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Комплексы CRISPR-Cas представляют собой защитные системы прокариот для борьбы
с бактериофагами и другими чужеродными генетическими элементами. Белки эффекторы
Cas обладают направленной нуклеазной активностью, активирующейся после того, как бе-
лок Cas, направляемый гидовой РНК, распознает определенную последовательность PAM
(Мотив, примыкающий к протоспейсеру). Способность направленного узнавания и рас-
щепления ДНК Cas-эффекторов активно применяется в методах редактирования генома
и диагностики. Широкое применение в диагностике инфекционных заболеваний получи-
ли системы CRISPR-Cas12a за счет своей коллатеральной активности – способности белка
Cas12a к неспецифическому разрезанию всех доступных одноцепочных ДНК молекул по-
сле направленного расщепления ДНК мишени.[1]

Целью данной работы была характеризация коллатеральной активности системы CRISPR-
ScCas12a (PAMYTTN) из бактерии S. cyanobacteriorum, и выявление степени ее специфич-
ности путем сравнения с широко описанным белком AsCas12a (PAM TTTN) из бактерии
Acidaminococcus sp.[1] Исследование уровня специфичности системы проводилось методом
измерения интенсивности световых потоков, возникающих вследствие индуцированного
коллатеральной активностью нуклеазного расщепления одноцепочных флуоресцентных
ДНК репортеров после направленного разрезания комплексами CRISPR-ScCas12a ДНК
мишеней. В исследовании использовались специфичные ДНК мишени с точечными заме-
нами во всех положениях PAM. Измерение проводилось с помощью Bio-Rad CFX96.

Экспериментальные результаты показали более высокую степень специфичности кол-
латеральной активности белка ScCas12a по сравнению с AsCas12a при точечных заменах
во 2-м и 3-м положении относительно референсного PAM - TTTG. Соотношение степеней
специфичности коллатеральных активностей ScCas 12a к AsCas 12a для каждой из точеч-
ных замен во 2-м положении PAM составило A – 2.71±0.6, G – 1.31±0.22, C – 1.09±0.09 и
3-м положениях PAM A – 4.18±1.23, G – 2.17±0.67, C – 1.36±0.18.

На основе полученных данных было проведено исследование распознавания Cas систе-
мами точечной мутации H275Y вируса гриппа H1N1, увеличивающей его контагиозность
в несколько раз и обеспечивающей вирус резистентностью к озельтамивиру.[2] Отноше-
ние степеней специфичности коллатеральной активности исследуемых белков для данной
мутации составило 5.31 в пользу системы ScCas12a, что указывает на крайне высокую
чувствительность к заменам в PAM и на потенциал к использованию изучаемой системы
в диагностических целях. Работа выполнена в рамках государственного задания Минобр-
науки РФ (№FSEG-2023-0014).
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