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Развитие пандемии подтолкнуло научное сообщество на бурное разви-
тие исследований в области ранней диагностики COVID-19. Одним из таких
методов стала технология, основанная на CRISPR/Cas системах. 

На сегодняшний день CRISPR/Cas (сгруппированные, регулярно распо-
ложенные  короткие  полиндромные  повторы)  системы  получили  широкое
распространение в области геномного редактирования. Главным инструмен-
том являются  CRISPR ассоциированные белки  (Cas белки).  Данные белки
способны быстро и эфективно редактировать геномы различных организмов
[1]. Несмотря на то, что данный метод был открыт сравнительно недавно,
уже имеется возможность его использования в генной терапии. 

CRISPR/Cas является адаптивной иммунной системой, представленной
в виде защиты, которая препятствует развитию и распространению чужерод-
ных  нуклеиновых  кислот  в  клетке  [2].  Эта  система  является  мощным
инструментом для борьбы со многими инфекционными агентами [3]. 

Исследователь Ишино в 1987 обнаружил данные повторы у Escherichia
coli,  и они были описаны как  «интересные участки»  [4],  позже,  такие  же
участки были найдены у Haloferax и Haloarcula архей [5], и у Mycobacterium
tuberculosis [6].  Позже  эти  же  повторяющиеся  последовательности  были
найдены у более 40% бактерий и у более 90% у архей [7]. Промежутки между
этими участками отличаются друг от друга.  Функция данных  CRISPR/Cas
систем  была  неизвестна,  но  с  развитием  эпохи  секвенирования,  было
обнаружено,  что  эти  участки  имеются  у  бактериофагов  и  бактерий,  к
которым они резистентны.

В  настоящее  время  наиболее  охарактеризиванным  и  наиболее
используемым белком является  Cas9.  Cas9  это  эндонуклеаза,  которая  раз-
резает  ДНК  в  специфичном  месте.  Помимо  Cas9  существуют  также  и
эндонуклеазы Cas12a, Cas13a, Cas14 и др [8], выступающими альтернативой
данному белку. Cas9 и Cas12a отличаются друг от друга по эволюционному
происхождению, по структурной характеристике и по молекулярному меха-
низму.  В 2018 г. было обнаружено, что помимо эндонуклеазной активности
белок  Cas12a способен деградировать любые неспецифические оцДНК. Это
свойство позволило использовать Cas12a в диагностике бактериальных и ви-



русных инфекций [9]. Диагностика основывается на двух главных компонен-
тах: направляющая РНК, которая задает нуклеотидную последовательность и
эндонуклеаза, которая ее разрезает [10]. 

Механизм  CRISPR/Cas12a в диагностике выглядит следующим обра-
зом: на первом этапе создается комплекс, состоящий из самого белка Cas12a
и направляющей РНК, на втором этапе РНК направляет фермент, определяя
специфичную последовательность в ДНК. Далее комплекс  Cas-гРНК связы-
вается с целевой ДНК, после чего, белок разрезает целевую ДНК, претерпе-
вает конформационные изменения и разрезает оцДНК [11]. Данная оцДНК
может служить в качестве детектора на визуальное определение изменений
конформационной активности комплекса фермента. На одном конце детекто-
ра расположена флуоресцентная метка и гаситель сигнала на другом.

Преимущество  данного  метода  в  небольшом  наборе  используемых
реактивов. Отсутствие необходимости в дорогостоящем оборудовании, высо-
коквалифицированном персонале и соблюдении высоких стандартов диагно-
стических лабораторий делает данный метод диагностики простым, удобным
и легким  в  использовании,  что  расширяет  возможность  «полевой  диагно-
стики».

Целью  данной  работы  являлось  получение  гомолога  Cas12a,
обладающего эндонуклеазной активностью, для дальнейшего использования
в качестве альтернативы для диагностики коронавирусной инфекции.

Материалы и методы: Ген  Cas12a идентифицировали в бактериях с
помощью поиска по гомологии геномных последовательностей, доступных в
базе данных GenBank. Были использованы стандартные методы генетической
инженерии  для  клонирования  и  секвенирования  гена Moraxella bovis,
кодирующего фермент Cas12a. Анализ трасформированных колоний, произ-
водили  методом  ПЦР-скрининга,  с  использованием  рекомбинантной  Taq
ДНК полимеразы, синтезированной в лаборатории [12]. Были оптимизирова-
ны условия  индукции  белка  по  штамму,  температуре,  времени  индукции,
концентрации  ИПТГ  (изопропил-β-D-1-тиогалактопиранозид)  и  частоте
вращения шейкера. 

Компетентные штаммы E. coli, а также плазмидные конструкции были
использованы из лабораторной коллекции. Реактивы, которые были исполь-
зованы в данной работе, являлись производства компаний Sigma-Aldrich, Ap-
pliChem, Promega,  Amresco с категорией чистоты - «Для молекулярной био-
логии». Ферменты эндонуклеазы рестрикции и Т4 ДНК-лигаза были произ-
водства  Thermo  Scientific  (США).  Для  амплификации  гена-мишены  был
использован  фермент  Phusion  High-Fidelity  ДНК-полимераза  (Thermo
Scientific,  США). Для  хроматографической  очистки  белка  были
использованы Ni2+ HiTrap HP и HiTrap Heparin HP колонки (GE Healthcare,
USA).

Протокол  выделения  белка  выглядит  следующим  образом:  штамм
BL21(DE3) культивировали в среде Луриа-Бертани (1% триптона, 0.5% дрож-
жевого экстракта, 1% NaCl), объемом 1 л, который был приготовлен в соот-
ветствии с протоколом [13]. По достижению OD600 = 0,6 добавляли ИПТГ с



конечной концентрацией 1 мМ. Время индукции составило 16 часов. Нали-
чие  в  плазмиде  гексагистидиновой  метки,  позволило  провести  очистку  с
помощью  металло-аффинной  хроматографии  в  градиенте  имидазола.
Благодаря  тому,  что  Cas12а  является  ДНК-связывающим белком,  имелась
возможность провести дополнительную очистку на гепариновой колонке в
градиенте хлорида натрия.  

Электрофоретическое разделение белков проводили по протоколу [14]
в  12%  ПААГ  в  денатурирующих  условиях.  Концентрацию  белков
определеляли по Бредфорду [15]. 

Методом ПЦР из  M.  bovis был получен  ген  длиной 3783 п.о.  и  был
клонирован в плазмиду pET-28c(+).  При сравнении гена  Cas12a M.  bovis с
Cas12a Lachnospiraceae  bacterium,  идентичность  последовательности белка
составила 38.6 %. В полученном рекомбинантном векторе целевой ген клони-
рован под контроль промотора РНК полимеразы бактериофага Т7. В ходе се-
квенирования  рекомбинантного  вектора  делеции,  дупликации,  инсерции  и
другие мутации обнаружены не были.

При  помощи  штамма  E.coli  BL21  была  проведена  электропорация
экспрессионным рекомбинантным вектором  рЕТ-28c  (+)/Cas12a.  Благодаря
высокой  способности  к  накоплению  рекомбинантного  белка  Cas12a в
водорастворимой фракции в течение всего периода индукции, с использова-
нием двухступенчатой хроматографии, удалось провести очистку 10 мг ре-
комбинантного  белка  Cas12a,  обладающего  более  95% степенью чистоты.
Фермент хранили в 50% глицерине при -20℃.

Активность  белка  была  проверена  на  рекомбинантной плазмиде,  со-
держащей ген нуклеокапсида коронавируса.  Результаты показали высокую
специфичность и высокую чувствительность данного метода. 

Метод  CRISPR\Cas является  перспективным  направлением  в  разра-
ботке ранней диагностики многих заболеваний бактериального и вирусного
характера. Этот быстрый и точный способ определения нуклеиновых кислот
позволяет увеличить спектр диагностируемых заболеваний за короткий срок
времени, что позволяет быстро определить очаги заражения инфекционных
агентов. Простота и отсутствие дорогостоящих реагентов и оборудования, а
также отсутствие необходимости в специально обученном персонале, обеспе-
чивает практически безграничное использование в труднодоступных регио-
нах, что особенно остро ощущалось во время пандемии. Потенциал данного
метода наиболее перспективен в биомедицине и биотехнологии.
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