, 

примерно 140, примерно 150 или более остатков в длину и в любом указанном диапазоне. В типичных 

вариантах осуществления последовательности могут быть по существу идентичными в пределах по 

меньшей мере примерно 22 нуклеотидов. В некоторых конкретных вариантах осуществления последова-

тельности являются по существу идентичными в пределах по меньшей мере примерно 150 остатков. В 

некоторых вариантах осуществления последовательности по изобретению могут быть идентичными на 

от примерно 70% до примерно 100% в пределах по меньшей мере от примерно 16 нуклеотидов до при-

мерно 25 нуклеотидов. В некоторых вариантах осуществления последовательности по изобретению мо-
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гут быть идентичными на от примерно 75% до примерно 100% в пределах по меньшей мере от примерно 

16 нуклеотидов до примерно 25 нуклеотидов. В некоторых вариантах осуществления последовательно-

сти по изобретению могут быть идентичными на от примерно 80% до примерно 100% в пределах по 

меньшей мере от примерно 16 нуклеотидов до примерно 25 нуклеотидов. В некоторых вариантах осуще-

ствления последовательности по изобретению могут быть идентичными на от примерно 80% до пример-

но 100% в пределах по меньшей мере от примерно 7 нуклеотидов до примерно 25 нуклеотидов. В неко-

торых вариантах осуществления последовательности по изобретению могут быть идентичными на при-

мерно 70% в пределах по меньшей мере примерно 16 нуклеотидов. В других вариантах осуществления 

последовательности могут быть идентичными на примерно 85% в пределах примерно 22 нуклеотидов. В 

других вариантах осуществления последовательности могут быть идентичными на примерно 100% в 

пределах примерно 16 нуклеотидов. В другом варианте осуществления последовательности являются по 

существу идентичными по всей длине кодирующей области. Кроме того, в иллюстративных вариантах 

осуществления по существу идентичные нуклеотидные или полипептидные последовательности выпол-

няют по существу одну и ту же функцию (например, функцию или активность crРНК, tracr нуклеиновой 

кислоты, повторяющейся последовательности, нуклеазы Cas9 (никазы, распознавания и связывания 

ДНК, РНК и/или PAM), Cas3, Cas3', Cas3" или любого другого полинуклеотида или полипептида 

CRISPR-Cas). 

При сравнении последовательностей, как правило, одна последовательность действует как рефе-

ренсная последовательность, с которой сравнивают тестовые последовательности. Когда используется ал-

горитм сравнения последовательностей, тестовые и референсные последовательности вводят в компьютер, 

при необходимости обозначают координаты подпоследовательности и задают параметры программы для 

алгоритма сравнения последовательностей. Затем, используя этот алгоритм сравнения последовательно-

стей, вычисляют процентную идентичность тестовой последовательности(последовательностей) относи-

тельно референсной последовательности исходя из заданных параметров программы. 

Оптимальное выравнивание последовательностей, окно сравнения для выравнивания хорошо из-

вестны специалистам в данной области и может быть выполнено при помощи таких инструментов, как 

алгоритм локальной гомологии Смита и Уотермана, алгоритм выравнивания областей гомологии Нидл-

мана и Вунша, метода поиска подобий Пирсона и Липмана, а также необязательно при помощи реализа-

ции этих алгоритмов в виде компьютерных программ, таких как GAP, BESTFIT, FASTA и TFASTA, ко-

торые доступны как часть пакета GCG Wisconsin Package (Accelrys Inc., San Diego, CA). "Доля иден-

тичности" для выровненных сегментов тестовой последовательности и референсной последовательности 

представляет собой количество идентичных компонентов, которые являются общими для двух выров-

ненных последовательностей, деленное на общее количество компонентов в сегменте референсной по-

следовательности, т.е. всей референсной последовательности или меньше определенной части референс-

ной последовательности. Процентная идентификация последовательности представлена в виде доли 

идентичности, умноженной на 100. Сравнение одной или более полинуклеотидных последовательностей 

можно выполнять с полноразмерной полинуклеотидной последовательностью или ее частью или более 

длинной полинуклеотидной последовательностью. Для целей настоящего изобретения "процентная 

идентичность" также может быть определена при помощи программы BLASTX версии 2.0 для трансли-

руемых нуклеотидных последовательностей и BLASTN версии 2.0 для полинуклеотидных последова-

тельностей. 

Программное обеспечение для выполнения BLAST-анализов находится в открытом доступе в На-

циональном центре биотехнологической информации. Этот алгоритм включает сначала идентификацию 

пар последовательностей, имеющих высокий показатель (HSP), путем идентификации коротких слов 

длиной W в запрашиваемой последовательности, которые либо совпадают либо удовлетворяют некото-

рому положительному пороговому значению T при выравнивании со словом той же длины в последова-

тельности базы данных. Т называется порогом показателя сходства слов (Altschul et al., 1990). Эти на-

чальные совпадения исходных слов действуют в качестве затравок для начала поиска более длинных 

HSP, содержащих их. Затем совпадения слов расширяют в обоих направлениях вдоль каждой последова-

тельности до той степени, до которой можно увеличить совокупный показатель выравнивания. Совокуп-

ный показатель рассчитывают, используя для нуклеотидных последовательностей, параметры M (оценка 

вознаграждения для пары совпадающих остатков, всегда >0) и N (оценка штрафа за несовпадающие ос-

татки, всегда <0). Для аминокислотных последовательностей для вычисления совокупного показателя 

используется оценочная матрица. Расширение совпадений слов в каждом направлении прекращается, 

когда совокупный показатель выравнивания уменьшается на величину X от своего максимально достиг-

нутого значения, совокупный показатель сводится к нулю или падает ниже из-за накопления одного или 

более выравниваний остатков с отрицательной оценкой, или при достижения конца любой последова-

тельности. Параметры алгоритма BLAST W, T и X определяют чувствительность и скорость выравнива-

ния. В программе BLASTN (для нуклеотидных последовательностей) по умолчанию используется длина 

слова (W) 11, ожидание (E) 10, отсечение 100, M=5, N=4, а также сравнение обеих нитей. Для аминокис-

лотных последовательностей в программе BLASTP по умолчанию используется длина слова (W) 3, ма-
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тематическое ожидание (E) 10 и оценочная матрица BLOSUM62 (см. Henikoff & Henikoff, Proc. Natl. 

Acad. Sci., USA, 89:10915 (1989)). 

Помимо вычисления процентной идентичности последовательностей, алгоритм BLAST также вы-

полняет статистический анализ сходства между двумя последовательностями (см., например, Karlin & 

Altschul, Proc. Nat'l. Acad. Sci., USA, 90:5873-5787 (1993)). Одной из мер сходства, обеспечиваемой алго-

ритмом BLAST, является наименьшая сумма вероятностей (P(N)), которая указывает на вероятность, с 

которой совпадение двух нуклеотидных или аминокислотных последовательностей может происходить 

случайно. Например, тестовую последовательность нуклеиновой кислоты считают совпадающей с рефе-

ренсной последовательностью, если наименьшая сумма вероятностей при сравнении тестовой нуклео-

тидной последовательности с референсной нуклеотидной последовательностью составляет менее при-

мерно от 0,1 до менее примерно 0,001. Таким образом, в некоторых вариантах осуществления изобрете-

ния наименьшая сумма вероятностей при сравнении тестовой нуклеотидной последовательности с рефе-

ренсной нуклеотидной последовательностью составляет менее примерно 0,001. 

Две нуклеотидные последовательности также можно считать по существу комплементарными, ко-

гда две последовательности гибридизуются друг с другом в жестких условиях. В некоторых типичных 

вариантах осуществления две нуклеотидные последовательности, которые по существу комплементарны, 

гибридизуются друг с другом в очень жестких условиях. 

"Жесткие условия гибридизации" и "жесткие условия промывки при гибридизации" в контексте 

экспериментов по гибридизации нуклеиновой кислоты, такой как нозерн-гибридизация и саузерн-

гибридизация, зависят от последовательности и различаются по различным параметрам окружающей 

среды. Подробное руководство по гибридизации нуклеиновых кислот можно найти у Tijssen Laboratory 

Techniques in Biochemistry and Molecular Biology-Hybridization with Nucleic Acid Probes, part I, chapter 2, 

"Overview of principles of hybridization and the strategy of nucleic acid probe assays", Elsevier, New York 

(1993). Как правило, очень жесткие условия гибридизации и промывки выбирают таким образом, чтобы 

температура была на примерно 5°С ниже, чем температура плавления (Tm) для конкретной последова-

тельности при определенной ионной силе и pH. 

Tm представляет собой температуру (при определенной ионной силе и pH), при которой 50% после-

довательности-мишени гибридизуется с идеально подобранным зондом. Очень жесткие условия выби-

рают равными значению Tm для конкретного зонда. Пример жестких условий гибридизации для гибриди-

зации комплементарных нуклеотидных последовательностей, которые имеют более 100 комплементар-

ных остатков на фильтре в саузерн- или нозерн-блот анализе, составляет 50% формамида с 1 мг гепарина 

при 42°С, причем гибридизацию проводят в течение ночи. Примером очень жестких условий промывки 

является 0,15 М NaCl при 72°С в течение примерно 15 мин. Примером жестких условий промывки явля-

ется промывка 0.2× SSC при 65°С в течение 15 мин (см. Sambrook, infra, описание SSC буфера). Зачастую 

перед промывкой в очень жестких условиях выполняют промывку в условиях низкой жесткости для уда-

ления фонового сигнала зонда. Пример промывки в условиях средней жесткости для дуплекса, например, 

из более 100 нуклеотидов, составляет 1×SSC при 45°С в течение 15 мин. Пример промывки в условиях 

низкой жесткости для дуплекса, например, из более 100 нуклеотидов, составляет 4-6×SSC при 40°С в 

течение 15 мин. Для коротких зондов (например, от примерно 10 до 50 нуклеотидов) жесткие условия 

обычно включают концентрации солей менее примерно 1,0 М Na-иона, обычно примерно 0,01-1,0 М 

концентрации Na-ионов (или других солей) при pH 7,0- 8,3, и температура обычно составляет по мень-

шей мере примерно 30°С. Жесткие условия также могут быть достигнуты путем добавления дестабили-

зирующих агентов, таких как формамид. В общем случае отношение сигнал/шум, превышающий в 2 (или 

более) раз отношение, наблюдаемое для несвязанного зонда в конкретном анализе гибридизации, указы-

вает на обнаружение специфической гибридизации. Нуклеотидные последовательности, которые не гиб-

ридизуются друг с другом в жестких условиях, по существу идентичны, если белки, которые они коди-

руют, являются по существу идентичными. Это возможно, например, когда копия нуклеотидной после-

довательности создается при использовании максимального количества вырожденных кодонов, допус-

каемого генетическим кодом. 

Ниже приведены примеры наборов условий гибридизации/промывки, которые могут быть исполь-

зованы для клонирования гомологичных нуклеотидных последовательностей, которые по существу 

идентичны референсным нуклеотидным последовательностям по изобретению. В одном из вариантов 

осуществления референсная нуклеотидная последовательность гибридизуется с "тестовой" нуклеотидной 

последовательностью в 7% додецилсульфате натрия (SDS), 0,5 М NaPO4, 1 мМ ЭДТА при 50°С с про-

мывкой в 2× SSC, 0,1% SDS при 50°С. В другом варианте референсная нуклеотидная последовательность 

гибридизуется с "тестовой" нуклеотидной последовательностью в 7% додецилсульфате натрия (SDS),  

0,5 М NaPO4, 1 мМ ЭДТА при 50°С с промывкой в 1× SSC, 0,1% SDS при 50°С или в 7% додецилсульфа-

те натрия (SDS), 0,5 М NaPO4, 1 мМ ЭДТА при 50°С с промывкой в 0. 5× SSC, 0,1% SDS при 50°С. В 

другом варианте осуществления референсная нуклеотидная последовательность гибридизуется с "тесто-

вой" нуклеотидной последовательностью в 7% додецилсульфате натрия (SDS), 0,5 М NaPO4, 1 мМ ЭДТА 

при 50°С с промывкой в 0.1× SSC, 0.1% SDS при 50°С или в 7% додецилсульфате натрия (SDS),  
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0,5 М NaPO4, 1 мМ ЭДТА при 50°С с промывкой в 0.1× SSC, 0.1% SDS при 65°С. 

Любая нуклеотидная последовательность и/или гетерологичная конструкция нуклеиновой кислоты 

по настоящему изобретению может быть оптимизированы по кодонам для экспрессии в любых пред-

ставляющих интерес видах. Оптимизация по кодонам хорошо известна в данной области и включает мо-

дификацию нуклеотидной последовательности для смещения в использовании кодонов при помощи таб-

лиц использования кодонов для конкретных видов. Таблицы использования кодонов генерируются на 

основе анализа последовательностей генов с самой высокой степенью экспрессии для представляющих 

интерес видов. Если нуклеотидные последовательности должны экспрессироваться в ядре, таблицы ис-

пользования кодонов генерируются на основе анализа последовательностей ядерных генов с самой высо-

кой степенью экспрессии для представляющих интерес видов. Модификации нуклеотидных последова-

тельностей определяют путем сравнения таблицы использования кодонов для конкретного вида с кодо-

нами, присутствующими в нативных полинуклеотидных последовательностях. Как понятно из уровня 

техники, оптимизация кодонов нуклеотидной последовательности приводит к получению нуклеотидной 

последовательности, имеющей менее 100% идентичности (например, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 

80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99% и т.п.) с нативной нуклеотидной 

последовательностью, но которая по-прежнему кодирует полипептид, имеющий ту же функцию, что и у 

полипептида, кодируемого исходной нативной нуклеотидной последовательностью. Таким образом, в 

типичных вариантах осуществления изобретения нуклеотидная последовательность и/или гетерологич-

ная конструкция нуклеиновой кислоты по настоящему изобретению может быть оптимизирована по ко-

донам для экспрессии в конкретных представляющих интерес видах. 

В некоторых вариантах осуществления молекулы гетерологичных или рекомбинантных нуклеино-

вых кислот, нуклеотидные последовательности и/или полипептиды по изобретению являются "выделен-

ными". "Выделенная" молекула нуклеиновой кислоты, "выделенная" нуклеотидная последовательность 

или "выделенный" полипептид представляет собой молекулу нуклеиновой кислоты, нуклеотидную по-

следовательность или полипептид, который в результате вмешательства человека существует отдельно 

от его родной среды и, следовательно, не является продуктом природы. 

Выделенная молекула нуклеиновой кислоты, нуклеотидная последовательность или полипептид 

могут существовать в очищенной форме, которая по меньшей мере частично отделена от по меньшей 

мере некоторых других компонентов встречающегося в природе организма или вируса, например кле-

точных или вирусных структурных компонентов или других полипептидов или нуклеиновых кислот, 

которые обычно связаны с этим полинуклеотидом. В типичных вариантах осуществления выделенная 

молекула нуклеиновой кислоты, чистота выделенной нуклеотидной последовательности и/или выделен-

ного полипептида составляет по меньшей мере примерно 1, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 95% или 

более. 

В других вариантах осуществления выделенная молекула нуклеиновой кислоты, нуклеотидная по-

следовательность или полипептид может существовать в неприродной среде, такой как, например, ре-

комбинантная клетка-хозяин. Так, например, в отношении нуклеотидных последовательностей термин 

"выделенный" означает, что нуклеотидная последовательность отделена от хромосомы и/или клетки, в 

которой она встречается в естественных условиях. Полинуклеотид также является выделенным, если он 

был отделен от хромосомы и/или клетки, в которой он встречается в естественных условиях и затем 

вставлен в генетический контекст, хромосому и/или клетку, в которой он не встречается в естественных 

условиях (например, другую клетку-хозяина, разные регуляторные последовательности и/или другое 

положение в геноме, отличающегося от положения в естественных условиях). Соответственно гетероло-

гичные конструкции нуклеиновых кислот, нуклеотидные последовательности и кодированные ими по-

липептиды "выделены" при участии человека в том смысле, что они существуют отдельно от их натив-

ной среды обитания и, следовательно, не являются продуктами природы, однако в некоторых вариантах 

осуществления они могут быть введены и существовать в рекомбинантной клетке-хозяине. 

В некоторых вариантах осуществления гетерологичные или рекомбинантные конструкции нуклеи-

новых кислот по изобретению являются "синтетическими". "Синтетическая" молекула нуклеиновой ки-

слоты, "синтетическая" нуклеотидная последовательность или "синтетический" полипептид представляет 

собой молекулу нуклеиновой кислоты, нуклеотидную последовательность или полипептид, который не 

встречается в природе, но создается руками человека и, следовательно, не является продуктом природы. 

В любом из раскрытых в настоящем описании вариантов осуществления нуклеотидные последова-

тельности и/или конструкции гетерологичных нуклеиновых кислот по изобретению могут быть функ-

ционально связаны с различными промоторами и другими регуляторными элементами для экспрессии в 

различных клетках организмов. Таким образом, в типичных вариантах осуществления конструкция нук-

леиновой кислоты по настоящему изобретению может дополнительно содержать один или более промо-

торов, функционально связанных с одной или более нуклеотидными последовательностями. 

Под "функционально связанным" или "функционально ассоциированным", как используется в на-

стоящем описании, подразумевается, что указанные элементы функционально связаны друг с другом, а 

также обычно связаны физически. Таким образом, термин "функционально связанный" или "функцио-

нально ассоциированный", как используется в настоящем описании, относится к нуклеотидным последо-



042506 

- 19 - 

вательностям в одной молекуле нуклеиновой кислоты, которые функционально связаны. Таким образом, 

первая нуклеотидная последовательность, которая функционально связана со второй нуклеотидной по-

следовательностью, означает ситуацию, когда первая нуклеотидная последовательность помещена в 

функциональные отношения со второй нуклеотидной последовательностью. Например, промотор функ-

ционально связан с нуклеотидной последовательностью, если промотор воздействует на транскрипцию 

или экспрессию указанной нуклеотидной последовательности. Специалистам в данной области техники 

будет понятно, что регуляторные последовательности (например, промотор) не обязательно должны 

быть смежными с нуклеотидной последовательностью, с которой они функционально связаны, при усло-

вии, что эти регуляторные последовательности функционируют, чтобы управлять ее экспрессией. Так, 

например, между промотором и нуклеотидной последовательностью могут находиться промежуточные 

нетранслируемые, но транскрибируемые последовательности, и промотор при этом можно считать 

"функционально связанным" с нуклеотидной последовательностью. 

"Промотор" представляет собой нуклеотидную последовательность, которая контролирует или ре-

гулирует транскрипцию нуклеотидной последовательности (т.е. кодирующей последовательности), кото-

рая функционально связана с промотором. Кодирующая последовательность может кодировать полипеп-

тид и/или функциональную РНК. Как правило, "промотор" относится к нуклеотидной последовательно-

сти, которая содержит сайт связывания для РНК-полимеразы II и управляет инициацией транскрипции. 

Как правило, промоторы находятся на 5'-конце или выше относительно начала кодирующей области со-

ответствующей кодирующей последовательности. Область промотора может содержать другие элемен-

ты, которые функционируют как регуляторы экспрессии генов. Они включают консенсусную последова-

тельность ТАТА-бокс и часто консенсусную последовательность СААТ-бокс (Breathnach and Chambon, 

(1981), Annu. Rev. Biochem., 50: 349). В растениях СААТ-бокс может быть заменен AGGA-боксом (Mess-

ing et al. (1983), in Genetic Engineering of Plants, T. Kosuge, C. Meredith and A. Hollaender (eds.), Plenum 

Press, p. 211-227). 

Промоторы могут включать, например, конститутивные, индуцируемые, временно регулируемые, 

регулируемые в процессе развития, химически регулируемые, тканепредпочтительные и/или тканеспе-

цифические промоторы, которые используются при создании конструкций гетерологичных нуклеиновых 

кислот, т.е. "химерных генов" или "химерных полинуклеотидов". Эти различные типы промоторов из-

вестны в данной области техники. 

Выбор промотора будет зависеть от временных и пространственных требований к экспрессии, а 

также от клетки-хозяина, которую нужно трансформировать. Промоторы для многих разных организмов 

хорошо известны в данной области. Основываясь на обширных знаниях, представленных в данной об-

ласти, для конкретного представляющего интерес организма-хозяина можно выбрать подходящий про-

мотор. Так, например, большое количество сведении имеется о промоторах, расположенных выше в вы-

сокой степени конститутивно экспрессируемых генов в модельных организмах, и такие сведения явля-

ются легко доступными и при необходимости могут использоваться применительно к другим системам. 

В некоторых вариантах осуществления конструкция нуклеиновой кислоты по изобретению может 

представлять собой "экспрессионную кассету" или может быть включена в экспрессионную кассету. Ис-

пользуемый в настоящем описании термин "экспрессионная кассета" означает конструкцию гетероло-

гичной нуклеиновой кислоты, содержащую представляющую интерес нуклеотидную последовательность 

(например, конструкции нуклеиновых кислот по изобретению (например, конструкцию синтетической 

tracr нуклеиновой кислоты, конструкцию синтетической нуклеиновой кислоты CRISPR, синтетический 

массив CRISPR, конструкцию химерной нуклеиновой кислоты, нуклеотидную последовательность, ко-

дирующую представляющий интерес полипептид, полипептид типа I, полипептид типа II, полипептид 

типа III, полипептид типа IV и/или полипептид типа V)), где указанная нуклеотидная последователь-

ность функционально связана с по меньшей мере, регуляторной последовательностью (например, промо-

тором). Таким образом, некоторые аспекты изобретения обеспечивают экспрессионные кассеты, предна-

значенные для экспрессии последовательностей нуклеотидов по изобретению. 

Экспрессионная кассета, содержащая представляющую интерес нуклеотидную последовательность, 

может быть химерной, что означает, что по меньшей мере один из ее компонентов является гетерологич-

ным по отношению по меньшей мере к одному из других ее компонентов. Экспрессионная кассета также 

может быть такой, которая встречается в природе, но была получена в рекомбинантной форме, пригод-

ной для гетерологичной экспрессии. 

Экспрессионная кассета также может необязательно включать область транскрипции и/или терми-

нации трансляции (т.е. область терминации), которая является функциональной в выбранной клетке-

хозяине. Различные терминаторы транскрипции доступны для использования в экспрессионных кассетах 

и отвечают за терминацию транскрипции за пределами представляющей интерес гетерологичной нуклео-

тидной последовательности и правильное полиаденилирование мРНК. Область терминации может быть 

нативной для области инициации транскрипции, может быть нативной для представляющей интерес 

функционально связанной нуклеотидной последовательности, может быть нативной для клетки-хозяина 

или может быть получена из другого источника (т.е. чужеродной или гетерологичной по отношению к 

промотору, представляющей интерес нуклеотидной последовательности, хозяину или любой их комби-
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нации). 

Экспрессионная кассета также может включать нуклеотидную последовательность для селективно-

го маркера, который может быть использован для отбора трансформированной клетки-хозяина. Исполь-

зуемый в настоящем описании термин "селективный маркер" означает нуклеотидную последователь-

ность, которая при экспрессии придает экспрессирующий маркер клетке-хозяину конкретный фенотип и, 

таким образом, позволяет отличать такие трансформированные клетки от тех, которые не имеют марке-

ра. Такая нуклеотидная последовательность может кодировать либо селективный, либо экранируемый 

маркер в зависимости от того, представляет ли маркер признак, который может быть выбран химически-

ми средствами, например, при помощи селективного агента (например, антибиотика и т.п.), или этот 

маркер является просто признаком, который можно идентифицировать посредством наблюдения или 

тестирования, например, путем скрининга (например, флуоресценции). Конечно, многие примеры под-

ходящих селективных маркеров известны в данной области и могут быть использованы в приведенных в 

настоящем описании экспрессионных кассетах. 

В дополнение к экспрессионным кассетам молекулы нуклеиновой кислоты и нуклеотидные после-

довательности, раскрытые в настоящем описании, могут быть использованы в отношении векторов. Тер-

мин "вектор" относится к композиции для переноса, доставки или введения нуклеиновой кислоты (или 

нуклеиновых кислот) в клетку. Вектор содержит молекулу нуклеиновой кислоты, содержащую нуклео-

тидную последовательность (последовательности), которая должна быть передана, доставлена или вве-

дена. Векторы, предназначенные для использования при трансформации организмов-хозяев, хорошо из-

вестны в данной области. Неограничивающие примеры общих классов векторов включают без ограниче-

ния вирусный вектор, плазмидный вектор, фаговый вектор, фагемидный вектор, космидный вектор, фос-

мидный вектор, бактериофаг, искусственную хромосому или бинарный вектор Agrobacterium в виде 

двухнитевой или однонитевой линейной или кольцевой формы, которая может быть или может не быть 

самостоятельно трансмиссивной или мобилизуемой. Вектор, определенный в настоящем описании, мо-

жет трансформировать прокариотического или эукариотического хозяина либо путем интеграции в кле-

точный геном, либо путем внехромосомного существования (например, в виде автономно реплицируе-

мой плазмиды с точкой начала репликации). Дополнительно включаются челночные векторы, под кото-

рыми подразумевается носитель ДНК, способный естественным образом или благодаря созданной струк-

туре к репликации в двух разных организмах-хозяевах, которые могут быть выбраны из актиномицетов и 

родственных видов, бактерий и эукариот (например, клеток высших растений, млекопитающих, дрожжей 

или грибов). В некоторых типичных вариантах осуществления нуклеиновая кислота в векторе находится 

под контролем и функционально связана с соответствующим промотором или другими регуляторными 

элементами для транскрипции в клетке-хозяине. Вектор может быть бифункциональным экспрессион-

ным вектором, который функционирует в нескольких хозяевах. В случае геномной ДНК он может со-

держать свой собственный промотор или другие регуляторные элементы, а в случае кДНК он может на-

ходиться под контролем соответствующего промотора или других регуляторных элементов для экспрес-

сии в клетке-хозяине. Соответственно молекулы нуклеиновой кислоты по настоящему изобретению 

и/или экспрессионные кассеты могут быть включены в векторы, как описано здесь и как известно в дан-

ной области. 

"Введение", "вводить", "введенный" (и их грамматические варианты) в контексте представляющего 

интерес полинуклеотида означают презентацию представляющего интерес полинуклеотида в организме-

хозяине или клетке указанного организма (например, клетке-хозяине) таким образом, что полинуклеотид 

получает доступ к внутренней части клетки. При введении более одного полинуклеотида эти полинук-

леотиды могут быть собраны в виде части одной полинуклеотидной конструкции или конструкции нук-

леиновой кислоты, или в виде отдельных полинуклеотидных конструкций или конструкций нуклеино-

вых кислот и могут быть расположены на одних и тех же или разных экспрессионных конструкциях или 

векторах для трансформации. Соответственно эти полинуклеотиды могут быть введены в клетки одним 

событием трансформации, отдельными событиями трансформации/трансфекции или, например, они мо-

гут быть включены в организм с помощью обычных протоколов размножения. Таким образом, в некото-

рых аспектах одна или более конструкций нуклеиновых кислот по настоящему изобретению могут быть 

введены в организм-хозяин или клетку указанного организма-хозяина по отдельности или в комбинации. 

В контексте популяции клеток "введение" означает контактирование популяции с конструкциями гете-

рологичных нуклеиновых кислот по изобретению в условиях, когда конструкции гетерологичных нук-

леиновых кислот по изобретению получают доступ к внутренней части одной или более клеток популя-

ции, тем самым трансформируя эту одну или более клеток популяции. 

Используемый в настоящем описании термин "трансформация" или "трансфекция" относится к 

введению в клетку гетерологичной нуклеиновой кислоты. Трансформация клетки может быть стабиль-

ной или временной. Таким образом, в некоторых вариантах осуществления клетку-хозяин или организм-

хозяин трансформируют конструкцией нуклеиновой кислоты по изобретению стабильно. В других вари-

антах осуществления клетку-хозяин или организм-хозяин трансформируют конструкцией нуклеиновой 

кислоты по изобретению временно. Таким образом, в типичных вариантах осуществления конструкция 

гетерологичной нуклеиновой кислоты по изобретению может вводиться в клетку стабильно и/или вре-
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менно. 

"Временная трансформация" в контексте полинуклеотида означает, что полинуклеотид вводится в 

клетку и не интегрируется в геном клетки. 

Под "стабильным введением" или "стабильно введенным" в контексте полинуклеотида следует по-

нимать, что введенный полинуклеотид стабильно включается в геном клетки и, таким образом, клетка 

стабильно трансформируется полинуклеотидом. 

"Стабильная трансформация" или "стабильно трансформированный", как используется в настоящем 

описании, означает, что конструкция нуклеиновой кислоты вводится в клетку и интегрируется в геном 

клетки. Таким образом, интегрированная конструкция нуклеиновой кислоты способна быть унаследо-

ванной потомством, в частности потомством нескольких последовательных поколений. "Геном", исполь-

зуемый в настоящем описании, включает ядерный, митохондриальный и плазмидный геном и, следова-

тельно, может включать интеграцию конструкции нуклеиновой кислоты, например, в плазмиду или ми-

тохондриальный геном. Стабильная трансформация, используемая в настоящем описании, может также 

относиться к трансгену, который сохраняется внехромосомно, например, в виде минихромосомы или 

плазмиды. 

Временная трансформация может быть обнаружена, например, при помощи иммуноферментного 

анализа (ELISA) или Вестерн-блот анализа, который позволяет обнаруживать наличие пептида или по-

липептида, кодируемого одним или более трансгенами, введенными в организм. Стабильная трансфор-

мация клетки может быть обнаружена, например, методом Саузерн-блот-гибридизации геномной ДНК 

клетки с последовательностями нуклеиновых кислот, которые специфически гибридизуются с нуклео-

тидной последовательностью вводимого в организм трансгена (например, бактерии, археи, дрожжей, 

водоросли и т.п.). Стабильная трансформация клетки может быть обнаружена, например, при помощи 

анализа нозерн-блот гибридизации РНК клетки с последовательностями нуклеиновых кислот, которые 

специфически гибридизуются с нуклеотидной последовательностью трансгена, введенного в растение 

или другой организм. Стабильная трансформация клетки также может быть обнаружена, например, при 

помощи полимеразной цепной реакции (ПЦР) или других реакций амплификации, хорошо известных в 

данной области, с использованием специфических праймерных последовательностей, которые гибриди-

зуются с последовательностью (последовательностями) - мишенью трансгена, что приводит к амплифи-

кация последовательности трансгена, которая может быть обнаружена стандартными методами. Транс-

формация также может быть обнаружена при помощи протоколов прямого секвенирования и/или гибри-

дизации, хорошо известных в данной области. 

Соответственно в некоторых вариантах осуществления нуклеотидные последовательности, конст-

рукции, экспрессионные кассеты могут экспрессироваться временно и/или могут быть стабильно вклю-

чены в геном организма-хозяина. 

Конструкцию гетерологичной нуклеиновой кислоты по изобретению можно вводить в клетку лю-

бым способом, известным специалистам в данной области. В некоторых вариантах осуществления изо-

бретения трансформация клетки включает трансформацию ядра. В других вариантах осуществления кон-

струкция (конструкции) гетерологичной нуклеиновой кислоты по изобретению может быть введена в 

клетку обычными методами размножения. 

Способы трансформации как эукариотических, так и прокариотических организмов хорошо извест-

ны и являются обычными в данной области и описаны в любом литературном источнике (см., например, 

Jiang et al., 2013, Nat. Biotechnol., 31:233-239; Ran et al., Nature Protocols, 8:2281-2308 (2013)). 

Таким образом, нуклеотидная последовательность может быть введена в организм-хозяин или его 

клетку любым количеством способов, которые хорошо известны в данной области. Способы по изобре-

тению не зависят от конкретного способа введения одной или более нуклеотидных последовательностей 

в организм за исключением, что они получают доступ к внутренней части по меньшей мере одной клетки 

организма. При введении более одной нуклеотидной последовательности они могут быть собраны в виде 

части одной конструкции нуклеиновой кислоты или в виде отдельных конструкций нуклеиновых кислот 

и могут быть расположены на одних и тех же или разных конструкциях нуклеиновых кислот. Соответст-

венно нуклеотидные последовательности могут быть введены в представляющую интерес клетку в од-

ном событии трансформации или в отдельных событиях трансформации или в случае необходимости 

нуклеотидная последовательность может быть включена в организм в рамках протокола размножения. 

Мобильные генетические элементы (MGE) доставляют бактериям постоянные проблемы, связан-

ные с геномной стабильностью, способствуя эволюции через горизонтальный перенос генов. Термин 

MGE охватывает плазмиды, бактериофаги, транспонируемые элементы, геномные острова и многие дру-

гие специализированные генетические элементы (1). MGE охватывают гены, обеспечивающие хозяину 

высокую скорость распространения, адаптивные преимущества и геномную стабильность, что приводит 

к их практически универсальному присутствию в бактериальных геномах. Чтобы справиться с постоян-

ной угрозой хищных бактериофагов и эгоистичных генетических элементов, бактерии развили как врож-

денную, так и адаптивную иммунную систему, ориентированную на экзогенные генетические элементы. 

Врожденный иммунитет включает модификацию клеточной стенки, системы рестрикции/модификации и 

абортивную фаговую инфекцию (2). Короткие палиндромные повторы, регулярно расположенные груп-
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пами (CRISPR) и CRISPR-ассоциированные гены (Cas) являются адаптивной иммунной системой, на-

правленной против инвазивных генетических элементов у бактерий (3). CRISPR-Cas-опосредованный 

иммунитет основан на разных молекулярных процессах, классифицированных как приобретение, экс-

прессия и интерференция (3). Приобретение осуществляется через молекулярный "отбор образца (сэм-

плирование)" чужеродных генетических элементов, из которых короткие последовательности, называе-

мые спейсерами, интегрируются в массив CRISPR в определенной ориентации (4). Экспрессия массивов 

CRISPR является конститутивной и индуцируемой промоторными элементами в предшествующей ли-

дерной последовательности (5-6). Интерференция возникает из соответствующего транскрипта, который 

подвергается избирательному процессингу в каждой повторяющейся последовательности, формируя 

РНК CRISPR (crРНК), которые направляют белки Cas для распознавания последовательностей и расщеп-

ления ДНК-мишени, комплементарной спейсеру (7). Технология CRISPR-Cas применяется для типиро-

вания и обнаружения штаммов (8-10), использования естественного/созданного иммунитета против мо-

бильных генетических элементов (11), программируемого редактирования генома в разных условиях (12), 

контроля транскрипции (13-14) и манипуляции микробными популяциями в определенных консорциу-

мах (15). 

В данной области техники известны различные CRISPR системы. Например, см. Макарова и др., где 

описана номенклатура всех классов, типов и подтипов CRISPR систем (Nature Reviews Microbiology, 

13:722-736 (2015)); см. также R. Barrangou (Genome Biol., 16:247 (2015)). 

Хотя признаки последовательности, соответствующие массивам CRISPR, были описаны ранее в не-

скольких организмах (16-17), Streptococcus thermophilus был первым микробом, в котором прояснились 

роли специфических генов cas и компонентов массива CRISPR (4). S. thermophilus является непатогенной 

термофильной грамположительной бактерией, используемой в качестве стартовой культуры, которая ката-

болизирует лактозу в молочную кислоту при синтрофном производстве йогурта и различных сыров (18).  

S. thermophilus кодирует до четырех CRISPR-Cas систем, две из них (SthCRISPR1 и SthCRISPR3) клас-

сифицированы как системы типа II-А, которые активны от природы как в случае приобретения, так и 

интерференции (4, 19). Соответственно геномный анализ S. thermophilus и его бактериофагов установил 

вероятный механизм систем CRISPR-Cas для защиты фага/ДНК. Изучение систем CRISPR-Cas в S. thermo-

philus позволило провести биоинформатический анализ происхождения спейсера (4, 20), открыть последо-

вательности мотива, прилежащего к протоспейсеру (PAM) (19, 21), понять динамику фаг-хозяин (22-23), 

продемонстрировать активности эндонуклеазы Cas9 (7, 24-25) и (недавно) определить структурные мо-

тивы tracrРНК, регулирующие функцию и ортогональность систем типа II (26). Геномный анализ  

S. thermophilus выявил эволюционную адаптацию к молоку через потерю углеводного катаболизма и ге-

нов вирулентности, обнаруженных у патогенных стрептококках (18). S. thermophilus также приобрел су-

щественное количество родственных для этой ниши генов, таких как гены, кодирующие в том числе бел-

ки холодового шока, белки устойчивости к меди, протеиназы, бактериоцины и белки катаболизма лакто-

зы (18). Встраиваемые последовательности (IS) широко распространены в геномах S. thermophilus и 

обеспечивают генетическую гетерогенность штаммов, облегчая распространение островов, связанных с 

генами адаптации к молочным продуктам (18). Сопутствующее присутствие MGE и функциональных 

CRISPR-Cas систем в S. thermophilus предполагает, что гомеостаз генома определяется по меньшей мере 

частично, взаимодействием этих динамических сил. Таким образом, S. thermophilus представляет собой 

идеального хозяина для исследования генетических результатов нацеливания геномных островов на 

CRISPR-Cas. 

CRISPR-Cas системы недавно стали предметом интенсивных исследований в области применения 

для редактирования генома (12), но эволюционные роли большинства эндогенных микробных систем 

остаются неизвестными (27). Еще меньше известно об эволюционных последствиях размещения актив-

ных CRISPR-Cas систем, помимо их роли в предотвращении захвата чужеродных ДНК (7), событий при-

обретения спейсеров (4) и мутации, вызываемой хромосомным самонацеливанием (28-32). Таким обра-

зом, авторы изобретения стремились определить результаты таргетинга интегрированных MGE с эндо-

генными CRISPR-Cas системами типа II. В S. thermophilus LMD-9 были идентифицированы четыре ост-

рова с длиной от 8 до 102 т.п.о. и общим количеством примерно 132 т.п.о., или 7% генома. Для таргетин-

га геномных островов плазмиду, используемую для экспрессии сконструированных массивов CRISPR с 

самонацеленными спейсерами, трансформированы в S. thermophilus LMD-9. В совокупности полученные 

результаты разъясняют результаты фундаментальных генетических исследований событий самонацели-

вания и показывают, что CRISPR-Cas системы могут направлять эволюцию генома на уровне популяции 

бактерий. 

Используя эти открытия, авторы настоящего изобретения разработали новые способы скрининга 

популяций бактериальных, архейных, водорослевых или дрожжевых клеток для жизненно важных генов, 

нежизненно важных генов и/или инородных геномных островов; для уничтожения одной или более кле-

ток в популяции бактериальных, архейных, водорослевых или дрожжевых клеток; для идентификации 

фенотипа бактериального, архейного, водорослевого или дрожжевого гена; для выбора одной или более 

бактериальных, архейных, водорослевых или дрожжевых клеток, имеющих уменьшенный размер генома 

из популяции бактериальных, архейных или дрожжевых клеток; и/или для идентификации в популяции 
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бактериальных, архейных, водорослевых или дрожжевых клеток по меньшей мере одного изолята, име-

ющего мутацию (например, делецию) в своем геноме. 

Таким образом, в одном из аспектов авторы настоящего изобретения разработали методы иденти-

фикации генетических вариантов в популяции, которые изменили генетическое содержание, что позво-

лило им избежать таргетирования. В данном случае последовательность-мишень была модифицирована, 

и был проведен поиск выживших организмов, имеющих эту модификацию. В некоторых аспектах моди-

фикация (т.е. мутация) представляет собой делецию. Кроме того, если последовательность-мишень была 

модифицирована, то генотип дикого типа не является существенным. 

Следовательно, в одном из аспектов изобретения предоставляется способ скрининга популяции 

бактериальных клеток в отношении жизненно важных генов, нежизненно важных генов и/или инород-

ных геномных островов, включающий 

введение в указанную популяцию бактериальных клеток конструкции гетерологичной нуклеиновой 

кислоты, содержащей массив CRISPR, содержащий (в 5'-3' направлении) последовательность повтор-

спейсер-повтор или по меньшей мере одну последовательность повтор-спейсер, в которой спейсер ука-

занной последовательности повтор-спейсер-повтор или указанной по меньшей мере одной последова-

тельности повтор-спейсер содержит нуклеотидную последовательность, которая по существу компле-

ментарна области-мишени в геноме клеток бактерий указанной популяции, таким образом создавая по-

пуляцию трансформированных бактериальных клеток; и 

определение наличия или отсутствия делеции в популяции трансформированных бактериальных 

клеток, причем наличие делеции в популяции трансформированных бактериальных клеток указывает на 

то, что эта область-мишень содержится в нежизненно важном гене и/или инородном геномном острове, а 

отсутствие делеции в популяции бактериальных клеток означает, что эта область-мишень содержится в 

жизненно важном гене. 

Массив CRISPR, используемый в этом изобретении, может быть массивом CRISPR типа I, типа II, 

типа III, типа IV или типа V. 

В дополнительных аспектах изобретения предоставляется способ скрининга популяции бактери-

альных, архейных, водорослевых и дрожжевых клеток в отношении жизненно важных генов, нежизнен-

но важных генов и/или инородных геномных островов, включающий 

введение в популяцию бактериальных, архейных, водорослевых и дрожжевых клеток 

(a) конструкции гетерологичной нуклеиновой кислоты, содержащей транс-активирующую CRISPR 

(tracr) нуклеиновую кислоту, 

(b) конструкции гетерологичной нуклеиновой кислоты, содержащей массив CRISPR, содержащий 

(в 5'-3' направлении) последовательность повтор-спейсер-повтор или по меньшей мере одну последова-

тельность повтор-спейсер, в которой спейсер содержит нуклеотидную последовательность, которая по 

существу комплементарна области-мишени в геноме бактериальных, архейных, водорослевых и дрож-

жевых клеток указанной популяции, и 

(c) Cas9 полипептида или конструкции гетерологичной нуклеиновой кислоты, содержащей поли-

нуклеотид, кодирующий Cas9 полипептид, таким образом создавая популяцию трансформированных 

бактериальных, архейных, водорослевых и дрожжевых клеток; и 

определение наличия или отсутствия делеции в популяции трансформированных бактериальных, 

архейных, водорослевых и дрожжевых клеток, причем наличие делеции в популяции бактериальных, 

архейных, водорослевых и дрожжевых клеток означает, что эта область-мишень содержится в нежизнен-

но важном гене и/или инородном геномном острове, а отсутствие делеции в популяции бактериальных, 

архейных, водорослевых и дрожжевых клеток означает, что эта область-мишень содержится в жизненно 

важном гене. 

В других аспектах предоставляется способ уничтожения одной или более бактериальных клеток в 

популяции бактериальных клеток, включающий введение в популяцию бактериальных клеток конструк-

ции гетерологичной нуклеиновой кислоты, содержащей массив CRISPR, содержащий (в 5'-3' направле-

нии) последовательность повтор-спейсер-повтор или по меньшей мере одну последовательность повтор-

спейсер, в которой спейсер указанной последовательности повтор-спейсер-повтор или указанной по 

меньшей мере одной последовательности повтор-спейсер содержит нуклеотидную последовательность, 

которая по существу комплементарна области-мишени в геноме бактериальных клеток указанной попу-

ляции, таким образом уничтожая в популяции одну или более бактериальных клеток, которые содержат 

область-мишень. Массив CRISPR, используемый в этом изобретении, может быть массивом CRISPR ти-

па I, типа II, типа III, типа IV или типа V. 

В дополнительном аспекте предоставляется способ уничтожения одной или более клеток в популя-

ции бактериальных, архейных, водорослевых или дрожжевых клеток, включающий введение в популя-

цию бактериальных, архейных, водорослевых или дрожжевых клеток 

(a) конструкции гетерологичной нуклеиновой кислоты, содержащей транс-активирующую CRISPR 

(tracr) нуклеиновую кислоту, 

(b) конструкции гетерологичной нуклеиновой кислоты, содержащей массив CRISPR, содержащий 

(в 5'-3' направлении) последовательность повтор-спейсер-повтор или по меньшей мере одну последова-
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тельность повтор-спейсер, в которой спейсер указанной по меньшей мере одной последовательности 

повтор-спейсер и последовательности повтор-спейсер-повтор содержит нуклеотидную последователь-

ность, которая по существу комплементарна области-мишени в геноме бактериальных, архейных, водо-

рослевых или дрожжевых клеток указанной популяции, и 

(c) Cas9 полипептида или конструкции гетерологичной нуклеиновой кислоты, содержащей поли-

нуклеотид, кодирующий Cas9 полипептид, таким образом уничтожая в популяции бактериальных, ар-

хейных, водорослевых или дрожжевых клеток. 

Трансформация CRISPR РНК для нацеливания на бактериальный геном может быть использована 

для выборочного уничтожения бактериальных клеток на основе специфичности последовательностей 

для удаления генетически отличающихся субпопуляций, тем самым обогащая популяции бактерий, не 

содержащих последовательность-мишень. Такое отличие может возникать на основе гетерогенного рас-

пределения ортогональных CRISPR-Cas систем в генетически сходных популяциях. Таким образом, в 

некоторых вариантах осуществления массив CRISPR, который вводится в популяцию клеток, может ока-

заться совместимым (т.е. функциональным) с CRISPR-Cas системой в одной или более бактериальных 

клетках, подлежащих уничтожению, и несовместимым (т.е. нефункциональным) с CRISPR Cas системой 

по меньшей мере в одной или более бактериальных клетках в популяции. Например, Escherichia coli и 

Klebsiella pneumoniae могут иметь CRISPR-Cas системы типа I-Е или типа I-F; Clostridium difficile коди-

рует системы типа I-B, а различные штаммы S. thermophilus имеют как системы типа II-A, так и типа I-Е, 

или только системы типа II-A. В зависимости от конкретной CRISPR РНК, трансформированной в смесь 

бактерий, она может специфически нацеливаться на такое подмножество популяции на основе ее функ-

циональной совместимости с родственной ей системой. Это можно применить к различным видам, со-

держащим эндогенные CRISPR-Cas системы, таким как без ограничения следующие. 
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Нацеливание CRISPR может привести к удалению специфических подмножеств бактерий на основе 

различающегося генетического содержания в смешанных популяциях. Подтверждение этого заявления 

представлено в примерах 4, 5, где Lac
-
 бактерии отбирают до полного исчезновения в популяции Lac

+
. 

Генетическое различие между Lac
+
 и Lac

-
 штаммами представлено в примерах 8 и 10, где секвенирование 

выживших клонов выявило до 5,5% различий в генетическом содержании по сравнению с референсным 

штаммом S. thermophilus дикого типа. Таким образом, спейсеры для нацеливания на CRISPR можно на-

страивать на разную степень родства между бактериями путем нацеливания на консервативные или ди-

вергентные генетические последовательности. Таким образом, в некоторых вариантах осуществления 

бактериальные клетки в популяции могут содержать одну и одну и ту же CRISPR-Cas систему, и введен-

ный массив CRISPR, таким образом, может функционировать в популяции бактерий как единое целое, но 

генетическое содержание других штаммов или видов, которые составляют эту популяцию бактерий, от-

личается в достаточной степени, для того чтобы область-мишень для введенного массива CRISPR была 

обнаружена только в одном или более предназначены для уничтожения видах бактерий в популяции. Это 

может быть применено к различным видам, содержащим эндогенные CRISPR-Cas системы, такие как без 

ограничения Pseudomonas spp. (например, следующие). 

 
Степень уничтожения в популяции способом по настоящему изобретению может зависеть от вос-

приимчивости конкретной популяции к трансформации дополнительно к тому, где находится область-

мишень в нежизненно важном гене, жизненно важном гене или инородном острове. Степень уничтоже-
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ния в популяции бактериальных, архейных или дрожжевых клеток может варьировать, например, в зави-

симости от организма, рода и вида. Соответственно используемый в настоящем описании термин "унич-

тожение" означает удаление 2 log или более клеток в популяции (1% выживаемости или менее). Уничто-

жение на уровне менее 1 log будет небольшим сокращением численности популяции; в то время как 

уничтожение на уровне 2-3 log приведет к значительному сокращению численности популяции; а унич-

тожение на уровне более 3 log указывает на то, что популяция является по существу уничтоженной. 

В другом аспекте предоставляется способ идентификации фенотипа, ассоциированного с бактери-

альным геном, включающий 

введение в популяцию бактериальных клеток конструкции гетерологичной нуклеиновой кислоты, 

содержащей массив CRISPR, содержащий (в 5'-3' направлении) последовательность повтор-спейсер-

повтор или по меньшей мере одну последовательность повтор-спейсер, в которой спейсер указанной по 

меньшей мере одной последовательности повтор-спейсер и последовательности повтор-спейсер-повтор 

содержит нуклеотидную последовательность, которая по существу комплементарна области-мишени в 

геноме бактериальных клеток указанной популяции, причем эта область-мишень содержит по меньшей 

мере часть открытой рамки считывания, кодирующей полипептид, или функциональную нуклеиновую 

кислоту, таким образом уничтожая клетки, содержащие эту область-мишень, и создавая популяцию 

трансформированных бактериальных клеток, не содержащих эту область-мишень (т.е. выжившие клетки 

не содержат область-мишень); и 

(i) анализ фенотипа популяции клеток; или 

(ii) выращивание отдельных бактериальных колоний из популяции трансформированных бактери-

альных клеток и анализ фенотипа отдельных колоний. 

Массив CRISPR, используемый в этом изобретении, может быть массивом CRISPR типа I, типа II, 

типа III, типа IV или типа V. 

В другом аспекте предоставляется способ идентификации фенотипа бактериального, архейного, во-

дорослевого или дрожжевого гена, включающий 

введение в популяцию бактериальных, архейных, водорослевых или дрожжевых клеток 

(a) конструкции гетерологичной нуклеиновой кислоты, содержащей транс-активирующую CRISPR 

(tracr) нуклеиновую кислоту, 

(b) конструкции гетерологичной нуклеиновой кислоты, содержащей массив CRISPR, содержащий 

(в 5'-3' направлении) последовательность повтор-спейсер-повтор или по меньшей мере одну последова-

тельность повтор-спейсер, в которой спейсер содержит нуклеотидную последовательность, которая по 

существу комплементарна области-мишени в геноме бактериальных, архейных, водорослевых или 

дрожжевых клеток указанной популяции, и 

(c) Cas9 полипептида или конструкции гетерологичной нуклеиновой кислоты, содержащей поли-

нуклеотид, кодирующий Cas9 полипептид, таким образом уничтожая бактериальные, архейные, водо-

рослевые или дрожжевые клетки, содержащие область-мишень, и создавая популяцию трансформиро-

ванных бактериальных, архейных, водорослевых или дрожжевых клеток, не содержащих область-

мишень; и 

(i) анализ фенотипа популяции клеток; или 

(ii) выращивание отдельных бактериальных, архейных, водорослевых или дрожжевых колоний из 

популяции трансформированных бактериальных, архейных, водорослевых или дрожжевых клеток; и 

анализ фенотипа отдельных колоний. 

В некоторых вариантах осуществления анализ включает ПЦР, оптическое картирование генома, се-

квенирование генома, рестрикционное картирование и/или рестрикционный анализ для идентификации и 

характеристики мутации, а также анализ комплементарности и/или фенотипические анализы для анализа 

фенотипа. 

В некоторых вариантах осуществления изобретения определение степени уничтожения или сокра-

щения популяции может включать любой способ определения численности популяции, включая (без 

ограничения) 

(1) посев клеток и подсчет колоний, 

(2) определение оптической плотности, 

(3) подсчет под микроскопом, 

(4) определение наиболее вероятной численности, и/или 

(5) восстановление метиленового синего. 

В некоторых вариантах осуществления для определения профиля композиции смешанных популя-

ций может быть использовано секвенирование 16S рДНК. Это можно сделать, например, путем очистки 

ДНК от образца в целом, и проведения либо секвенирования всего генома методом дробовика при помо-

щи высокоэффективных технологий, либо, например, путем ПЦР-амплификации 16S гена и секвениро-

вания продуктов таким же образом. Затем путем компьютерных вычислений эти последовательности 

можно отнести к определенным бактериальным таксонам. В других вариантах осуществления для коли-

чественного определения бактерий также можно использовать количественные методы ПЦР. Такие ме-

тоды хорошо известны в данной области. Например, праймеры для амплификации для количественной 
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ПЦР могут быть сконструированы, в частности, из вида, рода или группы организмов, которые имеют 

эту последовательность. Таким образом, для количественного определения указанного организма или 

группы организмов можно использовать пороговое значение (ct). В дополнительных вариантах осущест-

вления любая бактериальная активность (фенотип), специфичная для целевой популяции, также может 

быть использована в качестве показателя для определения истощения популяции. 

В других вариантах осуществления предоставляется способ отбора одной или более бактериальных 

клеток, имеющих уменьшенный размер генома, из популяции бактериальных клеток, включающий вве-

дение в популяцию бактериальных клеток конструкции гетерологичной нуклеиновой кислоты, содержа-

щей массив CRISPR, содержащий (в 5'-3' направлении) последовательность повтор-спейсер-повтор или 

по меньшей мере одну последовательность повтор-спейсер, в которой спейсер содержит нуклеотидную 

последовательность, которая по существу комплементарна области-мишени в геноме одной или более 

бактериальных клеток в указанной популяции, причем клетки, содержащие область-мишень, уничтожа-

ются, таким образом осуществляя отбор одной или более бактериальных клеток, не содержащих эту об-

ласть-мишень и имеющих уменьшенный размер генома, из популяции бактериальных клеток. Массив 

CRISPR, используемый в этом изобретении, может быть массивом CRISPR типа I, типа II, типа III,  

типа IV или типа V. 

В некоторых вариантах осуществления предоставляется способ отбора одной или более бактериаль-

ных клеток, имеющих уменьшенный размер генома, из популяции бактериальных клеток, включающий 

введение в популяцию бактериальных клеток 

(a) (i) одну или более конструкций гетерологичной нуклеиновой кислоты, содержащих нуклеотид-

ную последовательность, имеющую по меньшей мере 80% идентичности по меньшей мере 300 последо-

вательным нуклеотидам, присутствующим в геноме указанных бактериальных клеток, или (ii) двух или 

более конструкций гетерологичной нуклеиновой кислоты, содержащих по меньшей мере один транспо-

зон, таким образом создавая популяцию трансгенных бактериальных клеток, содержащих неприродный 

сайт для гомологичной рекомбинации между одной или более конструкциями гетерологичной нуклеино-

вой кислоты, интегрированными в геном, и по меньшей мере 300 последовательными нуклеотидами, 

присутствующими в геноме, или между первым и вторым транспозонами, интегрированными в геном; и 

(b) конструкции гетерологичной нуклеиновой кислоты, содержащей массив CRISPR (crРНК, 

crДНК), содержащий (в 5'-3' направлении) последовательность повтор-спейсер-повтор или по меньшей 

мере одну последовательность повтор-спейсер, в которой спейсер указанной последовательности повтор-

спейсер-повтор или указанной по меньшей мере одной последовательности повтор-спейсер содержит 

нуклеотидную последовательность, которая по существу комплементарна области-мишени в геноме од-

ной или более бактериальных клеток в указанной популяции, причем эта область-мишень расположена 

между одной или более конструкциями гетерологичной нуклеиновой кислоты, введенными в геном, и по 

меньшей мере 300 последовательными нуклеотидами, присутствующими в геноме, и/или между первым 

транспозоном и вторым транспозоном, при этом клетки, содержащие область-мишень уничтожаются, а 

клетки не содержащие область-мишень выживают, таким образом осуществляя отбор одной или более 

бактериальных клеток не содержащих эту область-мишень и имеющих уменьшенный размер генома, из 

популяции трансгенных бактериальных клеток. 

Массив CRISPR, используемый в этом изобретении, может быть массивом CRISPR типа I, типа II, 

типа III, типа IV или типа V. 

В области техники хорошо известно, что транспозоны могут быть созданы при помощи, например, 

ПЦР амплификации или синтеза созданной ДНК и могут быть введены любым способом трансформации. 

В некоторых вариантах осуществления изобретения предоставляется способ отбора одной или бо-

лее бактериальных, архейных, водорослевых или дрожжевых клеток, имеющих уменьшенный размер 

генома, из популяции бактериальных, архейных, водорослевых или дрожжевых клеток, включающий 

введение в популяцию бактериальных, архейных, водорослевых или дрожжевых клеток 

(а) конструкции гетерологичной нуклеиновой кислоты, содержащей транс-активирующую CRISPR 

(tracr) нуклеиновую кислоту, 

(b) конструкции гетерологичной нуклеиновой кислоты, содержащей массив CRISPR (crРНК, 

crДНК), содержащий последовательность повтор-спейсер-повтор или по меньшей мере одну последова-

тельность повтор-спейсер, в которой спейсер по меньшей мере одной последовательности повтор-

спейсер и по меньшей мере одной последовательности повтор-спейсер-повтор содержит нуклеотидную 

последовательность, которая по существу комплементарна области-мишени в геноме бактериальных, 

архейных, водорослевых или дрожжевых клеток указанной популяции, и 

(с) Cas9 полипептида или конструкции гетерологичной нуклеиновой кислоты, содержащей поли-

нуклеотид, кодирующий Cas9 полипептид, причем клетки, содержащие область-мишень уничтожаются, 

таким образом осуществляя отбор одной или более бактериальных, архейных, водорослевых или дрож-

жевых клеток, не содержащих область-мишень и имеющих уменьшенный размер генома, из популяции 

бактериальных, архейных, водорослевых или дрожжевых клеток. 

В других вариантах осуществления предоставляется способ отбора одной или более бактериальных, 

архейных, водорослевых или дрожжевых клеток, имеющих уменьшенный размер генома, из популяции 
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бактериальных, архейных, водорослевых или дрожжевых клеток, включающий введение в популяцию 

бактериальных, архейных, водорослевых или дрожжевых клеток 

(a) (i) одной или более конструкции гетерологичной нуклеиновой кислоты, содержащей нуклеотид-

ную последовательность, имеющую по меньшей мере 80% идентичности по меньшей мере 300 последо-

вательным нуклеотидам, присутствующим в геноме указанных клеток бактерий, или 

(ii) двух или более конструкций гетерологичной нуклеиновой кислоты, содержащих по меньшей 

мере один транспозон, таким образом создавая популяцию трансгенных бактериальных, архейных, водо-

рослевых или дрожжевых клеток, содержащих неприродный сайт для гомологичной рекомбинации меж-

ду одной или более конструкциями гетерологичной нуклеиновой кислоты, интегрированными в геном, и 

по меньшей мере 300 последовательными нуклеотидами, присутствующими в геноме, или между первым 

и вторым транспозонами, интегрированными в геном; и 

(b) (i) конструкции гетерологичной нуклеиновой кислоты, содержащей транс-активирующую 

CRISPR (tracr) нуклеиновую кислоту, 

(ii) конструкции гетерологичной нуклеиновой кислоты, содержащей массив CRISPR (crРНК, 

crДНК), содержащий последовательность повтор-спейсер-повтор или по меньшей мере одну последова-

тельность повтор-спейсер, в которой спейсер указанной по меньшей мере одной последовательности 

повтор-спейсер и по меньшей мере одной последовательности повтор-спейсер-повтор содержит нуклео-

тидную последовательность, которая по существу комплементарна области-мишени в геноме одной или 

более бактериальных, архейных, водорослевых или дрожжевых клеток в указанной популяции, и 

(iii) Cas9 полипептида и/или конструкции гетерологичной нуклеиновой кислоты, содержащей по-

линуклеотид, кодирующий Cas9 полипептид, причем область-мишень расположена между одной или 

более конструкциями гетерологичной нуклеиновой кислоты, введенными в геном, и по меньшей мере 

300 последовательными нуклеотидами, присутствующими в геноме, и/или между первым транспозоном 

и вторым транспозоном, причем клетки, содержащие область-мишень уничтожаются, а клетки, не со-

держащие область-мишень выживают, таким образом осуществляя отбор одной или более бактериаль-

ных, архейных, водорослевых или дрожжевых клеток, не содержащих область-мишень и имеющих 

уменьшенный размер генома, из популяции трансгенных бактериальных, архейных, водорослевых или 

дрожжевых клеток. 

В некоторых аспектах уменьшенный размер генома может быть уменьшен по сравнению с контро-

лем. В некоторых аспектах контроль может представлять собой популяцию дикого типа бактериальных, 

архейных, водорослевых или дрожжевых клеток или популяцию бактериальных, архейных, водоросле-

вых или дрожжевых клеток, трансформированных гетерологичной конструкцией, содержащей массив 

CRISPR (например, CRISPR типа I, типа II, типа III, типа IV или типа V), содержащий последователь-

ность повтор-спейсер-повтор или по меньшей мере одну последовательность повтор-спейсер, в которой 

спейсер указанной последовательности повтор-спейсер-повтор или указанной по меньшей мере одной 

последовательности повтор-спейсер содержит нуклеотидную последовательность, которая не является 

комплементарной области-мишени в геноме бактериальных, архейных, водорослевых или дрожжевых 

клеток указанной популяции (т.е. несамонацеленный/"скремблированный спейсер"). В другом аспекте 

контроль может представлять собой популяцию бактериальных, архейных, водорослевых или дрожже-

вых клеток, трансформированных конструкцией гетерологичной нуклеиновой кислоты, содержащей 

массив CRISPR, содержащий последовательность повтор-спейсер-повтор или по меньшей мере одну по-

следовательность повтор-спейсер, в которой спейсер указанной последовательности повтор-спейсер-

повтор или указанной по меньшей мере одной последовательности повтор-спейсер содержит нуклеотид-

ную последовательность, которая по существу комплементарна области-мишени в геноме бактериаль-

ных, архейных, водорослевых или дрожжевых клеток указанной популяции, но не содержит мотив, при-

мыкающий к протоспейсеру (PAM). 

В некоторых вариантах осуществления предоставляется способ идентификации в популяции бакте-

рий по меньшей мере одного изолята, содержащего делецию в своем геноме (например, хромосомную 

и/или плазмидную делецию), включающий 

введение в указанную популяцию бактериальных клеток конструкции гетерологичной нуклеиновой 

кислоты, содержащей массив CRISPR (crРНК, crДНК), содержащий (в 5'-3' направлении) последователь-

ность повтор-спейсер-повтор или по меньшей мере одну последовательность повтор-спейсер, в которой 

спейсер указанной последовательности повтор-спейсер-повтор или указанной по меньшей мере одной 

последовательности повтор-спейсер содержит нуклеотидную последовательность, которая по существу 

комплементарна области-мишени в геноме одной или более бактериальных клеток указанной популяции, 

и клетки, содержащие область-мишень, уничтожаются, таким образом создавая популяцию трансформи-

рованных бактериальных клеток, не содержащих область-мишень; и 

выращивание отдельных бактериальных колоний из популяции трансформированных бактериаль-

ных клеток, таким образом осуществляя идентификацию по меньшей мере одного изолята из популяции 

трансформированных бактерий, имеющих делецию в своем геноме. 

Массив CRISPR, используемый в этом изобретении, может быть массивом CRISPR типа I, типа II, 

типа III, типа IV или типа V. 
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В других вариантах осуществления изобретения предоставляется способ идентификации в популя-

ции бактерий по меньшей мере одного изолята, содержащего делецию в своем геноме, включающий вве-

дение в популяцию бактериальных клеток 

(a) (i) одной или более конструкции гетерологичной нуклеиновой кислоты, содержащей нуклеотид-

ную последовательность, имеющую по меньшей мере 80% идентичности по меньшей мере 300 последо-

вательным нуклеотидам, присутствующим в геноме указанных бактериальных клеток, или 

(ii) двух или более конструкций гетерологичной нуклеиновой кислоты, содержащих по меньшей 

мере один транспозон, таким образом создавая популяцию трансгенных бактериальных клеток, содер-

жащих неприродный сайт для гомологичной рекомбинации между одной или более конструкциями гете-

рологичной нуклеиновой кислоты, интегрированными в геном, и по меньшей мере 300 последователь-

ными нуклеотидами, присутствующими в геноме, или между первым и вторым транспозонами, интегри-

рованными в геном; и 

(b) конструкции гетерологичной нуклеиновой кислоты, содержащей массив CRISPR (crРНК, 

crДНК), содержащий последовательность повтор-спейсер-повтор или по меньшей мере одну последова-

тельность повтор-спейсер, в которой спейсер содержит нуклеотидную последовательность, которая по 

существу комплементарна области-мишени в геноме одной или более бактериальных клеток в указанной 

популяции, причем эта область-мишень расположена между одной или более конструкциями гетероло-

гичной нуклеиновой кислоты, введенными в геном, и по меньшей мере 300 последовательными нуклео-

тидами, присутствующими в геноме, и/или между первым транспозоном и вторым транспозоном, и клет-

ки, содержащие область-мишень уничтожаются [а клетки, не содержащие область-мишень, выживают], 

таким образом создавая популяцию трансформированных бактериальных клеток, не содержащих об-

ласть-мишень; и 

выращивание отдельных бактериальных колоний из популяции трансформированных бактериаль-

ных клеток, таким образом осуществляя идентификацию по меньшей мере одного изолята из популяции 

бактерий, имеющих делецию в своем геноме. 

Массив CRISPR, используемый в этом изобретении, может быть массивом CRISPR типа I, типа II, 

типа III, типа IV или типа V. 

В других вариантах осуществления изобретения предоставляется способ идентификации в популя-

ции бактерий, архей, водорослей или дрожжей по меньшей мере одного изолята, имеющего делецию в 

своем геноме, включающий 

введение в популяцию бактериальных, архейных, водорослевых или дрожжевых клеток 

(а) конструкции гетерологичной нуклеиновой кислоты, содержащей транс-активирующую CRISPR 

(tracr) нуклеиновую кислоту, 

(b) конструкции гетерологичной нуклеиновой кислоты, содержащей массив CRISPR (crРНК, 

crДНК), содержащий последовательность повтор-спейсер-повтор или по меньшей мере одну последова-

тельность повтор-спейсер, в которой спейсер указанной последовательности повтор-спейсер-повтор или 

указанной по меньшей мере одной последовательности повтор-спейсер содержит нуклеотидную после-

довательность, которая по существу комплементарна области-мишени в геноме (например, хромосом-

ном, митохондриальном и/или плазмидном геноме) бактериальных, архейных, водорослевых или дрож-

жевых клеток указанной популяции, и 

(с) Cas9 полипептида, причем клетки, содержащие область-мишень уничтожаются, таким образом 

создавая популяцию трансформированных бактериальных, архейных, водорослевых или дрожжевых 

клеток, не содержащих область-мишень; и 

выращивание отдельных бактериальных, архейных, водорослевых или дрожжевых колоний из по-

пуляции трансформированных бактериальных, архейных, водорослевых или дрожжевых клеток, таким 

образом осуществляя идентификацию по меньшей мере одного изолята из популяции трансформирован-

ных бактериальных, архейных, водорослевых или дрожжевых клеток, имеющих делецию в своем геноме. 

В других вариантах осуществления изобретения предоставляется способ идентификации в популя-

ции бактерий, архей, водорослей или дрожжей по меньшей мере одного изолята, имеющего делецию в 

своем геноме, включающий введение в популяцию бактериальных, архейных, водорослевых и дрожже-

вых клеток 

(a) (i) одной или более конструкции гетерологичной нуклеиновой кислоты, содержащей нуклеотид-

ную последовательность, имеющую по меньшей мере 80% идентичности с по меньшей мере 300 после-

довательными нуклеотидами, присутствующими в геноме указанных бактериальных, архейных, водо-

рослевых и дрожжевых клеток, или 

(ii) двух или более конструкций гетерологичной нуклеиновой кислоты, содержащих по меньшей 

мере один транспозон, таким образом создавая популяцию трансгенных бактериальных, архейных, водо-

рослевых и дрожжевых клеток, содержащих неприродный сайт для гомологичной рекомбинации между 

одной или более конструкциями гетерологичной нуклеиновой кислоты, интегрированными в геном, и по 

меньшей мере 300 последовательными нуклеотидами, присутствующими в геноме, или между первым и 

вторым транспозонами, интегрированными в геном; и 

(b) (i) конструкции гетерологичной нуклеиновой кислоты, содержащей транс-активирующую 
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CRISPR (tracr) нуклеиновую кислоту, 

(ii) конструкции гетерологичной нуклеиновой кислоты, содержащей массив CRISPR (crРНК, 

crДНК), содержащий последовательность повтор-спейсер-повтор или по меньшей мере одну последова-

тельность повтор-спейсер, в которой спейсер содержит нуклеотидную последовательность, которая по 

существу комплементарна области-мишени в геноме одной или более бактериальных, архейных, водо-

рослевых или дрожжевых клеток в указанной популяции, и 

(iii) Cas9 полипептида и/или конструкции гетерологичной нуклеиновой кислоты, содержащей по-

линуклеотид, кодирующий Cas9 полипептид, причем область-мишень расположена между одной или 

более конструкциями гетерологичной нуклеиновой кислоты, введенными в геном, и по меньшей мере 

300 последовательными нуклеотидами, присутствующими в геноме, и/или между первым транспозоном 

и вторым транспозоном, причем клетки, содержащие область-мишень уничтожаются, а клетки, не со-

держащие область-мишень выживают, таким образом создавая популяцию трансформированных бакте-

риальных, архейных, водорослевых или дрожжевых клеток, не содержащих область-мишень; и 

выращивание отдельных бактериальных, архейных, водорослевых или дрожжевых колоний из по-

пуляции трансформированных бактериальных, архейных, водорослевых или дрожжевых клеток, таким 

образом осуществляя идентификацию по меньшей мере одного изолята из популяции, имеющей делецию 

в своем геноме. 

В некоторых вариантах осуществления приспособляемость/скорость роста может быть увеличена за 

счет уменьшения размера генома или путем удаления выбранных генов (кодирующих полипептиды или 

функциональные нуклеиновые кислоты (например, регуляторы транскрипции)), которые требуют боль-

шого количества энергии для транскрипции и трансляции. Таким образом, в некоторых вариантах осу-

ществления предлагается способ увеличения приспособляемости или скорости роста популяции бактери-

альных, археальных, водорослевых или дрожжевых клеток, включающий выбор уменьшенного размера 

генома (например, выбор по отсутствию части генома) и/или делеции в геномах бактериальных, архей-

ных, водорослевых или дрожжевых клеток популяций, как раскрыто в настоящем описании. В некоторых 

вариантах осуществления делеция может содержать один ген или более одного гена. Следовательно, в 

результате уменьшения размера генома или удаления конкретного гена или генов клетки популяции 

больше не будут тратить энергию на транскрипцию/трансляцию части отсутствующего генома или уда-

ленного гена или генов; тем самым уменьшается потребность в энергии и улучшается приспособляе-

мость по сравнению с контрольной популяцией, все еще содержащей указанную часть генома и/или ука-

занный ген или гены. 

В других вариантах осуществления предлагается способ увеличения количества продукта, получен-

ного из популяции бактериальных, архейных, водорослевых или дрожжевых клеток, включая увеличение 

приспособляемости или скорости роста клетки путем отбора в отношении делеции в геномах бактери-

альных, архейных, водорослевых или дрожжевых клеток, как раскрыто в настоящем описании. В некото-

рых вариантах осуществления продукты могут включать без ограничения антибиотики, вторичные мета-

болиты, витамины, белки, ферменты, кислоты и фармацевтические препараты. 

В некоторых вариантах осуществления массив CRISPR (crРНК, crДНК), используемый в этом изо-

бретении, может представлять собой массив любой из CRISPR-Cas системы типа I, CRISPR-Cas системы 

типа II, CRISPR-Cas системы типа III, CRISPR-Cas системы типа IV или CRISPR-Cas системы типа V. 

Что касается предшествующих вариантов осуществления, то конструкция гетерологичной нуклеи-

новой кислоты, содержащая tracr нуклеиновую кислоту, и конструкция гетерологичной нуклеиновой ки-

слоты, содержащая массив CRISPR, может быть включена и введена в одну и ту же конструкцию (на-

пример, экспрессионную кассету или вектор) или в разные конструкции. В конкретных вариантах осу-

ществления конструкция гетерологичной нуклеиновой кислоты, содержащая tracr нуклеиновую кислоту, 

и конструкция гетерологичной нуклеиновой кислоты, содержащая массив CRISPR, могут быть включе-

ны в одну конструкцию (например, экспрессионную кассету и/или вектор), которая может необязательно 

дополнительно содержать полинуклеотид, кодирующий полипептид Cas9. В некоторых вариантах осу-

ществления конструкция гетерологичной нуклеиновой кислоты, содержащая tracr нуклеиновую кислоту, 

и конструкция гетерологичной нуклеиновой кислоты, содержащая массив CRISPR, могут быть функцио-

нально связаны с одним промотором и/или отдельными промоторами. 

В некоторых вариантах осуществления конструкция гетерологичной нуклеиновой кислоты, содер-

жащая транс-активирующую CRISPR (tracr) нуклеиновую кислоту, и конструкция гетерологичной нук-

леиновой кислоты, содержащая массив CRISPR (crРНК, crДНК), могут быть включены в гид CRISPR 

(gРНК, gДНК). В некоторых вариантах осуществления гид CRISPR может быть функционально связан с 

промотором. 

В некоторых вариантах осуществления полипептид Cas9, используемый в этом изобретении, имеет 

по меньшей мере 70% идентичности (например, примерно 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 

83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99% и т.п.) с аминокислотной последовательно-

стью нуклеазы Cas9. Примерами нуклеаз Cas9, применимыми в этом изобретении, могут быть любые 

нуклеазы Cas9, в отношении которых известно, что они катализируют расщепление ДНК в CRISPR-Cas 

системе. В данной области известно, что такие нуклеазы Cas9 содержат мотив HNH и мотив RuvC  
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(см., например, WO 0201/176772, WO 2013/188638). В некоторых вариантах осуществления настоящего 

изобретения может быть использован функциональный фрагмент нуклеазы Cas9. 

CRISPR-Cas системы и группировки нуклеаз Cas9 хорошо известны в данной области и включают, 

например, Streptococcus thermophilus CRISPR1 (Sth CR1) группу нуклеаз Cas9, Streptococcus thermophilus 

CRISPR3 (Sth CR3) группу нуклеаз Cas9, Lactobacillus buchneri CD034 (Lb) группу нуклеаз Cas9 и Lacto-

bacillus rhamnosus GG (Lrh) группу нуклеаз Cas9. Дополнительные нуклеазы Cas9 включают без ограни-

чения Lactobacillus curvatus CRL 705. Кроме того, нуклеазы Cas9, используемые в этом изобретении, 

включают без ограничения Cas9 из Lactobacillus animalis KCTC 3501 и Lactobacillus farciminis,  

WP 010018949.1. 

Помимо этого, в конкретных вариантах осуществления нуклеаза Cas9 может кодироваться нуклео-

тидной последовательностью, которая является оптимизированной по кодонам в отношении организма, 

содержащего ДНК-мишень. В других вариантах осуществления нуклеаза Cas9 может содержать по 

меньшей мере одну последовательность ядерной локализации. 

В некоторых вариантах осуществления полипептид типа I, используемый в настоящем изобретении, 

имеет по меньшей мере 70% идентичности (например, примерно 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 

81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99% и т.п.) с аминокислотной последова-

тельностью Cas3, Cas3' нуклеазы, Cas3" нуклеазы, их рекомбинантными вариантами. В некоторых вари-

антах осуществления каскадный полипептид типа I, используемый в настоящем изобретении, имеет по 

меньшей мере 70% идентичности (например, примерно 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78 79, 80, 81, 82, 83, 

84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99% и т.п.) с аминокислотной последовательностью 

Cas7 (Csa2), Cas8a1 (Csx13), Cas8a2 (Csx9), Cas5, Csa5, Cas6a, Cas6b, Cas8b (Csh1), Cas7 (Csh2), Cas5, 

Cas5d, Cas8c (Csd1l), Cas7 (Csd2), Cas10d (Csc3), Csc2, Csc1, Cas6d, Cse1 (CasA), Cse2 (CasB), Cas7 

(CasC), Cas5 (CasD), Cas6e (CasE), Cys1, Cys2, Cas7 (Cys3), Cas6f (Csy4), Cas6 и/или Cas4. 

CRISPR-Cas системы типа I хорошо известны в данной области техники и включают, например, Ar-

chaeoglobus fulgidus, содержащий приводимую в качестве примера CRISPR-Cas систему типа I-A, Clos-

tridium kluyveri DSM 555, содержащий приводимую в качестве примера CRISPR-Cas систему типа I-B, 

Bacillus halodurans C-125, содержащий приводимую в качестве примера CRISPR-Cas систему типа I-C, 

Cyanothece sp. PCC 802, содержащий приводимую в качестве примера CRISPR-Cas систему типа I-D, 

Escherichia coli K-12, содержащий приводимую в качестве примера CRISPR-Cas систему типа I-Е, Geo-

bacter sulfurreducens, содержащий приводимую в качестве примера CRISPR-Cas систему типа I-U, и Yer-

sinia pseudotuberculosis YPIII, содержащий приводимую в качестве примера CRISPR-Cas систему типа I-F. 

В некоторых вариантах осуществления полипептид типа II, пригодный для данного изобретения, 

имеет по меньшей мере 70% идентичности (например, примерно 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 

81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99% и т.п.) с аминокислотной последова-

тельностью Cas9. CRISPR-Cas системы типа II хорошо известные в данной области техники и включают, 

например, штаммы Legionella pneumophila Paris, Streptococcus thermophilus CNRZ1066 и Neisseria lac-

tamica 020-06. 

В некоторых вариантах осуществления полипептид типа III, используемый в этом изобретении, 

имеет по меньшей мере 70% идентичности (например, примерно 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 

81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99% и т.п.) с аминокислотной последова-

тельностью Cas6, Cas10 (или Csm1), Csm2, Csm3, Csm4, Csm5, и Csm6, Cmr1, Cas10 (или Cmr2), Cmr3, 

Cmr4, Cmr5, и Cmr6, Cas7, Cas10, Cas7 (Csm3), Cas5 (Csm4), Cas7 (Csm5), Csm6, Cas7 (Cmr1), Cas5 

(Cmr3), Cas7 (Cmr4), Cas7 (Cmr6), Cas7 (Cmr6), Cmr5, Cas5 (Cmr3), Cas5 (Csx10), Csm2, Cas7 (Csm3) и 

all1473. CRISPR-Cas системы типа III хорошо известны в данной области и включают, например, Staphylo-

coccus epidermidis RP62A, содержащий приводимую в качестве примера CRISPR-Cas систему типа III-A, 

Pyrococcus furiosus DSM 3638, содержащий приводимую в качестве примера CRISPR-Cas систему типа 

III-B, штамм Metanothermobacter thermautotrophicus Delta H, содержащий приводимую в качестве приме-

ра CRISPR-Cas систему типа III-C, и Roseiflexis sp. Rs-1, содержащий приводимую в качестве примера 

CRISPR-Cas систему типа III-D. 

В некоторых вариантах осуществления полипептид типа IV, используемый в настоящем изобрете-

нии, имеет по меньшей мере 70% идентичности (например, примерно 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 

80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99% и т.п.) с аминокислотной после-

довательностью Csf4 (dinG), Csf1, Cas7 (Csf2) и/или Cas5 (csf3). CRISPR-Cas системы типа IV хорошо 

известны в данной области, например, Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC 23270 содержит приводимую в 

качестве примера CRISPR-Cas систему типа IV. 

В некоторых вариантах осуществления полипептид типа V, пригодный для данного изобретения, 

имеет по меньшей мере 70% идентичности (например, примерно 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 

82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99% и т.п.) с аминокислотной последовательно-

стью Cpf1, Cas1, Cas2 или Cas4. CRISPR-Cas системы типа V хорошо известны в данной области и вклю-

чают, например, Francisella cf. novicida Fx1, содержащий приводимую в качестве примера CRISPR-Cas сис-

тему типа V. 

В настоящем описании также представлены экспрессионные кассеты и векторы, содержащие кон-
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струкции нуклеиновых кислот, массивы нуклеиновых кислот, молекулы нуклеиновых кислот и/или нук-

леотидные последовательности по настоящему изобретению, которые могут быть использованы со спо-

собами, раскрытыми в настоящем описании. 

В других аспектах конструкции нуклеиновых кислот, массивы нуклеиновых кислот, молекулы нук-

леиновых кислот и/или нуклеотидные последовательности по настоящему изобретению могут быть вве-

дены в клетку организма-хозяина. Можно использовать любую клетку/организм-хозяин, в отношении 

которого это изобретение применимо. Примеры организмов-хозяев включают бактерии, археи, водорос-

лей и грибы (например, дрожжи). 

Далее изобретение описано со ссылкой на приведенные ниже примеры. Следует иметь в виду, что 

эти примеры не предназначены для ограничения объема формулы изобретения, а скорее предназначены 

для иллюстрации некоторых вариантов осуществления. Любые вариации в приведенных в качестве при-

мера способах, которые возникают у специалиста в данной области, входят в объем настоящего изобре-

тения. 

Примеры 

Пример 1. Бактериальные штаммы. 

Все бактериальные штаммы перечислены в табл. 1. 

Бактериальные культуры были криоконсервированы в подходящей среде для выращивания с 25% 

глицерином (об./об.) и хранились при -80°С. S. thermophilus размножали в среде Элликера (Elliker) 

(Difco), дополненной 1% говяжьим экстрактом (мac./об.) и 1,9% (мас./об.) β-глицерофосфата (Sigma), в 

статических аэробных условиях при 37°С или на твердой среде с 1,5% (мас./об.) агаром (Difco), инкуби-

ровали в анаэробных условиях при 37°С в течение 48 ч. В случае необходимости для отбора плазмиды в 

S. thermophilus использовали концентрации 2 мкг/мл эритромицина (Em) и 5 мкг/мл хлорамфеникола 

(Cm) (Sigma). Е.coli EC1000 размножали в аэробных условиях в бульоне Luria-Bertani (Difco) при 37°С 

или на твердой среде с сердечно-мозговым экстрактом (BHI) (Difco), дополненной 1,5% агаром. При не-

обходимости отбор Е.coli с использование антибиотика выполняли при помощи 40 мкг/мл канамицина 

(Kn) и 150 мкг/мл Em для рекомбинантной Е.coli. Оценку скрининга производных S. thermophilus в от-

ношении активности β-галактозидазы выполняли на качественном уровне путем дополнения синтетиче-

ской среды Элликер 1% лактозой, 1,5% агаром и 0,04% бромокрезолом в качестве индикатора pH. 

Пример 2. Выделение и клонирование ДНК. 

Все наборы, ферменты и реагенты использовались в соответствии с инструкциями производителей. 

Очистку и клонирование ДНК выполняли, как описано ранее (41). Вкратце, для очистки геномной ДНК из 

S. thermophilus использовали набор ZR Fungal/Bacterial MiniPrep kit (Zymo). Плазмидную ДНК выделяли из 

Е.coli при помощи набора Qiagen Spin miniprep kit (Qiagen). Высококачественную ПЦР-амплификацию 

ДНК выполняли с использованием ДНК-полимеразы PFU HS II (Stratagene). Обычные методы ПЦР про-

водили с использованием полимеразы Choice-Tag Blue (Denville). Праймеры для ПЦР амплификации 

приобретали у компании Integrated DNA Technologies (Coralville, IA). Экстракцию ДНК из агарозных 

гелей проводили при помощи набора Zymoclean DNA gel recovery kit (Zymo). Рестрикционные эндонук-

леазы приобретали у компании Roche Molecular Biochemicals. Для лигирования использовали лигазу Т4 

для быстрой сшивки (New England Biolabs). Секвенирование выполняли в Davis Sequencing Inc. (Davis, 

CA). Криоконсервированные, обработанные хлоридом рубидия компетентные клетки Е.coli получали как 

описано ранее (41). Создавали плазмиды с массивами нацеливания на lacZ, каждая из которых содержала 

в следующем порядке: 

(1) нативную лидерную последовательность, специфичную для SthCRISPR1 или SthCRISPR3; 

(2) нативные повторы, специфичные для CRISPR1 или CRISPR3; 

(3) спейсерную последовательность, специфичную для 5'-конца lacZ (4) другой нативный повтор 

(фиг. 1). Для создания каждой плазмиды перечисленные выше признаки последовательности упорядочи-

вали в виде удлиненных олигомеров (табл. 2), объединяли при помощи сплайсинга методом удлинения 

перекрывающихся ПЦР-продуктов (42) и клонировали в pORI28 (фиг. 2). 

Пример 3. Отбор и разработка CRISPR спейсеров. 

Программируемая специфичность хромосомного расщепления зависит от выбора требуемой после-

довательности спейсера, уникальной для аллеля-мишени. Специфичность дополнительно осложняется 

требуемым PAM, короткой консервативной последовательностью, которая должна находиться в после-

довательности-мишени в непосредственной близости от протоспейсера (21, 43). Таким образом, строги-

ми критериями для отбора и создания спейсеров были местоположение консенсусных последовательно-

стей PAM и случайная идентичность последовательности с инородными геномными локусами. Первым 

ограничением для предполагаемых протоспейсеров было местоположение всех предполагаемых после-

довательностей PAM в смысловой и антисмысловой нитях lacZ. В гене длиной 3081 нуклеотидов было 

найдено 22 сайта PAM для CRISPR1 (AGAAW) и 39 сайтов PAM для CRISPR3 (GGNG), которые оказа-

лись идентичными своим консенсусным последовательностям, полученным биоинформационным мето-

дом (21). После идентификации потенциальных спейсеров был проведен BLAST анализ полного протос-

пейсера, затравки и последовательности PAM относительно генома S. thermophilus LMD-9 для предот-
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вращения дополнительного таргетинга неспецифических локусов. Спейсеры для CRISPR1 и CRISPR3 

имели разные последовательности и не соответствовали сайтам PAM, но были разработаны для нацели-

вания на 5'-конец lacZ, в результате чего предсказанные участки расщепления оказались друг от друга на 

расстоянии 6 нуклеотидов. Следовательно, лидерные последовательности, повторы и спейсеры на каж-

дой плазмиде представляли собой ортогональные признаки, уникальные для CRISPR1 или CRISPR3, со-

ответственно. Для оценки мутаций, зависимых от локусов-мишенеи, создавали дополнительную плазми-

ду CRISPR3 со спейсером в остатке, связывающем катион металла, который имеет важное значение для 

активности β-галактозидазы. Плазмиду с массивом CRISPR1, содержащую несамонацеленный спейсер, 

использовали в качестве контроля для количественной оценки летальности в результате самонацелива-

ния. 

Пример 4. Трансформация. 

Плазмиды электропорировали в компетентный S. thermophilus, содержащий чувствительную к тем-

пературе хелперную плазмиду pTRK669, в соответствии с методами, описанными ранее (44). Вкратце, 

ночную культуру S. thermophilus инокулировали с концентрацией 1% (об./об.) в 50 мл среды Элликер, 

дополненной 1% говяжьим экстрактом, 1,9% β-глицерофосфатом и Cm для отбора. Когда культура дос-

тигла значения OD600 нм, равного 0,3, добавляли пенициллин G до получения конечной концентрации 10 

мкг/мл для повышения эффективности электропорации (45). Клетки собирали центрифугированием и 

промывали 3 раза в 10 мл буфера для холодной электропорации (1 М сахарозы и 3,5 мМ MgCl2). Клетки 

концентрировали в 100 раз в буфере для электропорации, и 40 мкл суспензии аликвотировали в 0,1 мм 

кюветы для электропорации. Каждую суспензию объединяли с 700 нг плазмиды. Условия электропора-

ции были следующими: 2500 В, емкость - 25 мкФ и сопротивление - 200 Ом. Временные константы реги-

стрировали; интервал варьирования которых составил от 4,4 до 4,6 мс. Суспензии сразу объединяли с 

950 мкл предназначенной для извлечения средой и инкубировали в течение 8 ч при 37°С. Клеточные 

суспензии высевали на селективную среду, а кюветы для электропорации промывали средой для гаран-

тированного извлечения клеток. 

Пример 5. Подтверждение фенотипа β-галактозидазы. 

Трансформанты, полученные как из CRISPR1, так и CRISPR3, сначала подвергали скринингу на 

фенотип, дефицитный по β-галактозидазе, путем посева колоний штрихом на полусинтетической среде 

Элликер, дополненной 1% лактозой в качестве источника твердых углеводов. Потерю активности  

β-галактозидазы подтверждали выполнением анализов Миллера (о-нитрофенил-β-D-галактозид 

(ONPG)) (46). Вкратце, культуры размножали до достижения поздней логарифмической фазы  

(OD600 нм=1,2) в 5 мл среды и собирали центрифугированием (4000×g в течение 10 мин). Клетки промы-

вали и ресуспендировали в 0,5 мл забуференного фосфатом физиологическом растворе (Gibco-

Invitrogen). Каждую суспензию объединяли со 100 мкл стеклянных микросфер толщиной 0,1 мм 

(Biospec), а затем подвергали пяти 60 с циклам гомогенизации в Mini-Beadbeater (Biospec). Затем образ-

цы центрифугировали (15000×g в течение 5 мин) для удаления клеточных остатков и интактных клеток. 

Клеточные лизаты (10 мкл аликвот) объединяли с 600 мкл раствора субстрата (60 мМ Na2HPO4, 40 мМ 

NaH2PO4, 1 мг/мл ONPG, 2,7 мкл/мл β-меркаптоэтанола) и инкубировали в течение 5 мин при комнатной 

температуре, после чего добавляли 700 мкл стоп-раствора (1 М NaCO3). Поглощение регистрировали при 

420 нм, а активность β-галактозидазы указывали в единицах Миллера, рассчитанных, как описано ра-

нее (46). 

Пример 6. Оценка роста и активности. 

Культуры предварительно обрабатывали для оценки роста путем субкультивирования в течение  

12 поколений в полусинтетической среде Элликера, дефицитной по лактозе. Свежую среду инокулиро-

вали ночной культурой с концентрацией 1% (об./об.) и инкубировали при 37°С статически. OD600 регист-

рировали каждый час до тех пор, пока культуры не достигли стационарной фазы. Сквашивание молока 

оценивали путем инокуляции ночной культуры в обезжиренное молоко до уровня 10
8
 КОЕ/мл и инкуби-

рования при 42°С. Затем следили за значением pH при помощи pH-метра Mettler Toledo Seven Easy и 

зонда Accumet. Обезжиренное молоко приобретали на молочном заводе NCSU Dairy plant и пастеризова-

ли в течение 30 мин при 80°С. 

Пример 7. Идентификация инородных геномных областей. 

In silico прогноз инородных мобильных локусов для нацеливания на CRISPR-Cas выполняли на ос-

нове 

i) местоположения, ориентации и нуклеотидной идентичности IS элементов, и 

ii) местоположения жизненно важных ОРС. 

В Bacillus subtilis количество идентифицированных жизненно важных ОРС составило 271, которое 

было определено по летальности нокаутов генов в геноме дикого типа (33). 

Геном S. thermophilus исследовали на наличие гомологов по каждому жизненно важному гену в  

В. subtilis при помощи инструмента для поиска в программе BLASTp с матрицей оценки, используемой 

по умолчанию для аминокислотных последовательностей. В S. thermophilus идентифицировали гомологи 

для примерно 239 жизненно важных ОРС, все из которых кодировались хромосомой (табл. 4). Белки, 
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участвующие в консервативных клеточных процессах, включая ДНК репликацию/гомеостаз, механизмы 

трансляции и основные метаболические пути, были легко идентифицированы. Не были найдены гомоло-

ги, соответствующие биосинтезу цитохрома/дыханию, в соответствии с метаболическим профилем фер-

ментативных бактерий. Каждую предполагаемую жизненно важную ОРС отображали на референсном 

геноме при помощи программного обеспечения SnapGene, что облегчало визуализацию их местоположе-

ния и распределения в S. thermophilus LMD-9 (фиг. 3А). 

IS-элементы в геноме S. thermophilus группировали путем выравнивания кодирующих транспозоны 

последовательностей при помощи программного обеспечения Geneious (фиг. 4). Обозначения семейств 

определяли в соответствии с анализом BLAST в объеме базы данных IS-элементов (www-is.biotoul.fr//). 

Для предсказания эффективности опосредованной рекомбинацией эксцизии хромосомных сегментов 

относительное расположение родственных IS-элементов отображали на геном S. thermophilus (фиг. 3А). 

Семейства IS1193 и Sth6 IS-элементов чаще всего встречались в геноме, и обычно их можно найти в 

Streptococcus pneumoniae и Streptococcus mutans (34). Несмотря на преобладание элементов IS1193 было 

показано, что многие из этих локусов представляли собой небольшие фрагменты, демонстрирующие не-

которую степень полиморфизма и вырождения, при этом также имелось несколько копий с высоким 

уровнем идентичности последовательности (фиг. 5А). Напротив, семейство Sth6 показало значимую сте-

пень полиморфизма и высокую вырожденность, причем некоторые копии содержали значительные внут-

ренние делеции (фиг. 5В). Элементы IS1167 и IS1191 были менее частыми, но показали почти идеальную 

точность воспроизведения копий, идентифицированных в геноме (фиг. 5С и 5D). Исходя из степени со-

хранности длины и последовательности элементов IS1167 и IS1191 у S. thermophilus и их относительной 

близости к генам адаптации молока была выдвинута гипотеза, что эти консервативные/воспроизводимые 

с высокой точностью транспозоны были приобретены геномом недавно. 

Объединив местоположение предсказанных жизненно важных ОРС и IS-элементов, идентифициро-

вали инородные острова, фланкированные IS-элементами, воспроизводимыми с высокой точностью 

(фиг. 3А; табл. 3). Первый остров содержал оперон, уникальный для S. thermophilus LMD-9, кодирующий 

предполагаемую АТФ-зависимую транспортную систему олигонуклеотидов с неизвестной специфично-

стью (фиг. 3В) (35). Второй остров содержал протеиназу клеточной стенки PrtS, которая обеспечивает 

фенотип быстрого сквашивания у S. thermophilus (фиг. 3С) (36). 

Примечательно, что хотя prtS не является широко распространенным в геномах S. thermophilus, было 

продемонстрировано, что геномные острова, кодирующие prtS, передаются между штаммами посредством 

естественной компетентности (36). Третий остров содержал предполагаемый белок АТФ-зависимой помпы 

ионов меди и присутствовал в каждом секвенированном штамме S. Thermophiles (фиг. 3D). Четвертый 

остров был самым крупным по длине, равной 102 т.п.о., и по содержанию генов с 102 предсказанными 

ОРС, включая lac оперон (фиг. 3Е). Этот остров был обнаружен во всех штаммах S. thermophilus, при 

этом каждый штамм отличался специфичным содержанием генов и длиной. Чтобы определить результат 

нацеливания обеих эндогенных систем типа II на крупный геномный остров, для последовательности, 

кодирующей lacZ, создавали массивы повтор-спейсер (фиг. 3Е) и клонировали в pORI28 (фиг. 2). Четвер-

тый остров выбирали в качестве мишени для CRISPR-Cas из-за его размера, широкой распространенно-

сти в штаммах S. thermophilus и возможности осуществления скрининга на наличие lacZ-мутаций по от-

рицательному фенотипу β-галактозидазы. 

Пример 8. CRISPR-Cas нацеливание lacZ выбирает события с крупными делециями. 

В системах типа II Cas9 распознает ДНК и обратимо связывается с последовательностями PAM, при 

этом происходит активация Cas9 на мишени через образование дуплекса tracrРНК::crРНК (37), что в ко-

нечном итоге приводит к расщеплению dsДНК (фиг. 6А и 6В) (25). Фиг. 14А и 14В представляют собой 

схематическую диаграмму общего принципа совместного взаимодействия эндогенных CRISPR систем 

для направленного уничтожения. В частности, на фиг. 14А и 14В показан принцип совместной работы 

эндогенных систем типа II в Streptococcus thermophilus для направленного уничтожения. Таким образом, 

в S. thermophilus запрограммированная гибель клеток достигалась за счет использования системы 

CRISPR-Sth1 (А) или CRISPR-Sth3 (В) типа II путем разработки направленной на геном последователь-

ности спейсера, фланкированной нативными повторами, экспрессия которых управлялась нативным или 

синтетическим промотором. Процессинг транскрибированного массива повтор-спейсер осуществлялся 

при помощи кодированной хозяином РНКазы III и Cas9 с получением зрелых crРНК, которые рекрути-

руют Cas9 в геном, чтобы вызвать двухцепочечное расщепление ДНК, приводящее к гибели клеток. 

Трансформация плазмидами, вызывающими хромосомное самонацеливание посредством 

CRISPR-Cas систем, оказалась цитотоксичной, согласно результатам измерения уменьшения количества 

выживших трансформантов по сравнению с несамонацеленными плазмидами (15, 29). Таргетирование 

гена lacZ в S. thermophilus привело к 2,5 log уменьшению количества извлеченных трансформантов  

(фиг. 6С), таким образом достигая предельного значения эффективности трансформации. Двухнитевые 

разрывы ДНК (DSB) являются существенной угрозой для выживания организмов. Для соответствующих 

путей репарации часто требуются резекция концов для восстановления ДНК с тупыми концами. Эндо-

нуклеолиз, индуцированный Cas9, еще более усугубляет давление на мутации, вызванные DSB, так как 
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для восстановления локуса-мишени в диком типе нельзя избежать последующего CRISPR нацеливания. 

Определение происхождения спейсеров в молочнокислых бактериях показало, что 22% спейсеров обла-

дают комплементарностью к самим себе и что соответствующие геномные локусы были изменены, что, 

вероятно, способствовало выживанию встречающихся в природе событий самонацеливания (28). 

Чтобы определить, мутировал ли локус-мишень в ответ на вызванное Cas9 расщепление, трансфор-

манты были подвергнуты скринингу сначала в отношении потери активности β-галактозидазы. Клоны, 

дефицитные по этой активности, были генотипированы в локусе lacZ. Ни в одном из секвенированных 

клонов не наблюдалось ни мутаций из-за классического или альтернативного концевого соединения, ни 

спонтанных однонуклеотидных полиморфизмов. Отсутствие однонуклеотидных полиморфизмов может 

быть связано с низкой эффективностью трансформации, усугубленной низкой частотой точечных мута-

ций, а отсутствие гомологов Ku и LigaseIV коррелирует с отсутствием негомологичного концевого со-

единения (38). ПЦР-скрининг показал, что lacZ дикого типа не присутствовал, но ПЦР ампликоны не 

соответствовали нативному локусу lacZ; вероятнее всего произошла амплификация последовательности, 

фланкированной IS-элементами, в другом геномном локусе. Чтобы исследовать генотип, ответственный 

за потерю активности β-галактозидазы, было выполнено одномолекулярное секвенирование в реальном 

времени в двух клонах: один из которых был получен в результате CRISPR3 нацеливания 5'-конца lacZ и 

другой был получен в результате CRISPR3 нацеливания последовательности, кодирующей ион-

связывающий карман, необходимый для катализа β-галактозидазы (фиг. 7А и 7В). Эта стратегия секве-

нирования использовалась из-за большой длины считывания, чтобы обойти трудности, связанные с на-

дежностью отображения прочтений в правильном локусе, из-за большого количества IS-элементов в ге-

номе (35). Прочтения отображали на референсной геномной последовательности при помощи программ-

ного обеспечения Geneious, и было выявлено отсутствие крупного сегмента (примерно 102 т.п.о.), коди-

рующего открытую рамку считывания lacZ (фиг. 7А и 7В). Оба секвенированных штамма подтвердили 

воспроизводимость границ крупной делеции и показали, что делеция происходит независимо от спей-

серной последовательности lacZ или CRISPR-Cas системы, используемой для нацеливания. Однако дан-

ные секвенирования не давали достоверного отображения точных границ делеции. 

Удаленные сегменты размером 102 т.п.о. составляют примерно 5,5% от 1,86 м.п.о. генома S. thermo-

philus. Область содержала 102 предполагаемых ОРС (STER_1278-1379), кодирующие АВС-транспортеры, 

двухкомпонентные регуляторные системы, гены синтеза бактериоцина, связанные с фагом белки, гены 

катаболизма лактозы и несколько скрытых генов без аннотированной функции (35). Влияние делеции на 

фенотип роста оценивали в бульонной культуре путем измерения OD600 нм в зависимости от времени 

(фиг. 7С). Клоны с делециями, по-видимому, имели более длинную лаг-фазу, более низкое конечное зна-

чение OD (р<0,01) и показали значительно более длительное время генерации во время логарифмической 

фазы со средним значением 103 мин, по сравнению с 62 мин для дикого типа (р<0,001). Хотя производ-

ные с делециями имели меньший по размеру геном для репликации (на 5,5%) в расчете на одно поколе-

ние и не тратили ресурсы на транскрипцию или трансляцию исключенных ОРС, никакого явного улуч-

шения в их приспособляемости относительно дикого типа не наблюдалось. Активность β-галактозидазы 

является отличительной особенностью для промышленного применения молочнокислых бактерий и име-

ет важное значение для сохранения пищевых систем путем сквашивания. Таким образом, способность 

lacZ-дефицитных штаммов S. thermophilus к сквашиванию молока оценивали путем отслеживания значе-

ний pH (фиг. 7D). Как и ожидалось, штамм с делециями не был способен к сквашиванию молока в ходе 

эксперимента, что резко контрастировало с фенотипом быстрого сквашивания, наблюдаемым у дикого 

типа. 

Пример 9. Геномные делеции происходят путем рекомбинации между гомологичными IS-элементами. 

Для изучения механизма делеции были определены нуклеотидные последовательности, фланки-

рующие сегмент. Единственными гомологичными последовательностями, наблюдаемыми на стыках, 

были две усеченные инсерционные последовательности IS1193 с 91% идентичностью нуклеотидной по-

следовательности по всей длине, равной 727 п.о. Таким образом, для амплификации геномной ДНК вы-

живших клонов, содержащих делецию, была разработана пара праймеров, фланкирующих два IS-

элемента. Каждый из штаммов с делецией имел хорошо различимую полосу предсказанного размера 

(примерно  

1,2 т.п.н.), что является подтверждением события крупной геномной делеции (фиг. 8А). Интересно, что 

слабый ампликон, соответствующий хромосомной делеции, наблюдался у дикого типа, что указывает на 

то, что эта область может естественным образом исключаться из генома с низкой скоростью в популяци-

ях дикого типа. Секвенирование ампликона стыка выполняли для 20 клонов, генерируемых хромосом-

ным самонацеливанием при участии CRISPR3. Генотипирование локуса выявило наличие одного химер-

ного IS-элемента в каждом клоне, и, помимо того, у каждого клона была обнаружена транзиция выше-

расположенного элемента в расположенную ниже последовательность внутри химеры (фиг. 8В). Наблю-

даемый размер делеции варьировал от 101,865 до 102,146 п.о. Точный размер локуса транзиции не был по-

стоянным, но оказался не случайным внутри клонов, что подразумевало потенциальное смещение меха-

низма делеции. S. thermophilus имеет типичный рекомбинационный аппарат, кодируемый как RecA 
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(STER_0077), гомологами AddAB, функционирующими в виде двойных АТФ-зависимых ДНК-экзонуклеаз 

(STER_1681 и STER_1682), и геликазой (STER_1742) семейства RecD. Высокая нуклеотидная идентич-

ность между фланкирующими IS-элементами и способность S. thermophilus к осуществлению сайт-

специфической рекомбинации (4) подтверждают эффективность RecA-опосредованной рекомбинации, 

участвующей в эксцизии геномного сегмента (фиг. 8С). 

Затем оценивали возможность использования CRISPR-Cas нацеливания для выделения делеций для 

каждого локуса с одинаковой генетической структурой. С этой целью создавали три CRISPR3 массива 

повтор-спейсер, один из которых таргетировал транспортер олигонуклеотидов в первом локусе, prtS во 

втором локусе и ген АТФ-зависимой помпы ионов меди в третьем локусе, и клонировали в pORI28  

(фиг. 5). Для скрининга на наличие делеции создавали праймеры, фланкирующие IS-элементы в каждом 

локусе, для амплификации каждого стыка делеции (фиг. 8D). Отсутствие локусов дикого типа также 

подтверждали в каждом случае путем разработки внутренних праймеров для каждого геномного острова 

(фиг. 8Е). После трансформаций при помощи направленных плазмид выделяли делеции в каждом локусе 

и подтверждали их отсутствие у дикого типа. Секвенирование ампликонов стыка делеции подтвердило 

наличие одного оставшегося следа химерного IS-элемента, что указывает на общий механизм делеции в 

каждом локусе. Интересно, что праймеры, фланкирующие IS-элементы, также были амплифицированы 

из gДНК дикого типа, что дополнительно указывает на то, что гетерогенность популяции возникает есте-

ственным образом в каждом локусе из-за спонтанных геномных делеций. Эти результаты предполагают, 

что расщепление Cas9 специфичных в последовательностей происходит избирательно в вариантах, не 

содержащих комбинации протоспейсера с PAM, необходимые для таргетирования. Таким образом, спон-

танные геномные делеции могут быть выделены при помощи CRISPR-Cas нацеливания как эффективно-

го механизма отбора микробных вариантов, потерявших такие геномные острова. 

Пример 10. Скрининг популяций. 

В этом исследовании нативные системы типа IIA, содержащиеся в S. thermophilus, использовали 

для определения спонтанных делеций крупных геномных островов. Посредством независимого таргети-

рования четырех островов в S. thermophilus создавали стабильных мутантов, у которых в общей сложно-

сти отсутствовало 7% генома. Характеристика стыков делеций предполагала, что IS-зависимый меха-

низм рекомбинации вносит вклад в гетерогенность популяции и обеспечивает выявление событий деле-

ции размером от 8 до 102 т.п.о. Точное картирование химерных IS-элементов указывает на то, что собы-

тия естественной рекомбинации, вероятно, ответственны за большие хромосомные делеции в S. thermo-

philus и потенциально могут быть использованы для направленного редактирования генома. 

Наши результаты показывают, что клоны дикого типа были удалены из популяции, в то время как 

мутанты без признаков направленной CRISPR-Cas выжили. Таким образом, адаптивные острова были 

идентифицированы и подтверждены, что показывает, что точное нацеливание посредством эндогенного 

Cas9 может быть использовано для выделения в смешанных популяциях вариантов с крупными деле-

циями. 

Эволюция генома бактерий происходит через горизонтальный перенос генов, внутреннюю мутацию 

и реорганизацию генома. Секвенирование генома и сравнительный анализ штаммов S. thermophilus вы-

явили значительное разрушение генома, но также показали, что адаптация к обогащенным питательным 

средам происходила через специфическое для ниши приобретение генов (18, 35). Наличие MGE, вклю-

чающих интегрированные и конъюгированные элементы, профаги и IS-элементы, в геномах S. thermophi-

lus свидетельствует об их быстрой эволюции в молочной среде (38-39). Мобильные генетические при-

знаки облегчают приобретение генов и, наоборот, инактивацию или потерю нежизненно важных после-

довательностей. Следовательно, MGE придают геномную пластичность как средство повышения при-

способляемости или изменения экологического образа жизни. Полученные результаты четко указывают 

на то, что CRISPR-Cas таргетирование этих элементов может влиять на хромосомные перегруппировки и 

гомеостаз. Это контрастирует с экспериментами по нацеливанию на существенные признаки, которые 

привели к выбору вариантов с инактивированным аппаратом CRISPR-Cas (Jiang 2013). Мутация жизнен-

но важных ОРС не является эффективным подходом, для того чтобы избежать CRISPR-Cas нацеливания, 

и, таким образом, остаются только клоны с инактивированными CRISPR-Cas системами. По замыслу 

нацеливание на генетические элементы, которые согласно прогнозам являются гипервариабельными и 

инородными, продемонстрировало, что жизнеспособными оказались варианты с измененными локусами, 

сохранившими активные CRISPR-Cas системы во время событий самонацеливания. 

Несмотря на почти повсеместное распространение IS-элементов в бактериальных геномах они ос-

таются загадочной генетической сущностью в основном из-за их функционального многообразия и пла-

стичности (34). Полученные результаты позволяют спрогнозировать рекомбинацию между родственны-

ми IS-элементами путем анализа их местоположения, ориентации и сохранения последовательности 

(фиг. 4 и 5). CRISPR-Cas нацеливание можно далее использовать для эмпирической проверки гетероген-

ности популяции в каждом прогнозируемом локусе и одновременно для увеличения извлечения мутан-

тов с низкой степенью встречаемости. Высокая степень встречаемости MGE в молочнокислых бактериях 

и особенно у S. thermophilus соответствует их роли в видообразовании этих гиперадаптированных бакте-

рий через эволюцию генома (39-40). Более того, извлечение мутантов с геномными делециями путем 
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CRISPR-Cas нацеливания может позволить получить фенотипическую характеристику генов с неизвест-

ной функцией. Мутанты, демонстрирующие делецию острова размером 102 т.п.о., кодирующего  

lac-оперон, значительно увеличили время генерации по сравнению с диким типом и достигли более низ-

кого конечного значения OD. При наличии в них 102 предсказанных ОРС вероятно, что возможны до-

полнительные фенотипы и многие гены не имеют аннотированных функций. Учитывая промышленную 

значимость генов, специфических для ниши, таких как prtS, этот метод позволяет выполнить непосред-

ственную оценку того, каким образом кодируемые островом гены способствуют адаптации к росту в мо-

локе. Более того, она происходит в геномном и экологическом контексте, естественном для этих гори-

зонтально приобретенных признаков, поскольку они, вероятно, были приобретены в виде отдельных 

островов. Эти результаты обеспечивают новые возможности для применения самонацеленных систем 

CRISPR-Cas9 в бактериях для изучения транспозиции, механизмов восстановления ДНК и пластичности 

генома. 

CRISPR-Cas системы обычно ограничивают генетическое разнообразие за счет интерференции с 

генетическими элементами, но приобретенные MGE могут также обеспечивать адаптивные преимущест-

ва бактериям-хозяевам. Таким образом, преимущество сохранения интегрированных в геном MGE, не-

смотря на CRISPR-Cas таргетирование, является важным фактором гомеостаза генома. В совокупности 

полученные результаты показывают, что in silico предсказание GEI можно связать с CRISPR-Cas нацели-

ванием с целью выделения клонов, демонстрирующих крупные геномные делеции. Следы химерной ин-

серционной последовательности в каждом стыке делеции указывают на общий механизм удаления всех 

четырех островов. Высокая степень встречаемости самонацеленных спейсеров, демонстрирующих иден-

тичность с геномными локусами, в сочетании с экспериментальными демонстрациями геномных изме-

нений, позволяет предположить, что CRISPR-Cas самонацеливание может в значительной степени спо-

собствовать эволюции генома бактерий (28, 30). В совокупности изучение крупных делеций, индуциро-

ванных CRISPR-Cas, подтверждает, что этот подход является быстрым и эффективным средством оценки 

важности и функциональности генных кластеров, лишенных аннотации, и определения минимальных 

бактериальных геномов на основе хромосомных делеций, происходящих посредством мобильных эле-

ментов. 

На фиг. 9 показаны определенные генетические локусы для оценки летальности, основанной на 

CRISPR-Cas системе типа II, посредством таргетирования генома Streptococcus thermophilus LMD-9. 

Способы выполнения этой оценки известны в уровне техники, см., Selle and Barrangou PNAS.  

112 (26):8076-8081 (2015). 

Были протестированы обе ортогональные системы типа II (CRISPR1 и CRISPR3); мишени CRISPR1 

показаны темно-серым цветом, а мишени CRISPR3 - светло-серым цветом. Конкретные генетические 

признаки были выбраны для тестирования 

(i) межгенных областей (INT), 

(ii) мобильных генетических элементов (IS, GEI1-GEI3, PRO, lacZ, EPS), 

(iii) жизненно важных генов (dltA, LTA), 

(iv) полюсов реплихоры (ORI, TER) и прямых или обратных нитей ДНК (внешних мишеней по от-

ношению к внутренним мишеням). 

На фиг. 10 показана летальность на основе CRISPR, достигаемая посредством таргетирования об-

ластей, показанных на фиг. 9. Логарифмическое уменьшение в единицах КОЕ рассчитывали в отноше-

нии трансформации контроля - несамонацеленной плазмиды; pORI28; Летальность находилась в преде-

лах уменьшения 2-3 log для всех тестируемых мишеней независимо от местоположения в хромосоме, 

кодирующей последовательности или важности для выживания. 

На фиг. 11 показаны профили транскрипции штаммов с CRISPR-опосредованными делециями ге-

номных островов. Выделение и генотипирование клеток, выживших при CRISPR нацеливании геномных 

островов 1-4, привело к идентификации стабильных независимых мутантов, не содержащих геномный 

остров, таргетированный в каждом эксперименте. Затем клетки размножали и их общую РНК выделяли и 

секвенировали. Используя этот подход, получали профили транскрипции путем отображения прочтений 

при секвенировании в референсном геноме. В каждом случае отсутствие данных по секвенированию для 

предсказанного локуса геномного острова далее предполагало потерю генетического объекта-мишени, 

при этом оказывая минимальное влияние на экспрессию генов ядра во всей остальной части генома. 

Кроме того, данные секвенирования РНК подтверждают границы делеций при помощи картирова-

ния покрытий прочтений и сравнения значений транскрипции, а также подтверждают распознавание фе-

нотипа при помощи сравнительной транскриптомики, полученной с использованием одного и того же 

набора данных. В частности, данные высокопроизводительного РНК-секвенирования подтверждают от-

сутствие транскрипционной активности, присутствующей в ожидаемых областях делеций, как показано 

на фиг. 12. На фиг. 12 показано Log2 покрытие прочтений при секвенировании трансформированных 

РНК штаммов с делециями геномных островов и для каждого штамма с геномным островом (GEI1-GEI4); 

отсутствие данных секвенирования для предсказанных локусов с геномными островами также подтвер-

дило потерю генетического объекта-мишени с минимальным воздействием на экспрессию генов ядра во 

всей остальной части генома. 
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Фиг. 13 дополнительно подтверждает отсутствие транскрипционной активности удаленных генов. 

Для каждого из штаммов с делециями геномных островов (GEI1-GEI4) экспрессия генов, кодируемых на 

каждом из островов-мишеней (черные), была минимальной. Гены, кодируемые в GEI1, показаны на 

верхней левой панели, гены, кодируемые в GEI2, показаны на верхней правой панели, гены, кодируемые 

в GEI3, показаны на нижней левой панели, а гены, кодируемые в GEI4, показаны на нижней правой па-

нели. В общем случае делеции геномных островов 1 и 2 имели минимальное влияние на транскрипцию 

других генов (серый), тогда как делеция геномных островов 3 и 4, по-видимому, влияла на транскрип-

цию других генов, не кодируемых в островах. 

Кроме того, данные секвенирования РНК использовались для сравнения уровней транскрипции ге-

нов, не кодируемых на удаленном острове (GEI4), т.е. других генов, все еще присутствующих в хромо-

соме, и идентификации фенотипов, связанных с геномными делециями. Гены, которые дифференциально 

транскрибируются в штамме с делецией, указывают на то, что на клеточные процессы влияют гены, ко-

торые были потеряны, или что существует компенсация потери активности этих генов. Таким образом, 

можно сделать выводы о путях, к которым относятся эти гены или геномные области. В табл. 5 приведен 

список дифференциально экспрессируемых генов, идентифицированных в штамме GEI4 с делецией. 

Многие из генов, которые согласно наблюдениям являются дифференцированно экспрессируемыми, свя-

заны с биосинтетической способностью Streptococcus thermophilus, включая биосинтез ароматических 

аминокислот и пуринов. 

Пример 11. Направленное уничтожение Lactobaclllus easei при помощи CRISPR-Cas системы типа II. 

Приведенные в качестве примера гиды CRISPR-Cas типа II для L. casei представлены на фиг. 15. На 

верхней панели представлен предсказанный гид, в то время как на нижней левой панели показана приве-

денная в качестве примера двойная структура гида, а на нижней правой панели показана приведенная в 

качестве примера однонитевая структура гида. 

Пример 12. Направленное уничтожение Lactobaclllus gasserl при помощи CRISPR-Cas системы типа II. 

Приведенные в качестве примера гиды типа II для направленного уничтожения L. gasseri представ-

лены на фиг. 16. На верхней панели представлен предсказанный гид, а нижней левой панели приведен 

правильный двойной гид crРНК:tracrРНК (подтвержденный секвенированием РНК), на нижней правой 

панели показан приведенный в качестве примера предсказанный однонитевой выступающий гид. 

Плазмиды трансформировали в L. gasseri, каждая плазмида имела разные конструкции: пустой век-

тор pTRK563, конструкцию с правильным протоспейсером, но неверным PAM, с правильным PAM, но с 

протоспейсером, который не находится в массиве, и с правильными протоспейсером и PAM. Результаты 

показаны в фиг 19. Плазмида, имеющая правильный протоспейсер и правильный PAM, показала сущест-

венно более высокую степень направленности интерференции и гибели клеток. 

Пример 13. Направленное уничтожение Lactobacillus pentosus при помощи CRISPR-Cas системы 

типа II. 

Приведенные в качестве примера гиды типа II для направленного уничтожения L. pentosus пред-

ставлены на фиг. 17. На верхней панели показан предсказанный гид. На левой нижней панели представ-

лен правильный двойной гид crРНК:tracrРНК (подтвержденный секвенированием РНК), а на нижней 

правой панели показан приведенный в качестве примера предсказанный искусственный однонитевой 

выступающий гид. 

Плазмиды трансформировали в L. pentosus, причем каждая плазмида имела разные конструкции: 

конструкцию с правильным протоспейсером, но неверным PAM, конструкцию с правильным PAM, но с 

протоспейсером, который не находится в массиве, пустой вектор pTRK563, и с правильным протоспей-

сером и правильным PAM. Результаты показаны в фиг. 20. Плазмида, имеющая правильный протоспей-

сер и правильный PAM (Lpe1 gttaat), показала существенно более высокую степень направленности ин-

терференции и гибели клеток. 

Пример 14. Направленное уничтожение Lactobacillus jensenii при помощи CRISPR-Cas системы ти-

па II. 

На фиг. 18 представлены в качестве примера гиды CRISPR-Cas типа II. На панели слева показан 

правильный двойной гид crРНК:tracrРНК, подтвержденный секвенированием РНК, на панели справа 

представлен в качестве примера предсказанный искусственный однонитевой гид. 

Плазмиды были трансформированы в L. jensenii, каждая из плазмид имела разные конструкции: 

конструкцию, содержащую пустой вектор pTRK563, конструкцию с правильным протоспейсером, но 

неверным PAM, конструкцию с правильным PAM, но с протоспейсером, который не находится в масси-

ве, и конструкцию, имеющую правильный протоспейсер и правильный PAM. Результаты показаны в  

фиг. 22. Плазмида, имеющая правильный протоспейсер и правильный PAM, показала существенно более 

высокую степень направленности интерференции и гибели клеток. 

Пример 15. Направленное уничтожение Lactobacillus casei NCK 125 при помощи CRISPR-Cas сис-

темы типа I. 

На фиг. 21 представлен в качестве примера гид CRISPR-Cas типа I для L. casei, который содержит 

нативную лидерную последовательность типа I и повтор, найденный в L. casei NCK 125. PAM 5'-YAA-3' 

была предсказана с использованием нативных спейсерных последовательностей в организме. Этот ис-
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кусственный массив содержит спейсер, который таргетирует ген 16s рДНК в геноме хозяина. Результаты 

представлены на фиг. 22, где показано значимое уменьшение между пустым вектором и двумя разными 

искусственными массивами: один из которых содержит единичный спейсер, таргетирующий +цепь в 

гене 16s (1-2 alt), а другой содержит исходный спейсер, таргетирующий +цепь, и также содержит допол-

нительный спейсер, таргетирующий -цепь в гене 16s (1, 2, 3). 

CRISPR-Cas системы, как раскрыто в настоящем описании, могут быть использованы, например, 

для 

(i) направленного сокращения патогенов в случае медицинского вмешательства (например, патоге-

нов, включая без ограничения грибы, нематоды, простейшие (например, малярию) цестоды, кокцидии 

(микроспоридии), трематоды, пентастомиды, акантоцефалы, членистоногие и т.п.); 

(ii) для защиты потребляемых веществ (пищевые системы, животные, культуры); 

(iii) для контроля и/или удаления нежелательных организмов из промышленных ферментативных 

процессов (сырья, технологического оборудования, стартовых культур); и 

(iv) для контроля экологических микробных консорциумов для воздействия на экосистемы и/или 

химические циклы, а также для рекультивации. 

Таблица 1 

Бактериальные штаммы и плазмиды 
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Таблица 2 

Праймеры 

 
Таблица 3 

Предполагаемые инородные геномные острова и островки 

 



042506 

- 41 - 

Таблица 4 

Гомологи до примерно 239 жизненно важных ОРС, идентифицированных в S. thermophilus 
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Таблица 5 

Список дифференциально экспрессируемых генов,  

идентифицированных в штамме GEI4, содержащем делеции 
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Приведенное выше описание иллюстрирует настоящее изобретение и не должно быть истолковано 

как ограничивающее его каким-либо образом. Изобретение определяется приведенной ниже формулой 

изобретения, которая охватывает все ее эквиваленты. 
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ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ 

1. Способ уничтожения одной или более бактериальных клеток в популяции бактериальных клеток, 

включающий 

введение в популяцию бактериальных клеток конструкции гетерологичной нуклеиновой кислоты, 

содержащей 

(a) CRISPR-Cas систему, где CRISPR-Cas система представляет собой CRISPR-Cas систему типа I, 

где CRISPR-Cas система типа I содержит 

(i) конструкцию гетерологичной нуклеиновой кислоты, кодирующей по меньшей мере один кас-

кадный полипептид типа I, и 

(ii) полипептид Cas3, Cas3' и Cas3'' или конструкцию гетерологичной нуклеиновой кислоты, коди-

рующей полипептид Cas3, Cas3' и Cas3''; и 

(b) массив CRISPR типа I, содержащий (в 5'-3' направлении) последовательность повтор-спейсер-

повтор или по меньшей мере одну последовательность повтор-спейсер, где спейсер указанной последо-

вательности повтор-спейсер-повтор или указанной по меньшей мере одной последовательности повтор-

спейсер содержит нуклеотидную последовательность, которая по существу комплементарна области-

мишени в геноме одной или более бактериальных клеток в указанной популяции, тем самым уничтожая 

одну или более бактериальных клеток, которые содержат область-мишень в популяции бактериальных 

клеток. 

2. Способ по п.1, в котором область-мишень находится в жизненно важном гене или нежизненно 

важном гене. 

3. Способ по п.1 или 2, в котором последовательность повтор-спейсер-повтор или по меньшей мере 

одна последовательность повтор-спейсер содержит повтор, который идентичен повтору из массива 

CRISPR типа I дикого типа. 

4. Способ по любому из пп.1-3, в котором область-мишень выбрана из любых по меньшей мере  

10 последовательных нуклеотидов, расположенных рядом с последовательностью PAM в одной или не-

скольких бактериальных клетках. 

5. Способ по любому из предшествующих пунктов, в котором гид CRISPR функционально связан с 

промотором. 

6. Способ по любому из предшествующих пунктов, в котором по меньшей мере одна бактериальная 

клетка в популяции не содержит область-мишень и, следовательно, по меньшей мере одна бактериальная 

клетка не уничтожается при введении CRISPR-Cas системы. 

7. Способ по любому из предшествующих пунктов, в котором спейсер указанной последовательно-

сти повтор-спейсер-повтор или последовательности повтор-спейсер содержит нуклеотидную последова-

тельность, которая на 100% комплементарна области-мишени. 

8. Способ по любому из предшествующих пунктов, в котором область-мишень выбрана из гена, от-

крытой рамки считывания, или предполагаемой открытой рамки считывания, или межгенной области. 

9. Фармацевтическая композиция для уничтожения одной или более бактериальных клеток в попу-

ляции бактериальных клеток, где фармацевтическая композиция содержит конструкцию гетерологичной 

нуклеиновой кислоты, содержащую 

(a) CRISPR-Cas систему, где CRISPR-Cas система представляет собой CRISPR-Cas систему типа I, 

где CRISPR-Cas система типа I содержит 

(i) конструкцию гетерологичной нуклеиновой кислоты, кодирующей по меньшей мере один кас-

кадный полипептид типа I, и 

(ii) полипептид Cas3, Cas3' и Cas3'' или конструкцию гетерологичной нуклеиновой кислоты, коди-

рующей полипептид Cas3, Cas3' и Cas3''; и 

(b) массив CRISPR типа I, содержащий (в 5'-3' направлении) последовательность повтор-спейсер-

повтор или по меньшей мере одну последовательность повтор-спейсер, где спейсер указанной последо-

вательности повтор-спейсер-повтор или указанной по меньшей мере одной последовательности повтор-

спейсер содержит нуклеотидную последовательность, которая по существу комплементарна области-

мишени в геноме бактериальных клеток указанной популяции, где область-мишень представляет собой 

генетическую последовательность одной или более бактериальных клеток, где массив CRISPR представ-

ляет собой массив CRISPR типа I, 

где фармацевтическую композицию вводят в популяцию бактериальных клеток и, таким образом, 

одна или несколько бактериальных клеток, которые содержат область-мишень в популяции бактериаль-

ных клеток, уничтожается. 

10. Фармацевтическая композиция по п.9, в которой последовательность повтор-спейсер-повтор 

или по меньшей мере одна последовательность повтор-спейсер содержит повтор, который является 

идентичным повтору из массива CRISPR типа I дикого типа. 

11. Фармацевтическая композиция по п.9 или 10, в которой массив CRISPR представляет собой 

массив CRISPR типа I, a последовательность повтор-спейсер-повтор или по меньшей мере одна последо-
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вательность повтор-спейсер содержит повтор, который идентичен повтору из массива CRISPR типа I 

дикого типа, и CRISPR-Cas система включает 

(i) конструкцию гетерологичной нуклеиновой кислоты, кодирующей по меньшей мере один кас-

кадный полипептид типа I, и 

(ii) полипептид Cas3 или Cas3' и Cas3'' или конструкцию гетерологичной нуклеиновой кислоты, ко-

дирующей Cas3 или Cas3' и Cas3'' полипептид. 

12. Способ отбора из популяции бактериальных клеток по меньшей мере одного изолята, который 

не содержит в своем геноме области-мишени, которая присутствует в геноме одной или нескольких бак-

териальных клеток в популяции, включающий введение в популяцию бактериальных клеток конструк-

ции гетерологичной нуклеиновой кислоты, содержащей 

(a) CRISPR-Cas систему, где CRISPR-Cas система представляет собой CRISPR-Cas систему типа I, 

где CRISPR-Cas система типа I содержит 

(i) конструкцию гетерологичной нуклеиновой кислоты, кодирующей по меньшей мере один кас-

кадный полипептид типа I, и 

(ii) полипептид Cas3, Cas3' и Cas3'' или конструкцию гетерологичной нуклеиновой кислоты, коди-

рующей полипептид Cas3, Cas3' и Cas3''; и 

(b) массив CRISPR типа I, содержащий (в 5'-3' направлении) последовательность повтор-спейсер-

повтор или по меньшей мере одну последовательность повтор-спейсер, где спейсер указанной последо-

вательности повтор-спейсер-повтор или указанной по меньшей мере одной последовательности повтор-

спейсер содержит нуклеотидную последовательность, которая по существу комплементарна области-

мишени в геноме одной или более бактериальных клеток в указанной популяции, тем самым отбирая из 

популяции бактериальных клеток по меньшей мере одного изолята без области-мишени в его геноме, где 

массив CRISPR представляет собой массив CRISPR типа I. 

13. Способ по п.12, дополнительно включающий выращивание отдельных бактериальных колоний 

по меньшей мере одного изолята без области-мишени в его геноме. 

14. Способ по п.12 или 13, в котором последовательность повтор-спейсер-повтор или по меньшей 

мере одна последовательность повтор-спейсер содержит повтор, который идентичен повтору из массива 

CRISPR типа I дикого типа. 

15. Способ по любому из пп.12-14, в котором массив CRISPR представляет собой массив CRISPR 

типа I, а последовательность повтор-спейсер-повтор или по меньшей мере одна последовательность по-

втор-спейсер содержит повтор, который идентичен повтору из массива CRISPR типа I дикого типа, и 

CRISPR-Cas система содержит 

(i) конструкцию гетерологичной нуклеиновой кислоты, кодирующей по меньшей мере один кас-

кадный полипептид типа I, и 

(ii) полипептид Cas3, Cas3' и Cas3'' или конструкцию гетерологичной нуклеиновой кислоты, коди-

рующей полипептид Cas3, Cas3' и Cas3''. 

16. Применение конструкции гетерологичной нуклеиновой кислоты, содержащей CRISPR-Cas сис-

тему в направленном сокращении патогенов в случае медицинского вмешательства у пациента, причем 

медицинское вмешательство включает уничтожение специфического подмножества бактерий в смешан-

ной популяции бактериальных клеток на основе различающегося генетического содержания в подмно-

жестве бактерий посредством введения в смешанную популяцию бактериальных клеток конструкции 

гетерологичной нуклеиновой кислоты, содержащей 

(a) CRISPR-Cas систему, где CRISPR-Cas система представляет собой CRISPR-Cas систему типа I, 

где CRISPR-Cas система типа I содержит 

(i) конструкцию гетерологичной нуклеиновой кислоты, кодирующей по меньшей мере один кас-

кадный полипептид типа I, и 

(ii) полипептид Cas3, Cas3' и Cas3'' или конструкцию гетерологичной нуклеиновой кислоты, коди-

рующей полипептид Cas3, Cas3' и Cas3''; и 

(b) массив CRISPR типа I, содержащий (в 5'-3' направлении) последовательность повтор-спейсер-

повтор или по меньшей мере одну последовательность повтор-спейсер, где спейсер указанной последо-

вательности повтор-спейсер-повтор или по меньшей мере одной последовательности повтор-спейсер 

содержит нуклеотидную последовательность, которая по существу комплементарна области-мишени в 

генетической последовательности специфического подмножества бактерий, причем область-мишень 

имеет по меньшей мере 10 последовательных нуклеотидов, примыкающих к протоспейсеру мотива 

(PAM), распознаваемых CRISPR-Cas системой, тем самым уничтожая специфическое подмножество бак-

терий, которая включает область-мишень. 

17. Применение по п.16, где по меньшей мере одна или несколько бактериальных клеток в популя-

ции не содержат области-мишени и, следовательно, по меньшей мере одна бактериальная клетка не по-

гибает при введении CRISPR-Cas системы. 

18. Применение по п.16 или 17, где спейсер указанной последовательности повтор-спейсер-повтор 

или последовательности повтор-спейсер содержит нуклеотидную последовательность, которая на 100% 

комплементарна области-мишени. 
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19. Применение по любому из пп.16-18, где область-мишень находится в жизненно важном гене. 

20. Применение по любому из пп.16-18, где область-мишень находится в нежизненно важном гене. 

21. Применение по любому из пп.16-20, где последовательность повтор-спейсер-повтор или по 

меньшей мере одна последовательность повтор-спейсер массива CRISPR содержит повтор, который 

идентичен повтору из массива Cas3 CRISPR дикого типа. 

22. Применение по любому из пп.16-21, где область-мишень выбирается из гена, открытой рамки 

считывания, или предполагаемой открытой рамки считывания, или межгенной области. 
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