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Перекрестная ссылка на родственная заявки 

Настоящая заявка испрашивается преимущество приоритета согласно 35 U.S.С. 119 по предвари-

тельной патентной заявке США с серийным номером 62/870268, поданной 3 июля 2019 года, под назва-

нием "OPTIMIZED CAS12A (CPF1) PROTEINS FOR EFFICIENT GENOME EDITING IN EUCARIOTYC 

CELLS", предварительной патентной заявке США с серийным номером 62/749607, поданной 23 октября 

2018 года, под названием "DEEP-SCANNING MUTAGENESIS UNCOVERS NOVEL MUTATIONS THAT 

ENHANCE THE DNA CLEAVAGE ACTIVITY OF ACIDAMINOCOCCUS SP. CAS12A/CAS12A AT 

NON-CANONICAL TTTT РАМ SITES" и предварительной патентной заявке США с серийным номером 

62/716138, поданной 8 августа 2018 года, под названием "NOVEL MUTATIONS THAT ENHANCE THE 

DNA CLEAVAGE ACTIVITY OF ACIDAMINOCOCCUS SP. CPF1", содержание каждой из этих заявок 

включено в настоящее описание в качестве ссылки в полном объеме. 

Область изобретения 

Настоящее изобретение относится к возможности расщеплять двухцепочечную ДНК живых орга-

низмов в конкретных положениях с использованием нуклеазной системы CRISPR/Cas12a (Cpf1). В част-

ности, описана серия рекомбинантных белков Cas12a, которые пригодны в контексте эукариотических 

клеток. 

Список последовательностей 

Настоящее изобретение содержит список последовательностей, предоставленный в формате ASCII 

посредством EFS-Web и включенный в настоящее описание в качестве ссылки в полном объеме. Копия 

ASCII, созданная, названа и имеет размер байт. 

Уровень техники, к которому относится изобретение 

Cas12a представляет собой РНК-направляемую эндонуклеазу, встречающуюся в бактериальных ви-

дах, включая Acidaminococcus sp., и является частью адаптивной иммунной системы в форме коротких 

палиндромных повторов, регулярно расположенных кластерами (CRISPR). Cas12a нацеливается на по-

следовательность ДНК, являющуюся мишенью, из 21-24 нт, или часто называемую протоспейсером, по-

средством специфичной к участку-мишени комплементарной РНК из 21-24 нт. Рибонуклеопротеиновый 

(РНП) комплекс Cas12a-гРНК опосредует двухцепочечные разрывы ДНК (DSB), которые затем репари-

руются либо посредством негомологичного соединения концов (NHEJ, как правило, вносит мутации или 

инсерции-делеции в участок разрезания), либо системы направляемой гомологией репарации (HDR) для 

точного редактирования, если присутствует подходящая матричная нуклеиновая кислота. 

Ключевыми для распознавания правильной ДНК-мишени для Cas12a являются как cr-РНК, так и 

канонический соседний с протоспейсером мотив "XTTV" (РАМ), который представляет собой последо-

вательность из 4 п.н. непосредственно выше протоспейсера. По сравнению с РАМ NGG из 2 п.н. для 

Cas9 из Streptococcus pyogenes, Cas12a расширяет поддающиеся нацеливанию локусы при редактирова-

нии генома, в частности, на АТ-богатые участки, которые недоступны для системы Cas9. Однако вслед-

ствие относительно низкой ферментативной активности вероятность того, что может быть достигнуто 

эффективное редактирование генома для данного участка, является значительно более низкой, чем в слу-

чае системы Cas9, что ограничивает ее более широкое применение. Вследствие этого, систему Cas12a 

часто считают альтернативным подходом, только когда на геномный участок не может быть нацелена 

Cas9. 

Модификация белков посредством мутагенеза может изменять предпочтительные последователь-

ности РАМ для системы CRISPR. Посредством обуславливаемого структурой мутагенного скрининга 

остатков вблизи последовательности РАМ, предшествующее исследование идентифицировало два вари-

анта AsCpf1, которые являются совместимыми с РАМ TYCV и TATV соответственно. Хотя эти варианты 

в совокупности расширили поддающиеся нацеливанию участки системы Cpf1 на протяжении кодирую-

щей области генома человека в 3 раза, применимость каждого индивидуального варианта все еще огра-

ничена вследствие их взаимоисключающей потребности в последовательностях РАМ (TYCV против 

TATV против TTTV). Является в высокой степени желательной идентификация вариантов Cpf1 с более 

коротким РАМ и большей универсальностью последовательности без ухудшения активности в канони-

ческих участках РАМ. 

Таким образом, существует потребность в повышении применимости Cas12a. Одним аспектом на-

стоящей заявки является повышение применимости Cpf1 путем расширения ее совместимости с РАМ. В 

связи с этим были открыты определенные новые варианты AsCas12a с усиленной активностью. Другой 

желательной задачей является максимизация доставки бактериального белка в эукариотическое ядро, 

одновременно избегая нарушения основной функции Cas12a. Поскольку Cas12a представляет собой бак-

териальный белок, то перед тем, как может быть достигнута успешная доставка белка в эукариотические 

клетки, сначала должны быть преодолены определенные молекулярные генетические препятствия. На-

стоящее изобретение относится к уникальным решениям для достижения этих задач. 
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Краткое описание сущности изобретения 

В первом аспекте предусматривается ассоциированный с CRISPR белок, содержащий полипептид, 

кодирующий вариант AsCpf1. Вариант AsCpf1 выбран из группы, состоящей из M537R (SEQ ID NO: 

472), F870L (SEQ ID NO: 473) и M537R/F870L (SEQ ID NO: 465). 

Во втором аспекте предусматривается рибонуклеопротеиновый комплекс CRISPR. Рибонуклеопро-

теиновый комплекс CRISPR включает гидовую РНК и CRISPR-ассоциированный белок. CRISPR-

ассоциированный белок включает полипептид, кодирующий вариант AsCpf1. Вариант AsCpf1 выбран из 

группы, состоящей из M537R (SEQ ID NO: 472), F870L (SEQ ID NO: 473) и M537R/F870L (SEQ ID NO: 

465). 

В третьем аспекте предусматривается способ повышения эффективности редактирования генов в 

участках РАМ TTTN в клетке посредством рибонуклеинового комплекса CRISPR. Способ включает ста-

дию приведения клетки в контакт с рибонуклеопротеиновым комплексом CRISPR. Рибонуклеопротеино-

вый комплекс CRISPR включает гидовую РНК и CRISPR-ассоциированный белок. CRISPR-

ассоциированный белок включает полипептид, кодирующий вариант AsCpf1. Вариант AsCpf1 выбран из 

группы, состоящей из M537R (SEQ ГО N0: 472), F870L (SEQ ID NO: 473) и M537R/F870L (SEQ ID NO: 

465). 

В четвертом аспекте предусматривается набор, содержащий гидовую РНК и CRISPR-

ассоциированный белок. CRISPR-ассоциированный белок включает полипептид, кодирующий вариант 

AsCpf1. 

В пятом аспекте CRISPR-ассоциированный белок содержит полипептид, кодирующий вариант As-

Cas12a, где вариант AsCas12a выбран из группы, состоящей из по меньшей мере одной аминокислоты-

варианта, выбранной из аминокислот в положениях 499-640 и 840-913, при условии, что вариант As-

Cas12a обеспечивает повышение ассоциированной с CRISPR/AsCas12a нуклеазной активности в некано-

нических участках РАМ ТТТТ. 

В шестом аспекте предусматривается рибонуклеопротеиновый комплекс CRISPR. Рибонуклеопро-

теиновый комплекс CRISPR включает гидовую РНК и CRISPR-ассоциированный белок. CRISPR-

ассоциированный белок включает полипептид, кодирующий вариант AsCas12a, где вариант AsCas12a 

выбран из группы, состоящей из по меньшей мере одной аминокислоты-варианта, выбранной из амино-

кислот в положениях 499-640 и 840-913, при условии, что вариант AsCas12a обеспечивает повышение 

ассоциированной с CRISPR/AsCas12a нуклеазной активности в неканонических участках РАМ ТТТТ. 

В седьмом аспекте предусматривается способ повышения эффективности редактирования генов в 

неканонических участках РАМ ТТТТ в клетке посредством рибонуклеопротеинового комплекса CRISPR. 

Способ включает стадию приведения клетки в контакт с рибонуклеопротеиновым комплексом CRISPR, 

который включает гидовую РНК и CRISPR-ассоциированный белок. CRISPR-ассоциированный белок 

включает полипептид, кодирующий вариант AsCas12a, где вариант AsCas12a выбран из группы, состоя-

щей из по меньшей мере одной аминокислоты-варианта, выбранной из аминокислот в положениях 499-

640 и 840-913, при условии, что вариант AsCas12a обеспечивает повышение ассоциированной с 

CRISPR/AsCas12a нуклеазной активности в неканонических участках РАМ ТТТТ. 

В восьмом аспекте предусматривается набор, включающий гидовую РНК и CRISPR-

ассоциированный белок, содержащий полипептид, кодирующий вариант AsCas12a. Вариант AsCas12a 

выбран из группы, состоящей из по меньшей мере одной аминокислоты-варианта, выбранной из амино-

кислот в положениях 499-640 и 840-913, при условии, что вариант AsCas12a обеспечивает повышение 

ассоциированной с CRISPR/AsCas12a нуклеазной активности в неканонических участках РАМ ТТТТ. 

В девятом аспекте предусматривается нуклеиновая кислота, кодирующая CRISPR-

асссоциированный белок, содержащий полипептид, кодирующий вариант AsCas12a. Вариант AsCas12a 

выбран из группы, состоящей из по меньшей мере одной аминокислоты-варианта, выбранной из амино-

кислот в положениях 499-640 и 840-913, при условии, что вариант AsCas12a обеспечивает повышение 

ассоциированной с CRISPR/AsCas12a нуклеазной активности в неканонических участках РАМ ТТТТ. 

В десятом аспекте предусматривается полинуклеотидная последовательность, кодирующая поли-

пептид Cas12a. Полинуклеотидная последовательность включает один представитель, выбранный из 

группы, состоящей из SEQ ID NO: 5-17. 

В одиннадцатом аспекте предусматривается аминокислотная последовательность, кодирующая по-

липептид Cas12a. Аминокислотная последовательность включает один представитель, выбранный из 

группы, состоящей из SEQ ID NO: 18-30. 

В двенадцатом аспекте предусматривается система эндонуклеазы CAS, содержащая экспрессирую-

щую кассету, кодирующую полинуклеотидную последовательность, кодирующую полипептид Cas12a. 

Она включает один представитель, выбранный из группы, состоящей из SEQ ID NO: 5-17. 

В тринадцатом аспекте предусматривается система эндонуклеазы CAS, содержащая аминокислот-

ную последовательность, кодирующую полипептид Cas12a. Аминокислотная последовательность вклю-

чает один представитель, выбранный из группы, состоящей из SEQ ID NO: 18-30. 

В четырнадцатом аспекте предусматривается способ проведения редактирования генома в эукарио-

тических клетках. Способ включает стадию введения системы эндонуклеазы CAS в эукариотическую 
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клетку, причем указанная система эндонуклеазы CAS содержит экспрессирующую кассету, кодирующую 

полинуклеотидную последовательность, кодирующую полипептид Cas12a, включающий один предста-

витель, выбранный из группы, состоящей из SEQ ID NO: 5-17. 

В пятнадцатом аспекте предусматривается способ проведения редактирования генома в эукариоти-

ческой клетке. Способ включает стадию введения системы эндонуклеазы CAS в эукариотическую клет-

ку, причем указанная система эндонуклеазы CAS содержит аминокислотную последовательность, коди-

рующую полипептид Cas12a, включающий один представитель, выбранный из группы, состоящей из 

SEQ ID NO: 18-30. 

В шестнадцатом аспекте предусматривается CRISPR-ассоциированный белок, содержащий слитый 

полипептид. Слитый полипептид включает открытую рамку считывания AsCas12a, сигнал ядерной лока-

лизации, необязательно аминокислотный линкер и необязательно аффинную метку. 

В семнадцатом аспекте предусматривается способ проведения редактирования генома в эукариоти-

ческой клетке. Способ включает стадию введения системы эндонуклеазы CAS в эукариотическую клет-

ку, причем система эндонуклеазы CAS содержит CRISPR-ассоциированный белок согласно шестнадца-

тому аспекту. 

Краткое описание чертежей 

На фиг. 1 показано, что множество рекомбинантных форм Cas12a обеспечивает спектр эффективно-

стей редактирования. Ряд рекомбинантных белков Cas12a с различающимся составом и расположением 

последовательностей NLS, метками для очистки и линкерами (А-М; соответствующие SEQ ID NO: 18-

30) клонировали и очищали до однородного состояния. Полученные очищенные производные Cas12a 

доставляли в клетки HEK293 посредством электропорации в комплексе с РНК-гидами, которые нацеле-

ны на локусы HPRT-38186 (SEQ ID NO: 1) и HPRT-38228 (SEQ ID NO: 2). Выделение ДНК в экспери-

ментах по редактированию генома проводили через 48 ч и определяли эффективность редактирования 

посредством амплификации способом ПЦР отредактированных локусов с использованием праймеров 

HPRT-FWD (SEQ ID NO: 3) и HPRT-REV (SEQ ID NO: 4) и набора для определения редактирования ге-

нома Alt-R Genome Editing Detection Kit (Integrated DNA Technologies). Для проиллюстрированных кон-

струкций используются следующие сокращенные обозначения: V5 относится к эпитопной метке V5 

(SEQ ID NO: 485); SV40 относится к сигналу ядерной локализации из большого опухолевого антигена 

вируса SV40 обезьян (SEQ ID NO: 475); Cas12a относится к кодирующей последовательности Cas12a; 

HIS относится к гексагистидиновой метке (SEQ ID NO: 487); ОрТ относится к оптимизированному сиг-

налу ядерной локализации (SEQ ID NO: 477); aNLS относится к альтернативному сигналу ядерной лока-

лизации (SEQ ID NO: 479); BIP1 относится к первому двухкомпонентному сигналу ядерной локализации 

(SEQ ID NO: 481); и BIP2 относится к второму двухкомпонентному сигналу ядерной локализации (SEQ 

ID NO: 483). Стрелками в конструкциях представлены участки начала транскрипции для мРНК-

транскриптов, происходящих из ДНК. 

На фиг. 2 представлены иллюстративные результаты мутаций M537R и F870L с усиленной актив-

ностью расщепления Cpf1 в бактериальном анализе активности. Скрининговые штаммы E.coli транс-

формировали экспрессирующими векторами Cpf1 и cr-РНК, нацеленной на участок HPRT-38346 на экс-

прессирующей токсин плазмиде. Кажущаяся активность Cpf1 в отношении РАМ ТТТТ или ТТТС может 

быть оценена по количеству выживших колоний при селекции с арабинозой при доставке эквивалентно-

го количества плазмид. Очевидно, обе мутации повышали выживаемость для участков РАМ ТТТС и 

ТТТТ, что указывает на увеличенную активность расщепления относительно WT-Cpf1. 

На фиг. 3А представлен иллюстративный анализ посредством SDS-PAGE вариантов AsCpf1, ис-

пользованных в анализе расщепления in vitro и последующем редактировании генома в клеточных лини-

ях человека. Загружали указанное количество белка, и не наблюдали отличий по сравнению с WT-Cpf1. 

Эти результаты демонстрируют, что мутации M537R и F870L могут повышать активность Cpf1 в отно-

шении расщепления in vitro для неканонического участка РАМ ТТТТ при сохранении высокой активно-

сти для канонического участка TTTV. 

На фиг. 3В представлена иллюстративная активность расщепления ДНК у вариантов Cpf1 в участке 

HPRT-38346 с РАМ ТТТС или ТТТТ. Оба варианта имели более высокий процент расщепления ДНК в 

участке РАМ ТТТТ, чем WT-Cpf1. Эти результаты демонстрируют, что мутации M537R и F870L могут 

повышать активность Cpf1 в отношении расщепления in vitro для неканонического участка РАМ ТТТТ 

при сохранении высокой активности для канонического участка TTTV. 

На фиг. 4 представлено обобщение результатов, демонстрирующее иллюстративные результаты 

мутаций M537R и F870L, которые значительно увеличили эффективность AsCpf1 в отношении нацели-

вания на геном в участках РАМ TTTN в клеточной линии человека. Эффективность нацеливания вариан-

тов Cpf1 на геном тестировали в модели с клеточной линией человека с использованием анализа эндо-

нуклеазы I T7 (T7EI). Синтезировали двадцать четыре cr-РНК, нацеленных на ген CTNNB1, с РАМ 

TTTN, собирали с вариантами Cpf1 в качестве комплекса РНП, и доставляли посредством нуклеофекции 

(Lonza). Геномную ДНК собирали через 48 часов после доставки для оценки образования инсерций-

делеций посредством T7EI. Описанные варианты не только позволяли расщепление ДНК во всех участ-

ках РАМ ТТТТ, на которые не нацеливалась WT-Cpf1, в частности, двойной мутант (M537R/F870L) ши-
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роко повышал эффективность Cpf1 в отношении нацеливания в 22 из 24 протестированных участков не-

зависимо от последовательности РАМ. 

На фиг. 5А представлена иллюстративная корреляция относительной выживаемости M537R/F870L-

AsCas12a в условиях 1 (ось X) и относительной выживаемости M537R/F870L-AsCas12a в условиях 2 (ось 

Y). Были получены соответствующие показатели фенотипа (р ~ 0,7). 

На фиг. 5В представлена иллюстративная корреляция относительной выживаемости M537R/F870L-

AsCas12a в условиях 1 (ось X) и относительной выживаемости WT-AsCas12a в условиях 3 (ось Y). Были 

получены соответствующие показатели фенотипа (р ~ 0,7). 

На фиг. 5С представлена иллюстративная корреляция относительной выживаемости M537R/F870L-

AsCas12a в условиях 2 (ось X) и относительной выживаемости WT-AsCas12a в условиях 2 (ось Y). Были 

получены соответствующие показатели фенотипа (р ~ 0,7). 

На фиг. 5D представлены иллюстративные варианты показателей фенотипа (относительная выжи-

ваемость) для единичных точковых мутаций из выбранного количества для AsCas12a в положениях 537 и 

870 в условиях 1 и 2. 

На фиг. 5Е представлены иллюстративные варианты показателей фенотипа (относительная выжи-

ваемость) для единичных точковых мутаций из выбранного количества для AsCas12a в положениях 537 и 

870 в условиях 1 и 2. На фиг. 5D и 5Е показано, что M537R и F870L являются оптимальными заменами в 

соответствующих положениях, что согласуется с результатом предшествующего скрининга и охаракте-

ризации мутантов, проведенных авторами изобретения. 

На фиг. 5F представлены иллюстративные варианты показателей фенотипа (относительная выжи-

ваемость) для единичных точковых мутаций из выбранного количества для AsCas12a в положениях 505, 

510, 569 и 599 в условиях 1, 2 и 3. 

На фиг. 6А представлена выживаемость Е. coli в результате активности WT-AsCas12a в отношении 

расщепления ДНК в РАМ ТТТТ. Активность расщепления вариантов AsCas12a в участке РАМ ТТТТ 

определяли посредством бактериального анализа активности. Чашка Петри с первоначальными бактери-

альными посевами представлена слева, в то время как чашка Петри с выжившими бактериальными коло-

ниями представлены справа. Выживаемость Е. coli при селекции зависит от успешного расщепления экс-

прессирующей токсин плазмиды, содержащей участок РАМ ТТТТ. 

На фиг. 6В представлена выживаемость Е. coli в результате активности варианта L505K-AsCas12a в 

отношении расщепления ДНК в РАМ ТТТТ. Внешний вид чашек Петри и детали эксперимента являются 

такими, как указано на фиг. 6А. 

На фиг. 6С представлена выживаемость Е. coli в результате активности варианта S510L-AsCas12a в 

отношении расщепления ДНК в РАМ ТТТТ. Внешний вид чашек Петри и детали эксперимента являются 

такими, как указано на фиг. 6А. 

На фиг. 6D представлена выживаемость Е. coli в результате активности варианта M537R-AsCas12a в 

отношении расщепления ДНК в РАМ ТТТТ. Внешний вид чашек Петри и детали эксперимента являются 

такими, как указано на фиг. 6А. 

На фиг. 6Е представлена выживаемость Е. coli в результате активности варианта P569D-AsCas12a в 

отношении расщепления ДНК в РАМ ТТТТ. Внешний вид чашек Петри и детали эксперимента являются 

такими, как указано на фиг. 6А. 

На фиг. 6F представлена выживаемость Е. coli в результате активности варианта P599G-AsCas12a в 

отношении расщепления ДНК в РАМ ТТТТ. Внешний вид чашек Петри и детали эксперимента являются 

такими, как указано на фиг. 6А. 

На фиг. 7А представлена выживаемость Е. coli в результате активности M537R/F870L-AsCas12a в 

отношении расщепления ДНК в РАМ ТТТТ. Активность вариантов M537R/F870L-AsCas12a в отношении 

расщепления в участке РАМ ТТТТ определяли посредством бактериального анализа активности. Чашка 

Петри с первоначальным бактериальным посевом представлена слева, в то время как чашка Петри с вы-

жившими бактериальными колониями представлена справа. Выживание Е. coli при селекции зависит от 

успешного расщепления экспрессирующей токсин плазмиды, содержащей участок РАМ ТТТТ. 

На фиг. 7В представлена выживаемость Е. coli в результате активности варианта 

L505K/M537R/F870L-AsCas12a в отношении расщепления ДНК в РАМ ТТТТ. Внешний вид чашек Пет-

ри и детали эксперимента являются такими, как указано на фиг. 7А. 

На фиг. 7С представлена выживаемость Е. coli в результате активности варианта M537R/F870L-

AsCas12a в отношении расщепления ДНК в РАМ ТТТТ. Внешний вид чашек Петри и детали экспери-

мента являются такими, как указано на фиг. 7А. 

На фиг. 7D представлена выживаемость Е. coli в результате активности варианта 

P569D/M537R/F870L-AsCas12a в отношении расщепления ДНК в РАМ ТТТТ. Внешний вид чашек Петри 

и детали эксперимента являются такими, как указано на фиг. 7А. 

На фиг. 7Е представлена выживаемость Е. coli в результате активности варианта 

P599G/M537R/F870L-AsCas12a в отношении расщепления ДНК в РАМ ТТТТ. Внешний вид чашек Петри 

и детали эксперимента являются такими, как указано на фиг. 7А. 

На фиг. 7F представлена выживаемость Е. coli в результате активности варианта 
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S510L/M537R/F870L-AsCas12a в отношении расщепления ДНК в ТТТТ. Внешний вид чашек Петри и 

детали эксперимента являются такими, как указано на фиг. 7А. 

Подробное описание 

Настоящее изобретение относится к композициям вариантов Cas12a и к способам повышения при-

менимости Cas12a и ее вариантов для экспрессии в эукариотических клетках. 

Определения. 

При описании элементов аспектов изобретения или конкретных вариантов осуществления форма 

единственного числа и "указанный" означают один или несколько элементов. Подразумевается, что тер-

мины "содержащий", "включающий" и "имеющий" являются инклюзивными и что могут существовать 

дополнительные элементы, отличные от перечисленных элементов. Термин "или" означает любой пред-

ставитель конкретного перечня и также включает любую комбинацию представителей этого перечня, 

если нет иных указаний. 

Как предусматривается в настоящем описании, термины "по существу", "приблизительно" и "при-

мерно", и сходные термины имеют широкое значение в согласии с обычным и принятым использованием 

в области, к которой относится настоящее изобретение. Специалистам в данной области, которые изуча-

ют настоящее описание, должно быть понятно, что эти термины предназначены для того, чтобы позво-

лить описание определенных описанных и заявленных признаков без ограничения объема этих призна-

ков конкретными предоставленными числовыми диапазонами. Таким образом, эти термины следует ин-

терпретировать как указывающие на то, что несущественные и незначительные модификации или изме-

нения описанного и заявленного объекта считаются входящими в объем изобретения, описанный в при-

лагаемой формуле изобретения. 

Определения, относящиеся к определенным терминам и выражениям, применимым в настоящем 

описании, могут быть найдены в родственных патентах США и публикациях, таких как патентные заяв-

ки США с серийными номерами № 14/975709, 15/299549, 15/299590, 15/299593, 15/881684, 15/729491, 

15/821736, 15/964041, 15/839817, 15/839820, 62/716138 и патент США № 9840702. 

Термин "по существу очищенный" в отношении композиции относится к композиции, имеющей по 

меньшей мере 90% чистоту или более, в том числе 90% чистоту, 95% чистоту, 99% чистоту и более чем 

99% чистоту. 

Прилагательное "выделенный" при модификации композиции, такой как полинуклеотид, полипеп-

тид или рибонуклеопротеиновый комплекс, относится к по существу очищенной композиции, или в слу-

чае рибонуклеопротеинового комплекса по меньшей мере один компонент является по существу очи-

щенным компонентом. Кроме того, в отношении выделенного рибонуклеопротеинового комплекса, 

предпочтительно все компоненты являются по существу очищенными. 

Термины "нуклеиновая кислота" и "полинуклеотид" являются взаимозаменяемыми и имеют одно и 

то же значение. 

Термины "аминокислотная последовательность", "полипептид" и "белок" являются взаимозаменяе-

мыми и имеют одно и то же значение. 

Термин "аффинная метка" относится к лиганду, который позволяет детекцию и/или селекцию оли-

гонуклеотидной последовательности, с которой лиганд связан. Для целей настоящего изобретения метка 

может включать аффинную метку. В частности, аффинную метку размещают, как правило, на любом или 

обоих из N' -конца и/или С'-конца полипептида, посредством использования общепринятой технологии 

химического связывания или технологии рекомбинантных ДНК. Иллюстративные аффинные метки 

включают биотин, дигоксигенин, стрептавидин, полигистидин (например, (His6),), глутатион-S-

трансферазу (GST), HaloTag, AviTag, кальмодулиновую метку, полиглутаматную метку, FLAG-метку, 

НА-метку, Мус-метку, S-метку, SBP-метку, Softag 3, V5-метку, метку Xpress, гаптен, среди прочих. 

Термин "эукариотическая клетка" включает клетки организма или происходящие из конкретного 

организма, такого как растение или млекопитающее, включая, но не ограничиваясь ими, человека или не 

являющийся человеком эукариотический организм, или животное, или млекопитающее, как описано в 

настоящем описании, например, мышь, крысу, кролика, собаку, домашний скот или не являющееся чело-

веком млекопитающее или примата. В некоторых вариантах осуществления могут быть исключены спо-

собы модификации генетической идентичности зародышевой линии людей и/или способы модификации 

генетической идентичности животных, которые, вероятно, приведут к их страданию без какой-либо су-

щественной медицинской пользы для человека или животного, а также животные, полученные в резуль-

тате таких процессов. Предпочтительные клетки человека включают клетки, происходящие из соматиче-

ских клеток, и клетки зародышевой линии. Иллюстративные соматические клетки включают клетки из 

каждой основной системы органов и тканей, включая иммунную систему и гемопоэтическую систему. 

Как указано в настоящем описании, условия 1, 2 и 3 относятся к различным комбинациям фонового 

штамма и количеств гРНК, введенной в фоновый штамм перед селекцией вариантов. Условия 1 пред-

ставляют собой фон M537R/F870L и включают добавленное количество гРНК (100 пмоль на 10 микро-

литров в трансформации/эксперименте по посеву), в котором проводили селекцию вариантов. Условия 2 

представляют собой фон M537R/F870L и включают добавленное количество гРНК (50 пмоль на 10 мик-

ролитров в трансформации/эксперименте по посеву), в котором проводили селекцию вариантов. Условия 
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3 представляют собой фон в виде AsCpf1 дикого типа и включают добавленное количество гРНК (200 

пмоль на 10 микролитров в трансформации/эксперименте по посеву), в котором проводили селекцию 

вариантов. Полипептиды Cas12a, имеющие эукариотические сигналы ядерной локализации Поскольку 

Cas12a представляет собой бактериальный белок, он не имеет нативного механизма нацеливания для 

достижения эукариотических ядер, где находится ДНК-мишень. 

Для более эффективного нацеливания белков в эукариотическое ядро часто на N- или С-конец дан-

ной открытой рамки считывания добавляют короткие белковые последовательности, называемые сигна-

лами ядерной локализации (NLS). NLS распознаются импортными белками на эукариотической ядерной 

оболочке, которые сначала связываются с ядерной мембраной, а затем позволяют перемещение через 

пору в ядро посредством зависимого от энергии процесса. В то время как рекомбинантные белковые 

метки, такие как NLS, могут значительно улучшить локализацию, любое добавление экзогенных амино-

кислотных последовательностей обеспечивает существенную вероятность нарушения функции белка. По 

существу, открытие рекомбинантной белковой последовательности Cas12a, которая способствует наибо-

лее высокой ядерной доставке без негативного влияния на ее активность, в конечном итоге обеспечит 

наиболее эффективное решение в отношении редактирования генома посредством Cas12a, которое явля-

ется нетривиальным и в высокой степени желательным. Для повышения ядерной доставки Cas12a без 

нарушения ее функции было сконструировано несколько различных рекомбинантных версий Cas12a, в 

которых варьировались тип, положение и количество белковых меток (NLS, гексагистидиновая метка 

(иллюстративная аффинная метка)). В то время как гексагистидиновые и V5-метки добавляли к конст-

рукциям Cas12a для облегчения очистки и/или детекции белков, метки NLS добавляли для способство-

вания доставке в эукариотическое ядро. Линкерные последовательности между доменами также варьи-

ровали в отношении состава и положения для эмпирического определения наилучшего расположения и 

контекста меченных последовательностей. Все конструкции сначала экспрессировали в Е. coli и реком-

бинантные белки Cas12a очищали посредством аффинной хроматографии с иммобилизованным метал-

лом (IMAC), а затем ионообменной хроматографии, как описано ранее. 

Варианты полипептидов AsCpf1, имеющие новую активность расщепления Описаны аминокислот-

ные замены в AsCpf1, которые повышали активность расщепления как в канонических (TTTV), так и в 

неканонических (ТТТТ) участках РАМ, при использовании подхода бактериального скрининга. Этот 

скрининг включает два компонента: i) плазмиду токсина, кодирующую индуцируемый арабинозой ток-

син, действующий на пролиферацию клеток, и участок расщепления в мишени для CRISPR/Cpf1 (HPRT-

38346) с РАМ ТТТТ, и ii) плазмиду устойчивости к хлорамфениколу, содержащую подвергнутую слу-

чайному мутагенезу область в последовательности AsCpf1 (~5 мутаций на т.п.н.). Скрининг проводили 

следующим образом: E.coli BW25141(λDE3) трансформировали плазмидой токсина, содержавшей уча-

сток-мишень HPRT-38346, в отсутствии арабинозы, где токсин не продуцируется и обеспечивается вы-

живание клеток. Затем клетки со стабильно реплицирующейся плазмидой токсина трансформировали 

экспрессирующей AsCpf1 плазмидой и cr-РНК, нацеленной на HPRT-38346, а затем клетки высевали на 

среду, содержавшую как хлорамфеникол, так и арабинозу. Бактерии, которые росли, представляли собой 

бактерии, которые i) были успешно трансформированы экспрессирующей AsCpf1 плазмидой, ii) экспрес-

сировали достаточное количество варианта AsCpf1 для расщепления плазмиды токсина участке HPRT-

38346 с использованием РАМ ТТТТ. Экспрессирующие AsCpf1 плазмиды в выживших клетках выделяли 

и использовали в последующем раунде селекции. После множества раундов селекции идентичность уве-

личенных в количестве вариантов AsCpf1 определяли посредством секвенирования ДНК и использовали 

далее для анализа в клетках млекопитающих. 

Изобретение относится к следующим двум новым точковым мутациям и комбинации в гене AsCpf1, 

которые повышают активность расщепления: M537R и F870L. Активность расщепления индивидуально-

го мутанта сначала тестировали в бактериальном анализе активности. Затем очищенные белки далее тес-

тировали in vitro и в клеточных линиях человека. В сущности, обе замены значительно повышали актив-

ность Cpf1 в отношении расщепления ДНК в участках РАМ ТТТТ во всех анализах. Кроме того, комби-

нация M537R и F870L значительно повышала эффективность нацеливания AsCpf1 в клеточной линии 

человека. В целом, настоящее изобретение идентифицирует новые аминокислотные положения в гене 

AsCpf1, в которые можно вносить мутации, для повышения ее активности расщепления во всех участках 

РАМ TTTN (N=A/G/C/T). 

Как объяснено в разделе "Уровень техники", уровень техники состоит в использовании белка Cpf1 

дикого типа или двух вариантов, которые совместимы с РАМ TYCV и TATV. Как утверждалось ранее, 

эти варианты обладают ограниченной применимостью вследствие сложных и взаимоисключающих тре-

бований в отношении последовательности РАМ. Кроме того, ни один из вариантов не продемонстриро-

вал никакой улучшенной активности расщепления в РАМ ТТТТ, который, к сожалению, является более 

частым, чем другие участки РАМ TTTV (V=G/A/C) на протяжении генома человека. Напротив, обеспе-

чивая не только эффективное расщепление в РАМ ТТТТ, описанные мутации в рамках настоящего изо-

бретения (M537R и F870L) значительно повышали активность Cpf1 в отношении расщепления в канони-

ческих участках TTTV при тестировании на клеточной линии человека. Взятые вместе, усиленная актив-

ность и увеличенная универсальность настоящего изобретения в отношении РАМ (TTTN) делает ее луч-
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шим ферментом CRISPR, который может непосредственно заменить современную Cpf1 при применении 

в редактировании генома. 

Высокопроизводительное получение вариантов AsCas12a, обладающих активностью расщепления 

участка-мишени, содержащего РАМ ТТТТ. 

Фенотип всех точковых мутаций в следующих областях AsCas12a: 499-640 и 840-913 при бактери-

альном скрининге для измерения активности расщепления ДНК в неканоническом РАМ ТТТТ. Проводи-

ли три серии скрининга для определения фенотипа каждой точковой мутации на фоне как WT-AsCas12a, 

так и M537R/F870L-AsCas12a. Перекрестное сравнение трех наборов данных продемонстрировало согла-

сующиеся показатели фенотипов, что позволило авторам изобретения выделить новые варианты As-

Cas12a с усиленной активностью, помимо M537R и F870L. 

Высокопроизводительная охарактеризация активности Cas12a в участке РАМ ТТТТ показала функ-

циональное последствие каждого возможного единичного изменения аминокислоты в области-мишени. 

Несмещенная стратегия настоящего изобретения позволяет идентифицировать большой набор мутантов 

для дальнейшего повышения активности AsCas12a в отношении расщепления относительно предыдуще-

го изобретения авторов изобретения (M537R/F870L). 

Для повышения охвата и эффективности скрининга авторы изобретения создали библиотеку глубо-

кого сканирующего мутагенеза AsCas12a, содержавшую все возможные точковые мутации на белковом 

уровне в областях-мишенях (490-640 и 840-913), причем большинство клонов содержали только одну 

мутацию. Этот тип библиотеки позволил авторам изобретения прямо оценить фенотип каждой точковой 

мутации посредством измерения их соответствующих показателей выживаемости относительно эталон-

ного белка в бактериальном скрининге. В кратком изложении, скрининговый штамм, содержавший 

плазмиду токсина, трансформировали библиотекой AsCas12a с содержавшим РАМ ТТТТ участком-

мишенью на плазмиде токсина. После трансформации клетки высевали на селективные среды. Экспрес-

сирующие AsCas12a плазмиды, находившиеся в выживших клетках Е. coli, экстрагировали и очищали. 

Как исходные, так и подвергнутые селекции плазмидные библиотеки амплифицировали способом ПЦР и 

секвенировали на Illumina MiSeq с 1~2 миллионами считываний на библиотеку. Частоты каждого вари-

анта AsCas12a в обеих библиотеках определяли с использованием Enrich 2 и нормализовывали к часто-

там эталонного белка (WT или M537R/F870L). Относительная выживаемость для каждой точковой мута-

ции относительно эталона вычисляли в качестве соотношения нормализованной частоты между подверг-

нутой селекции и исходной библиотекой. Поскольку степень выживаемости клеток указывает на актив-

ность каждого варианта AsCas12a в отношении расщепления ДНК, любые варианты с более высокой 

выживаемостью, чем в случае эталонного белка, могут представлять собой варианты с усиленной актив-

ностью в РАМ ТТТТ. 

Как описано в настоящем описании, предусматриваются кодон-оптимизированные полипептиды 

Cas12a, включая кодон-оптимизированные полипептиды Cas12a для рибонуклеопротеиновых комплек-

сов CRISPR. Примером кодон-оптимизированной последовательности в этом случае является последова-

тельность, оптимизированная для экспрессии в эукариотах, например, у людей (т.е. оптимизированная 

для экспрессии у человека), или в другом эукариотическом организме, животном или млекопитающем, 

как обсуждается в настоящем описании. Хотя это является предпочтительным, будет понятно, что явля-

ются возможными другие примеры и оптимизация кодонов для вида, являющегося хозяином, отличного 

от человека, или известна оптимизация кодонов для конкретных органов. В некоторых вариантах осуще-

ствления кодирующая фермент последовательность, которая кодирует полипептид CRISPR Cas12a, явля-

ется кодон-оптимизированной для экспрессии в конкретных клетках, таких как эукариотические клетки. 

Эукариотические клетки могут представлять собой клетки организма или происходящие из конкретного 

организма, такого как растение или млекопитающее, включая, но не ограничиваясь ими, человека, или не 

являющийся человеком эукариотический организм, или животное, или млекопитающее, как описано в 

настоящем описании, например, мышь, крысу, кролика, собаку, домашний скот или не являющееся чело-

веком млекопитающее или примата. В некоторых вариантах осуществления могут быть исключены спо-

собы модификации генетической идентичности зародышевой линии людей и/или способы модификации 

генетической идентичности животных, которые, вероятно, приведут к их страданию без какой-либо су-

щественной медицинской пользы для человека или животного, а также животные, полученные в резуль-

тате таких процессов. 

Предпочтительные клетки человека включают клетки, происходящие из соматических клеток или 

клеток зародышевой линии. Иллюстративные соматические клетки включают клетки из каждой основ-

ной системы органов и тканей, включая иммунную систему и гемопоэтическую систему. 

Как правило, оптимизация кодонов относится к процессу модификации последовательности нук-

леиновой кислоты для усиленной экспрессии в представляющих интерес клетках-хозяевах путем замены 

по меньшей мере одного кодона (например приблизительно или более чем приблизительно 1, 2, 3, 4, 5, 

10, 15, 20, 25, 50 или более кодонов) нативной последовательности на кодоны, которые более часто или 

наиболее часто используются в генах этой клетки-хозяина при сохранении нативной аминокислотной 

последовательности. Различные виды демонстрируют конкретное предпочтение определенных кодонов 

для конкретных аминокислот. Предпочтение кодонов (различия в использовании кодонов между орга-
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низмов) часто коррелирует с эффективностью трансляции матричной РНК (мРНК), которая в свою оче-

редь, как полагают, зависит от, среди прочего, свойств транслируемых кодонов и доступности конкрет-

ных молекул транспортной РНК (тРНК). Преобладание определенных тРНК в клетке, как правило, отра-

жает кодоны, используемые наиболее часто в синтезе пептидов. Таким образом, гены можно адаптиро-

вать для оптимальной экспрессии генов в данном организме на основе оптимизации кодонов. Таблицы 

использования кодонов свободно доступны. См. Nakamura, Y., et al. "Codon usage tabulated from the inter-

national DNA sequence databases: status for the year 2000" Nucl. Acids Res. 28:292 (2000). Также доступны 

компьютерные алгоритмы для оптимизации кодонов конкретной последовательности для экспрессии в 

конкретной клетке-хозяине, такие как Gene Forge (Aptagen; Jacobus, Pa.). В некоторых вариантах осуще-

ствления один или несколько кодонов (например 1, 2, 3, 4, 5, 10, 15, 20, 25, 50, или более, или все кодо-

ны) в последовательности, кодирующей Cas12a, соответствуют наиболее часто используемому кодону 

для конкретной аминокислоты. 

Кроме того, предусматриваются кодон-оптимизированные полипептиды Cas12a, включая кодон-

оптимизированные полипептиды Cas12a для рибонуклеопротеиновых комплексов CRISPR, где последо-

вательность полипептида Cas12a оптимизирована для экспрессии в прокариотических организмах, таких 

как бактерии (например, Е. coli). 

Применения 

Настоящее изобретение является пригодным либо для фундаментальной исследовательской, либо 

для терапевтической области для любых экспериментов и способов лечения с расщеплением ДНК и/или 

редактированием генов посредством CRISPR/Cas12a. Улучшенная активность этих рекомбинантных ва-

риантов может быть использована для Cas12a из любого вида или потенциально любого фермента 

CRISPR. 

В первом аспекте предусматривается CRISPR-ассоциированный белок, содержащий полипептид, 

кодирующий вариант AsCpf1. Вариант AsCpf1 выбран из группы, состоящей из M537R (SEQ ID NO: 

472), F870L (SEQ ID NO: 473) и M537R/F870L (SEQ ID NO: 465). В первом случае CRISPR-

ассоциированный белок соответствует варианту AsCpf1 M537R. Во втором случае CRISPR-

ассоциированный белок соответствует варианту AsCpf1 F870L (SEQ ID NO: 473). В третьем случае 

CRISPR-ассоциированный белок соответствует варианту AsCpf1 M537R/F870L (SEQ ID NO: 465). 

Во втором аспекте предусматривается рибонуклеопротеиновый комплекс CRISPR. Рибонуклеопро-

теиновый комплекс CRISPR включает гидовую РНК и CRISPR-ассоциированный белок. CRISPR-

ассоциированный белок включает полипептид, кодирующий вариант AsCpf1. Вариант AsCpf1 выбран из 

группы, состоящей из M537R (SEQ ID NO: 472), F870L (SEQ ID NO: 473) и M537R/F870L (SEQ ID NO: 

465). В первом случае рибонуклеопротеиновый комплекс CRISPR включает вариант AsCpf1 M537R. Во 

втором случае рибонуклеопротеиновый комплекс CRISPR включает вариант AsCpf1 F870L (SEQ ID NO: 

473). В третьем случае рибонуклеопротеиновый комплекс CRISPR включает вариант AsCpf1 

M537R/F870L (SEQ ID NO: 465). 

В третьем аспекте предусматривается способ повышения эффективности редактирования генов в 

участках РАМ TTTN в клетке посредством рибонуклеопротеинового комплекса CRISPR. Способ вклю-

чает стадию приведения клетки в контакт с рибонуклеопротеиновым комплексом CRISPR. Рибонуклео-

протеиновый комплекс CRISPR включает гидовую РНК и CRISPR-ассоциированный белок. CRISPR-

ассоциированный белок включает полипептид, кодирующий вариант AsCpf1. Вариант AsCpf1 выбран из 

группы, состоящей из M537R (SEQ ID NO: 472), F870L (SEQ ID NO: 473) и M537R/F870L (SEQ ID NO: 

465). В первом случае участки РАМ TTTN состоят из одного из участков, выбранных из группы участков 

РАМ ТТТА, ТТТТ и ТТТС. 

В четвертом аспекте предусматривается набор, включающий гидовую РНК и CRISPR-

ассоциированный белок. CRISPR-ассоциированный белок включает полипептид, кодирующий вариант 

AsCpf1. Вариант AsCpf1 выбран из группы, состоящей из M537R (SEQ ID NO: 472), F870L (SEQ ID NO: 

473) и M537R/F870L (SEQ ID NO: 465). В первом случае вариант AsCpf1 представляет собой M537R. Во 

втором случае вариант AsCpf1 представляет собой F870L (SEQ ID NO: 473). В третьем случае вариант 

AsCpf1 представляет собой M537R/F870L (SEQ ID NO: 465). 

В пятом аспекте CRISPR-ассоциированный белок содержит полипептид, кодирующий вариант As-

Cas12a, где вариант AsCas12a выбран из группы, состоящей из по меньшей мере одной аминокислоты-

варианта, выбранной из аминокислот в положениях 499-640 и 840-913, при условии, что вариант As-

Cas12a обеспечивает повышение ассоциированной с CRISPR/AsCas12a нуклеазной активности в некано-

нических участках РАМ ТТТТ. В первом случае вариант AsCas12a выбран из группы, состоящей из SEQ 

ID NO: 59-245. Во втором случае вариант AsCas12a, как описано в первом аспекте или в вышеуказанном 

первом случае первого аспекта, дополнительно включает мутации M537R/F870L (SEQ ID NO: 465). 

В шестом аспекте предусматривается рибонуклеопротеиновый комплекс CRISPR. Рибонуклеопро-

теиновый комплекс CRISPR включает гидовую РНК и CRISPR-ассоциированный белок. CRISPR-

ассоциированный белок включает полипептид, кодирующий вариант AsCas12a, где вариант AsCas12a 

выбран из группы, состоящей из по меньшей мере одной аминокислоты-варианта, выбранной из амино-

кислот в положениях 499-640 и 840-913, при условии, что вариант AsCas12a обеспечивает повышение 
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ассоциированной с CRISPR/AsCas12a нуклеазной активности в неканонических участках РАМ ТТТТ. В 

первом случае вариант AsCas12a выбран из группы, состоящей из SEQ ID NO: 59-245. Во втором случае 

вариант AsCas12a, как описано во втором аспекте или вышеуказанном первом случае второго аспекта, 

дополнительно включает мутации M537R/F870L (SEQ ID NO: 465). 

В седьмом аспекте предусматривается способ повышения эффективности редактирования генов в 

неканонических участках РАМ ТТТТ в клетке посредством рибонуклеопротеинового комплекса CRISPR. 

Способ включает стадию приведения клетки в контакт с рибонуклеопротеиновым комплексом CRISPR, 

который включает гидовую РНК и CRISPR-ассоциированный белок. CRISPR-ассоциированный белок 

включает полипептид, кодирующий вариант AsCas12a, где вариант AsCas12a выбран из группы, состоя-

щей из по меньшей мере одной аминокислоты-варианта, выбранной из аминокислот в положениях 499-

640 и 840-913, при условии, что вариант AsCas12a обеспечивает повышение ассоциированной с 

CRISPR/AsCas12a нуклеазной активности в неканонических участках РАМ ТТТТ. В первом случае вари-

ант AsCas12a выбран из группы, состоящей из SEQ ID NO: 59-245. Во втором случае вариант AsCas12a, 

как описано в третьем аспекте или вышеуказанном первом случае третьего аспекта, дополнительно 

включает мутации M537R/F870L (SEQ ID NO: 465). 

В восьмом аспекте предусматривается набор, включающий гидовую РНК и CRISPR-

ассоциированный белок, содержащий полипептид, кодирующий вариант AsCas12a. Вариант AsCas12a 

выбран из группы, состоящей из по меньшей мере одной аминокислоты-варианта, выбранной из амино-

кислот в положениях 499-640 и 840-913, при условии, что вариант AsCas12a обеспечивает повышение 

ассоциированной с CRISPR/AsCas12a нуклеазной активности в неканонических участках РАМ ТТТТ. В 

первом случае вариант AsCas12a выбран из группы, состоящей из SEQ ID NO: 59-245. Во втором случае 

вариант AsCas12a, как описано в четвертом аспекте или вышеуказанном первом случае четвертого ас-

пекта, дополнительно включает мутации M537R/F870L (SEQ ID NO: 465). 

В девятом аспекте предусматривается нуклеиновая кислота, кодирующая CRISPR-

ассоциированный белок, содержащий полипептид, кодирующий вариант AsCas12a. Вариант AsCas12a 

выбран из группы, состоящей из по меньшей мере одной аминокислоты-варианта, выбранной из амино-

кислот в положениях 499-640 и 840-913, при условии, что вариант AsCas12a обеспечивает повышение 

ассоциированной с CRISPR/AsCas12a нуклеазной активности в неканонических участках РАМ ТТТТ. В 

высокой степени предпочтительные нуклеиновые кислоты, кодирующие CRISPR-ассоциированный бе-

лок, включают выделенные нуклеиновые кислоты, кодирующие CRISPR-ассоциированный белок. В пер-

вом случае вариант AsCas12a выбран из группы, состоящей из SEQ ID NO: 59-245. Во втором случае 

вариант AsCas12a дополнительно включает мутации M537R/F870L (SEQ ID NO: 465). В третьем случае 

нуклеиновая кислота функционально связана с подходящими элементами транскрипции для экспрессии 

нуклеиновой кислоты. В четвертом случае нуклеиновая кислота представляет собой ДНК или РНК. 

В десятом аспекте предусматривается полинуклеотидная последовательность, кодирующая поли-

пептид Cas12a. Полинуклеотидная последовательность включает один представитель, выбранный из 

группы, состоящей из SEQ ID NO: 5-17. 

В одиннадцатом аспекте предусматривается аминокислотная последовательность, кодирующая по-

липептид Cas12a. Аминокислотная последовательность включает один представитель, выбранный из 

группы, состоящей из SEQ ID NO: 18-30. 

В двенадцатом аспекте предусматривается система эндонуклеазы CAS, содержащая экспрессирую-

щую кассету, кодирующую полинуклеотидную последовательность, кодирующую полипептид Cas12a. 

Она включает один представитель, выбранный из группы, состоящей из SEQ ID NO: 5-17. 

В тринадцатом аспекте предусматривается система эндонуклеазы CAS, содержащая аминокислот-

ную последовательность, кодирующую полипептид Cas12a. Аминокислотная последовательность вклю-

чает один представитель, выбранный из группы, состоящей из SEQ ID NO: 18-30. 

В четырнадцатом аспекте предусматривается способ проведения редактирования генома в эукарио-

тических клетках. Способ включает стадию введения системы эндонуклеазы CAS в эукариотическую 

клетку, причем указанная система эндонуклеазы CAS содержит экспрессирующую кассету, кодирующую 

полинуклеотидную последовательность, кодирующую полипептид Cas12a, включающий один предста-

витель, выбранный из группы, состоящей из SEQ ID NO: 5-17. 

В пятнадцатом аспекте предусматривается способ проведения редактирования генома в эукариоти-

ческой клетке. Способ включает стадию введения системы эндонуклеазы CAS в эукариотическую клет-

ку, причем указанная система эндонуклеазы CAS содержит аминокислотную последовательность, коди-

рующую полипептид Cas12a, включающий один представитель, выбранный из группы, состоящей из 

SEQ ID NO: 18-30. 

В шестнадцатом аспекте предусматривается CRISPR-ассоциированный белок, содержащий слитый 

полипептид. Слитый полипептид включает открытую рамку считывания AsCas12a, сигнал ядерной лока-

лизации, необязательно аминокислотный линкер и необязательно аффинную метку. В высокой степени 

предпочтительные CRISPR-ассоциированные белки включают выделенные CRISPR-ассоциированные 

белки. В первом случае открытая рамка считывания AsCas12a выбрана из группы, состоящей из SEQ ID 

NO: 59-245. Во втором случае сигнал ядерной локализации выбран из SEQ ID NO: 475, 477, 479, 481 и 
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483. В третьем случае CRISPR-ассоциированный белок кодируется SEQ ID NO: 488-491. В четвертом 

случае CRISPR-ассоциированный белок выбран из SEQ ID NO: 492 и 493. 

В семнадцатом аспекте предусматривается способ проведения редактирования генома в эукариоти-

ческой клетке. Способ включает стадию введения системы эндонуклеазы CAS в эукариотическую клет-

ку, причем указанная система эндонуклеазы CAS содержит CRISPR-ассоциированный белок согласно 

шестнадцатому аспекту. В высокой степени предпочтительные CRISPR-ассоциированные белки вклю-

чают выделенные CRISPR-ассоциированные белки. 

Примеры 

Пример 1. Рекомбинантные белки Cas12a с варьирующими метками/линкерными последовательно-

сти обеспечивают спектр эффективности редактирования. 

В примере ниже продемонстрировано, что рекомбинантные белки Cas12a с только умеренными из-

менениями последовательностей меток на N- и С-концах приводят к белкам, которые демонстрируют 

широкий диапазон эффективности редактирования в клетках человека (фиг. 1). 

В кратком изложении, использовали способ сайт-направленного мутагенеза (SDM) для создания 

экспрессирующих конструкций, имеющих кодирующие последовательности AsCas12a с различными 

сигналами ядерной локализации (NLS). Сайт-направленный мутагенез проводили путем конструирова-

ния комплементарных праймеров, которые охватывают желаемое изменение(я) нуклеотидных основа-

ний, вместе с фланкирующей последовательностью плазмидного вектора, где каждая фланкирующая 

область имеет температуру плавления (Tm) по меньшей мере 60°С. Затем проводили полимеразную цеп-

ную реакцию (ПЦР) с использованием стандартных условий циклических повторений на протяжении 

всего 16 циклов. Добавляли фермент рестрикции DPN I для отщепления исходного плазмидного вектор-

ного материала, так чтобы оставался только новый продукт, содержавший изменения оснований. После 

обработки DPN I небольшим количеством продукта ПЦР трансформировали компетентные клетки Е. 

coli, выделяли в среде SOC и сеяли на агарозные чашки со средой Луриа (LB) с канамицином. Скрининг 

колоний проводили с использованием способа секвенирования Сэнгера для подтверждения правильных 

изменений оснований в отобранных клонах. 

Результаты показали, что идеальная последовательность и размещение последовательностей на 

NLS Cas12a не являются очевидными и что в высокой степени эффективное решение для редактирования 

генома Cas12a должно быть определено эмпирически, как было проведено в настоящем исследовании. 

Белки тестировали с использованием гидов, которые нацеливают на локусы HPRT-38186 (SEQ ID NO: 1) 

и HPRT-38228 (SEQ ID NO: 2) в клетках человека. SEQ ID NO: 1-4 представлены в табл. 1. 

Таблица 1 

Последовательность олигонуклеотидов, использованная в качестве cr-РНК или праймеров ПЦР 

 
Ниже приведены следующие нуклеотидные последовательности, которые кодируют предпочти-

тельные полипептиды Cas12a согласно этому примеру: 
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Ниже описаны следующие аминокислотные последовательности предпочтительных полипептидов 

Cas12a. 
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Пример 2. Новые мутанты Cpf1 повышают активность расщепления ДНК в участке РАМ ТТТТ в 

бактериальном анализе активности. 

В следующем примере продемонстрирована активность изобретения в отношении участков РАМ 

как ТТТТ, так и ТТТС, в бактериальном анализе активности (фиг. 2). Скрининговые штаммы, содержав-

шие плазмиду токсина, трансформировали экспрессирующей AsCpf1 WT, M537R или F870L плазмидой. 

После выделения и введения IPTG клетки высевали на среду с LB-хлорамфениколом с арабинозой или 

без нее. Степень выживаемости клеток при селекции с арабинозой по сравнению с исходным трансфор-

мированным контролем (без арабинозы) указывает на активность расщепления вариантов Cpf1 в протос-

пейсере HPRT-38346 на плазмиде токсина в контексте РАМ ТТТТ или ТТТС. 

Для WT-Cpf1 выживаемость трансформированных Е. coli в случае РАМ ТТТС является значитель-

но более высокой, чем в случае РАМ ТТТТ, что хорошо согласуется с предшествующей информацией, 

что ТТТТ является участком РАМ с низкой активностью
[6]

. Напротив, как M537R, так и F870L повышал 

выживаемость в случае РАМ ТТТТ, что указывает на то, что эти мутанты расширяли совместимость 

AsCpf1 с РАМ в этом альтернативном участке РАМ. Более важно, выживаемость обоих мутантов в слу-

чае канонической РАМ ТТТС является еще более высокой, чем в случае WT-Cpf1, указывая на то, что 

эти мутанты в общем повышали эффективность белка AsCpf1 также в других участках TTTV. Учитывая 

эти положительные результаты, индивидуальный вариант AsCpf1 и двойной мутант (M537R/F870L) экс-

прессировали и очищали для определения присущей им активности расщепления in vitro. 

Пример 3. Новые мутанты Cpf1 повышают собственную активность расщепления ДНК в участках 

РАМ ТТТТ in vitro. 

Присущую вариантам AsCpf1 (M537R, F870L и M537R/F870L) активность расщепления ДНК срав-

нивали с белком дикого типа с использованием анализа расщепления in vitro. В кратком изложении, ри-

бонуклеопротеиновый (РНП) комплекс Cpf1-crPHK сначала собирали путем инкубации очищенных бел-

ков (фиг. 3А) с cr-РНК HPRT-38346 в 1X буфере для расщепления (20 мМ HEPES, pH7,5, 150 мМ KCl, 5 

мМ MgCl2, 10% глицерин, и 1 мМ DTT) в течение 15 минут при 37°С. Реакции расщепления иницииро-

вали титрованием комплекса РНП (8~500 нМ) в 10 нМ субстрате дцДНК, содержавшем протоспейсер 

HPRT-38346, в контексте РАМ ТТТС или ТТТТ. Проводили взятие образцов смесей реакции расщепле-

ния в различные моменты времени и гасили их посредством 50 мМ EDTA. После удаления белка AsCpf1 

посредством обработки протеиназой K (56°С, 30 минут), реакционные смеси разделяли с использованием 

капиллярного электрофореза (Fragment Analyzer, AATI). Относительную концентрацию продуктов рас-

щепления и нерасщепленной дцРНК количественно определяли для вычисления процента расщепления 

ДНК. 

Собственная активность WT Cpf1 и вариантов Cpf1 в отношении расщепления ДНК в участках 

РАМ ТТТТ и ТТТС сравнена на фиг. 3В. Для простоты представлена только одна концентрация РНП (31 

нМ) в момент времени 20 секунд. Как и ожидалось, однонуклеотидная замена последовательности РАМ 
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с ТТТС на ТТТТ снижала активность WT-Cpf1 в отношении расщепления от ~95% до ~40%. В соответ-

ствии с наблюдениями в бактериальном анализе активности оба мутанта значительно повышали расщеп-

ление ДНК в РАМ ТТТТ при сохранении высокой активности в РАМ ТТТС (фиг. 3В). Двойной мутант 

(M537R/F870L) имел сходную активность с M537R в этом анализе. Однако следует отметить, что это, 

вероятно, является следствием ограниченного разрешения этого конкретного анализа в отношении даль-

нейших различий среди этих высокоактивных вариантов. В целом, эти результаты продемонстрировали, 

что описанные мутации повышали активность Cpf1 посредством усиления присущего ей расщепления 

ДНК. Таким образом, авторы изобретения ожидают, что наблюдаемая польза этих мутантов будет в ши-

рокой степени применимой и независимой от способов доставки и/или клеточных контекстов конкретно-

го эксперимента. 

Пример 4. Новые мутанты значительно повышают эффективность нацеливания на участки РАМ 

TTTN в клеточной линии человека. 

В следующем примере продемонстрировала способность изобретения повышать эффективность ре-

дактирования генов в участках РАМ TTTN при доставке комплекса Cpf1-cr-PHK в клетки в качестве 

РНП. 

Клеточные эксперименты по редактированию посредством CRISPR/Cpf1 проводили, сначала фор-

мируя 4 мкМ комплекс РНП с очищенным белком Cpf1 и cr-РНК Alt-R в Opti-MEM в течение 5 мин 

при 25°С. Протоспейсеры-мишени и последовательности РАМ в локусах CTNNB1 представлены в таб-

лице 2. Затем комплексами РНП трансфицировали клетки HEK293 посредством нуклеофекции Lonza. 

Эксперименты проводили в трех повторениях. После 48 ч при 37°С с 5% СО2 прикрепленные клетки 

промывали 0,1 мл PBS и лизировали 0,05 мл раствора для экстракции ДНК QuickExtract . Клеточные 

лизаты инкубировали при 65°С в течение 15 мин, а затем проводили инактивацию нагреванием при 98°С 

в течение 3 мин. Затем неочищенные образцы ДНК разбавляли в 3 раза посредством 0,1 мл ddH2O и ис-

пользовали в качестве матриц для ПЦР. Праймеры для ПЦР указаны в табл. 2. ПЦР использовали для 

амплификации фрагментов размером 1 т.п.н. локусов CTNNB1 с использованием ДНК-полимеразы HiFi 

КАРА и следующих параметров циклических повторений: 95
5:00

, (98
0:20

, 64
0:15

, 72
0:30

), повторенные 29 раз, 

72
2:00

. Гетеродуплексы формировали с использованием следующих параметров циклических повторений: 

95
10:00

 с охлаждением до 85 в течение 1 мин, 85
1:00

 с охлаждением до 75 в течение 1 мин, 75
1:00

 с охлажде-

нием до 65 в течение 1 мин, 65
1:00

 с охлаждением до 55 в течение 1 мин, 55
1:00

 с охлаждением до 45 в те-

чение 1 мин, 45
1:00

 с охлаждением до 35 в течение 1 мин, 35
1:00

 с охлаждением до 25 в течение 1 мин, 

25
1:00

. Гетеродуплексы расщепляли добавлением эндонуклеазы I T7 2U (New England Biolabs) в течение 1 

ч при 37°С, и продукты расщепления анализировали посредством капиллярного электрофореза (Fragment 

Analyzer, Advanced Analytical). 

Таблица 2 

Последовательность участков-мишеней ДНК и праймеров,  

использованных для амплификации способом ПЦР (SEQ ID NO: 31-58) 
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Ссылаясь на фиг. 4, анализ с T7EI продемонстрировал значительное улучшение эффективности на-

целивания у мутантов M537R и F870L. В первую очередь, M537R, F870L или двойной мутант 

(M537R/F870L) имели эффективность расщепления во всех 15 участках с РАМ ТТТТ, где 11 из 15 не 

расщеплялись на поддающемся обнаружению уровне посредством WT-Cpf1. Для других участков с ка-

ноническим РАМ TTTV, эти варианты имели сохраненную или повышенную эффективность нацелива-

ния. Эта польза является особенно значительной в этих участках с низкой активностью, таких как 

CTNNB1 111-s (3-кратное улучшение относительно WT). Среди этих вариантов двойной мутант 

(M537R/F870) имел наиболее выраженное повышение эффективности нацеливания среди всех протести-

рованных участков, где однократные мутанты продемонстрировали большее варьирование в зависимо-

сти от участков, такие как F870L в 323-S (нет активности, то же самое, как и у WT). В целом, описанное 

изобретение демонстрирует значительно улучшенную эффективность в отношении мишени, чем WT-

Cpf1. 

Пример 5. Высокопроизводительное измерение активности вариантов AsCas12a в отношении рас-

щепления ДНК в участке РАМ ТТТТ в Е. coli. 

В следующем примере продемонстрировала надежность новой высокопроизводительной стратегии 

скрининга авторов изобретения для прямого измерения активности расщепления тысяч вариантов 

AsCas12a в участке РАМ ТТТТ в бактериальном анализе активности (фиг. 5). На фиг. 5А-F представлен 

иллюстративное высокопроизводительное определение показателя фенотипа для точковых мутаций As-

Cas12a посредством глубокого сканирующего мутагенеза. Получали библиотеку, охватывавшую каждую 

возможную единичную точковую мутацию AsCas12a в области-мишени (499-640 и 840-913) в контексте 

WT-AsCas12a или M537R/F870L-AsCas12a. Относительную выживаемость каждого варианта относи-

тельно эталонного белка в анализе активности на основе Е. coli определяли посредством глубокого сек-

венирования. Фенотип индивидуальных точковых мутаций количественно определяли в множестве ус-

ловий жесткости селекции в контексте M537R/F870L (условия 1 и 2), и третьего условия на фоне WT-

AsCas12a (условия 3). Как показано на фиг. 5А-С, показатели фенотипа (т.е. натуральный логарифм от-

носительной выживаемости) вариантов положительно коррелируют в различных условиях (р ~ 0,7), де-

монстрируя стабильность и воспроизводимость этого подхода. В качестве положительного контроля, 

выживание только в случае M537R и F870L/I, но не каких-либо других замен, в этих положениях было 

более высоким, чем у WT-AsCas12a (фиг. 5D). Напротив, мутация R537 или L870 на M537R/F870L-

AsCas12а стабильно снижала выживаемость (фиг. 5Е). Эти результаты продемонстрировали, что показа-

тель фенотипа, определенный посредством бактериального скрининга, отражает активность ранее оха-

рактеризованных вариантов AsCas12a в отношении расщепления ДНК в РАМ ТТТТ. 

Для дальнейшего подтверждения результата бактериального скрининга авторов изобретения, они 

исследовали четыре точковых мутации AsCas12a с большей выживаемостью, чем у эталона, в трех усло-

виях (L505K, S510L, P569D и P599G, фиг. 5F). Следует отметить, что было показано, что P599G повыша-

ет активность расщепления AsCas12a в РАМ ТТСС. Другие три точковых мутации не были охарактери-

зованы ни в одних из опубликованных исследований до настоящего времени. Таким образом, авторы 

изобретения определяли выживаемость клеток Е. coli, трансформированных плазмидами, экспресси-

рующими индивидуальный вариант AsCas12a, при селекции. По сравнению с WT-AsCas12a, все ото-

бранные посредством селекции точковые мутации повышали выживаемость при нацеливании на участок 

РАМ ТТТТ (фиг. 6). Неожиданно, польза этих точковых мутаций сохранялась даже в контексте 

M537R/F870L-AsCas12a, где выживаемость была далее повышенной (фиг. 7). В совокупности, эти ре-

зультаты продемонстрировали, что высокопроизводительный скрининг авторов изобретения может точ-

но спрогнозировать фенотип неохарактеризованных вариантов AsCas12a. 

Показатели фенотипа 3194 вариантов AsCas12a с единичной точковой мутацией, охватываемых 

скринингом с достаточным результатом секвенирования, приведены в табл. 3. В целом, ~60% демонст-

рировали некоторую пользу (т.е. показатель фенотипа > 0) в одних из трех условий. 
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Таблица 3 

Обобщение для отобранных посредством селекции вариантов в различных фоновых условиях 
1
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1
 Ключ к сокращенным обозначениям заголовков: мутанты определены посредством однобуквенно-

го обозначения аминокислоты (дикий тип) в данном положении в полипептиде AsCas12a дикого типа 

(например, положение аминокислоты 500), за которым следует аминокислотная замена в варианте; "По-

казатель обогащения (1)" относится к показателю обогащения для варианта на фоне условий 1; "Стан-

дартная ошибка (1)" относится к стандартной ошибке для экспериментов, проведенных для данного ва-

рианта на фоне условий 1; "Показатель обогащения (2)" относится к показателю обогащения варианта на 
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фоне условий 2; "Стандартная ошибка (2)" относится к стандартной ошибке для экспериментов, прове-

денных для данного варианта на фоне условий 2; "Показатель обогащения (3)" относится к показателю 

обогащения для варианта на фоне условий 3; "Стандартная ошибка (3)" относится к стандартной ошибке 

для экспериментов, проведенных для данного варианта на фоне условий 3; "Наличие какого-либо поло-

жительного обогащения?" относится к наличию положительного обогащения для данного варианта на 

фоне по меньшей мере одних экспериментальных условий; "наличие стабильного положительного обо-

гащения?" относится к наличию положительного обогащения для данного варианта на фоне всех протес-

тированных условий. 

187 вариантов (~6% от всех) стабильно повышали выживаемость во всех условиях (табл. 4). Эти ва-

рианты, включая четыре подтвержденных индивидуально, могут быть объединены на WT- или 

M537R/F870L-AsCas12a, для способствования ее активности в отношении расщепления ДНК в РАМ 

ТТТТ. 

Таблица 4 

Точковые мутации, стабильно обогащенные относительно эталонных белков во всех условиях 
1
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1
 Показаны показатели фенотипа (т.е. натуральный логарифм относи-

тельного обогащения) для каждой точковой мутации. Планка погрешно-

стей оценивает точность измерения, которая зависит от подсчета по-

средством секвенирования для каждого варианта в библиотеках. В ана-

лиз были включены только варианты с результатом подсчета 50 во всех 

библиотеках. 

В табл. 5 представлены последовательности, использованные в качестве праймеров для получения 

библиотеки насыщающего мутагенеза AsCas12a. Использовали стандартные рекомбинантные способы и 

технологии. Библиотеку для скрининга конструировали с использованием способа, описанного в Wren-

beck et al. (2016). 



047378 

- 116 - 

Таблица 5 

Последовательности праймеров для получения библиотеки насыщающего мутагенеза AsCas12a 
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a
 Для "NNK" N относится к А, С, Т или G; K относится к G или Т. 

Что касается табл. 4, эталонная (т.е. дикого типа) последовательность полипептида представляет 

собой SEQ ID NO: 462, на которой эти мутанты основаны при сравнении. Полинуклеотиды, кодон-

оптимизированные для экспрессии в Е. coli и клетках человека, которые кодируют SEQ ID NO: 462, 

представляют собой SEQ ID NO: 463 и 464 соответственно. Те же мутации также вносили на фоне 

M537R/F870L-AsCas12a. Соответствующая последовательность эталонного пептида для M537R/F870L-

Cas12a представляет собой SEQ ID NO: 465 (измененные аминокислоты подчеркнуты). Полинуклеотиды, 

кодон-оптимизированные для экспрессии в Е. coli и клетках человека, которые кодируют SEQ ID NO: 

465, представляют собой SEQ ID NO: 466 и 467, соответственно (измененные кодоны подчеркнуты). 
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Дополнительные полинуклеотиды и полипептиды, относящиеся к этому примеру, включают вари-

анты Cas12a, имеющие одну аминокислотную замену M537R и F870L, как показано ниже. Подчеркнутые 

кодоны или аминокислоты соответствуют изменениям относительно соответствующих последовательно-

стей Cas12a WT. SEQ ID NO: 468, оптимизированная для Е. coli ДНК M537R. 
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Пример 6. Рациональное конструирование слитых полипептидов Cas12a. 

Слитые полипептиды Cas12/a, имеющие дополнительные мотивы, позволяющие ядерную локализа-

цию в эукариотических клетках (в совокупности, "NLS" или "последовательности NLS"), и/или мотивы 

для очистки и детекции (в совокупности "аффинные метки") входят в объем настоящего изобретения. 

Иллюстративные сигналы ядерной локализации ("NLS" или "последовательности NLS") хорошо извест-

ны в данной области и включают последовательности, идентифицированные посредством полинуклео-

тидных и аминокислотных последовательностей, представленных в табл. 6. 
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Таблица 6 

Иллюстративные последовательности NLS 

 
Иллюстративные мотивы для очистки и/или детекции меток включают аффинные метки, которые 

также хорошо известны в данной области. Часто, дополнительные аминокислотные линкеры, встроенные 

до или после дополнительных мотивов, могут обеспечить повышение экспрессии и/или стабильности 

экспрессированного слитого полипептида Cas12/a. Два примера аффинных меток определяются поли-

нуклеотидными и аминокислотными последовательностями, представленными ниже в табл. 7. 

Таблица 7 

Иллюстративные аффинные метки 

 

 
Слитые полипептиды Cas12a, которые включают сигнал ядерной локализации, линкерные амино-

кислоты и/или аффинные метки, можно без труда конструировать с использованием химических поли-

пептидных способов или экспрессировать со сконструированных полинуклеотидов, кодирующих поли-

пептиды в рамке считывания, созданные с использованием технологии рекомбинантных ДНК. Такие 

технологии хорошо известны и входят в пределы способностей специалиста в данной области. Рабочие 

примеры таких полинуклеотидов и полипептидов иллюстрируются SEQ ID NO: 5-30. Слитые варианты 

полипептида Cas12a, которые кодируют открытые рамки считывания SEQ ID NO: 59-245, имеющие по-

следовательности ядерной локализации и/или аффинные метки и необязательно при необходимости 

аминокислотные линкеры, входят в объем настоящего изобретения. Ниже приведены иллюстративные 

варианты Cas12a, имеющие сигналы ядерной локализации. 

В кратком изложении, способ сайт-направленного мутагенеза (SDM) использовали для создания 

экспрессирующих конструкций, имевших кодирующие последовательности AsCas12a с различными сиг-

налами ядерной локализации (NLS). Сайт-направленный мутагенез проводили путем конструирования 

комплементарных праймеров, которые охватывают желаемое изменение(я) нуклеотидных оснований, 

вместе с фланкирующей плазмидный вектор последовательностью, где каждая фланкирующая область 

имеет температуру плавления (Tm) по меньшей мере 60°С. Затем проводили анализ посредством полиме-

разной цепной реакции (ПЦР) с использованием стандартных условий циклических повторений в тече-

ние всего 16 циклов. Фермент рестрикции, DPN I, добавляли к отщеплению исходного материала плаз-

мидного вектора, так что оставался только новый продукт, содержавший изменения оснований. После 

обработки DPN I небольшим количеством продукта ПЦР трансформировали компетентные клетки Е. 

coli, выделяли в среде SOC и сеяли на агарозные чашки со средой Луриа (LB) с канамицином. Скрининг 

колоний проводили с использованием способа секвенирования Сэнгера для подтверждения правильных 

изменений оснований в отобранных клонах. 

SEQ ID NO: 488 оптимизированная для E. coli ДНК Cas12a WT с линкерами NLS. 
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Подчеркнутые последовательности относятся к нуклеотидам, кодирующим последовательности 

аминокислотных линкеров. Последовательности с двойным подчеркиванием относятся к нуклеотидам, 

кодирующим последовательности ядерной локализации (линкер NLS). Выделенные курсивом последова-

тельности относятся к нуклеотидам, кодирующим аминокислотные последовательности аффинных меток 

((HIS)6). 

SEQ ID NO: 489 оптимизированная для Е. coli ДНК Cas12a M537R F870L с линкерами NLS. 
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Выделенные полужирным шрифтом и подчеркнутые последовательности относятся к мутантным 

кодонам, введенным в открытую рамку считывания Cas12a. Подчеркнутые последовательности относят-

ся к нуклеотидам, кодирующим аминокислотные линкерные последовательности. Последовательности с 

двойным подчеркиванием относятся к нуклеотидам, кодирующим последовательности ядерной локали-

зации (линкер NLS). Выделенные курсивом последовательности относятся к нуклеотидам, кодирующим 

аминокислотные последовательности аффинных меток ((HIS)6). 

SEQ ID NO: 490 оптимизированная для человека ДНК Cas12a WT с линкерами NLS. 
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Подчеркнутые последовательности относятся к нуклеотидам, кодирующим аминокислотные после-

довательности линкеров. Последовательности с двойным подчеркиванием относятся к нуклеотидам, ко-

дирующим последовательности ядерной локализации (линкер NLS). Выделенные курсивом последова-

тельности относятся к нуклеотидам, кодирующим аминокислотные последовательности аффинных меток 

((HIS)6). 

SEQ ID NO: 491 оптимизированная для человека ДНК Cas12a M537R F870L с линкерами NLS. 
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Выделенные полужирным шрифтом и подчеркнутые последовательности относятся к мутантным 

кодонам, внесенным в открытую рамку считывания Cas12a. Подчеркнутые последовательности относят-

ся к нуклеотидам, кодирующим аминокислотные последовательности линкеров. Последовательности с 

двойным подчеркиванием относятся к нуклеотидам, кодирующим последовательности ядерной локали-

зации (линкер NLS). Выделенные курсивом последовательности относятся к нуклеотидам, кодирующим 

аминокислотные последовательности аффинных меток ((HIS)6). 
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Подчеркнутые последовательности относятся к аминокислотным последовательностям, кодирую-

щим аминокислотные последовательности линкеров. Последовательности с двойным подчеркиванием 

относятся к аминокислотным последовательностям, кодирующим последовательности ядерной локали-

зации (линкер NLS). Выделенные курсивом последовательности относятся к аминокислотным последо-

вательностям, кодирующим последовательности аффинных меток ((HIS)6). 

 

 
Выделенные полужирным шрифтом и подчеркнутые последовательности относятся к мутантным 
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аминокислотам, внесенным в вариант полипептида Cas12a. Подчеркнутые последовательности относятся 

к аминокислотным последовательностям, кодирующим последовательности аминокислотных линкеров. 

Последовательности с двойным подчеркиванием относятся к аминокислотным последовательностям, 

кодирующим последовательности ядерной локализации (линкер NLS). Выделенные курсивом последова-

тельности относятся к аминокислотным последовательностям, кодирующим аминокислотные последова-

тельности аффинных меток ((HIS)6). 

Ссылки 

 

 
Включение в качестве ссылок. 

Все патенты, патентные заявки, публикации патентных заявок и другие публикации, цитированные 

в настоящем описании, включены в настоящее описание в качестве ссылок, как если бы они указаны в 

полном объеме. 

Предпочтительные варианты осуществления 

Настоящее изобретение описано с помощью того, что в настоящее время считается наиболее прак-

тичными и предпочтительными вариантами осуществления. Однако изобретение представлено в качест-

ве иллюстрации и подразумевается, что оно не ограничено описанными вариантами осуществления. Та-

ким образом, специалисту в данной области будет понятно, что предусматривается, что изобретение ох-

ватывает все модификации и альтернативные схемы, входящие в пределы сущности и объема изобрете-

ния, как указано в прилагаемой формуле изобретения. 

ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ 

1. CRISPR-ассоциированный белок, содержащий полипептид, содержащий вариант Cas12a, где ва-

риант Cas12a выбран из группы, состоящей из SEQ ID NO: 473 и 465. 

2. CRISPR-ассоциированный белок по п.1, где вариант Cas12a представляет собой SEQ ID NO: 473. 

3. CRISPR-ассоциированный белок по п.1, где вариант Cas12a представляет собой SEQ ID NO: 465. 

4. Рибонуклеопротеиновый комплекс CRISPR, содержащий: 

гидовую РНК; и 

CRISPR-ассоциированный белок, содержащий полипептид, содержащий вариант Cas12a, где вари-

ант Cas12a выбран из группы, состоящей из SEQ ID NO: 473 и 465. 

5. Рибонуклеопротеиновый комплекс CRISPR по п.4, где вариант Cas12a представляет собой SEQ 

ID NO: 473. 

6. Рибонуклеопротеиновый комплекс CRISPR по п.4, где вариант Cas12a представляет собой SEQ 

ID NO: 465. 

7. Способ повышения эффективности редактирования генов в участках РАМ TTTN в клетке по-

средством рибонуклеопротеинового комплекса CRISPR, включающий: приведение клетки в контакт с 

рибонуклеопротеиновым комплексом CRISPR по любому из пп.4-6. 

8. Способ по п.7, где участки РАМ TTTN состоят из одного из участков, выбранных из группы уча-

стков РАМ ТТТА, ТТТТ и ТТТС. 

9. Набор, предназначенный для проведения редактирования генов in vitro, содержащий гидовую 

РНК и CRISPR-ассоциированный белок, содержащий полипептид, содержащий вариант Cas12a, где ва-

риант Cas12a выбран из группы, состоящей из SEQ ID NO: 473 и 465. 

10. Набор по п.9, где вариант Cas12a представляет собой SEQ ID NO: 473. 

11. Набор по п.9, где вариант Cas12a представляет собой SEQ ID NO: 465. 
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