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Введение

Доступ к быстрым и надежным методам детекции нуклеиновых кислот
с заданной последовательностью нуклеотидов имеет решающее значение в раз
личных областях, таких как диагностика заболеваний человека, животных и
растений, мониторинг состояния окружающей среды и биотехнология.

На сегодняшний день наибольшее распространение получили диагностиче
ские тест-системы, основанные на использовании полимеразной цепной реакции
(ПЦР), так как она имеет высокую чувствительность и специфичность, что поз
воляет детектировать отдельные молекулы нуклеиновых кислот в реакционной
смеси. В качестве альтернативы методу ПЦР могут быть использованы методы
изотермической амплификации, которые позволяют получить результат быст
рее в сравнении с ПЦР и работают при постоянной температуре.

Согласно критериям Всемирной организации здравоохранения эталонная
диагностическая тест-система должна обладать высокой чувствительностью
и специфичностью, низкой стоимостью проведения реакции, быть примени
мой непосредственно в пунктах оказания медицинской помощи (point-of-care
diagnostic), а также не требовать большого количества специализированного
оборудования и технической помощи или обходиться совсем без них. На сего
дняшний день ни одна система детекции нуклеиновых кислот не удовлетворяет
всем этим требованиям. Поэтому актуальной задачей являются создание более
совершенных диагностических тест-систем, сочетающих в себе чувствитель
ность и специфичность ПЦР с простотой, экономической эффективностью и
скоростью методов изотермической амплификации. Перспективным подходом,
отвечающим этим условиям, является использование естественной способности
прокариотических систем CRISPR/Cas с высокой чувствительностью и специ
фичностью распознавать последовательности ДНК в изотермических условиях.
Один из подходов использования систем CRISPR/Cas для детекции нукле
иновых кислот заключается в связывании двух белков dCas9 с целевыми
последовательностями ДНК с последующней детекцией их солокализации с по
мощью репортерных систем на основе сплит-ферментов.
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Цели и задачи работы

Целью данной работы являлся молекулярный дизайн структуры биосен
сора нуклеиновых кислот на основе двух белков dCas9 и фрагментов фермента
β-лактамазы.

Для достижения данной цели были поставлены следующие задачи:
1. Разработка принципиальной структуры биосенсора, способного к гене

рации детектируемого сигнала при связывании двух белков dCas9 с
соседними локусами ДНК. Определение пространства параметров для
оптимизации структурной модели.

2. Создание структурных моделей посадки пар химерных белков dCas9
с пришитыми фрагментами фермента β-лактамазы на ДНК, анализ
геометрических свойств комплексов и подбор оптимальных вариантов
расположения комплексов.

3. Анализ характеристик пептидных линкеров, соединяющих комплексы
dCas9 с фрагментами β-лактамазы с помощью метода молекулярной
динамики.

4. Анализ эффективности взаимодействия фрагментов β-лактамазы при
заданных сайтах посадки белков dCas9 и длинах пептидых линкеров.

5. Определение оптимальных параметров биосенсорной системы на основе
результатов моделирования.

Объем и структура работы. Работа состоит из введения, 4 глав, за
ключения.

Полный объём работы составляет 48 страниц, включая 7 рисунков и 3 таб
лицы. Список литературы содержит 50 наименований.
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Глава 1. Обзор литературы

1.1 Существующие клинические методы детекции нуклеиновых
кислот

В данном разделе дается обзор систем детекции целевых последователь
ностей нуклеиновых кислот, которые используются в клинической практике, а
также рассматриваются их преимущества и недостатки.

1.1.1 Полимеразная цепная реакция

В основе полимеразной цепной реакции (ПЦР) лежит способность тер
мостабильных ДНК-полимераз катализировать реакцию полимеризации ДНК
матрицы в присутствии других участников реакции, таких как праймеры,
которые комплементарны противоположным концам разных цепей целевого
фрагмента ДНК, дезоксирибонуклеозидтрифосфаты, ионы 𝑀𝑔2

+, а также
буферный раствор, обеспечивающий необходимые условия реакции — рН и
ионную силу раствора. Данный метод получил широкое распространение в
различных областях от биотехнологии и наук о жизни до детекции целевых
последовательностей нуклеиновых кислот.

С момента изобретения ПЦР в 1983 году появилось большое число ее
вариантов, в том числе ПЦР в реальном времени, также называемой коли
чественной ПЦР (кПЦР), которая позволяет одновременно с амплификацией
ДНК проводить измерение количества ее копий. Для количественного опреде
ления используют два метода — флуоресцентные красители, интеркалирующие
в двухцепочечные молекулы ДНК, например, широко используемый SYBR
Green, и модифицированные олигонуклеотиды (ДНК-зонды), которые флуо
ресцируют после гибридизации с комплементарными участками ДНК в фазе
отжига праймеров или фазе элонгации. Теоретически ПЦР позволяет регистри
ровать отдельные молекулы в реакционной смеси. Наиболее чувствительные
тест-системы имеют статистически достоверный предел обнаружения в несколь
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ко десятков молекул ДНК в 1 мл, благодаря чему полимеразная цепная реакция
стала «золотым стандартом» для молекулярной диагностики вирусных и бак
териальных инфекций [1].

Однако данный метод имеет ряд недостатков с точки зрения удобства
использования и стоимости: большинство вариантов детекции нуклеиновых
кислот, основанных на ПЦР, являются многоэтапными, требующими больших
затрат времени и материалов, а также дорогостоящего и сложного оборудо
вания и обученного персонала для работы на нем. Более того, циклическое
изменение температуры способствует неспецифической гибридизации прай
меров и ампликонов. Следует также отметить, что ПЦР не может быть
использована для обнаружения нуклеиновых кислот в живых клетках, так как
на первой стадии реакции (денатурация) происходит плавление дуплекса ДНК
путем нагревания последней до 94 — 96 °C.

1.1.2 Изотермическая амплификация

Вторым по масштабам применения методом детекции целевых последова
тельностей нуклеиновых после методов, основанных на ПЦР, являются методы
изотермической амплификации нуклеиновых кислот. Они позволяют получить
результат в пределах 60 минут, и могут работать при постоянной температуре
благодаря использованию специальных ферментов, что устраняет необходи
мость использования дорогостоящего оборудования, такого как амплификатор.
Примерами таких методов являются петлевая изотермическая амплификация
(англ. Loop-Mediated Isothermal Amplification, LAMP) и рекомбиназная поли
меразная амплификация (англ. Recombinase Polymerase Amplification, RPA).

Метод LAMP заключается в использовании как минимум четырех спе
циально сконструированных праймеров, комплементарных разным участкам
детектируемой ДНК, а также Bst-полимеразы, с высокой способностью к
замещению цепей и способной проводить амплификацию при постоянной
температуре 60 °С [2]. Наличие дополнительных праймеров обуславливает
формирование характерных петлеобразных структур, которые, в случае ис
пользования шести праймеров, выступают в роли дополнительных центров
инициации полимеризации. Также использование такого количества праймеров
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увеличивает специфичность LAMP в сравнении с ПЦР, где в стандартном про
токоле используется всего два праймера. Продукты реакции, образующиеся в
LAMP, можно регистрировать не только с помощью электрофореза или с ис
пользованием интеркалирующих красителей, но и по косвенным признакам: в
ходе полимеризации ДНК активно образуется побочный продукт реакции — пи
рофосфат, при взаимодействии которого с ионами магния в реакционной смеси
образуется нерастворимая соль, замутняющая раствор [3].

Другим примером изотермической амплификации является метод RPA,
в котором на первом этапе амплификации происходит образование комплекса
рекомбиназы с прямым и/или обратным праймером. В присутствии компле
ментарной последовательности фермент расплетает дуплекс, что позволяет
праймеру связаться с этой последовательностью, также этому процессу способ
ствует наличие белков, связывающих одноцепочечную ДНК. При добавлении
в реакционную смесь ДНК-полимеразы, способной к замещению цепи (обычно
Bsu-полимераза), происходит разрушение комплекса рекомбиназа/праймер, по
сле чего полимераза связывается с двухцепочечной ДНК и удлиняет праймер.
Вновь синтезированный продукт реакции служит матрицей для следующего
цикла. Оптимальное значение температур для данного метода лежит в интер
вале 37 — 42 °С [4].

Хотя методы изотермической амплификации имеют вышеуказанные пре
имущества, у них есть и недостатки. Так, для метода LAMP основным
препятствием является правильный дизайн праймеров [5]. Также в некоторых
случаях может быть критичным размер целевого фрагмента ДНК, так как
для метода LAMP он должен составлять не менее 130 пар нуклеотидов, что
в несколько раз больше необходимого количества для ПЦР [2; 6]. При исполь
зовании RPA, где реакция может протекать при комнатной температуре, могут
возникать продукты взаимодействия праймеров друг с другом, а также неспе
цифические взаимодействия комплекса рекомбиназа/праймер с матрицей [7].

1.2 Система CRISPR/Cas

В данном разделе дается краткий обзор биологических функций систем
CRISPR/Cas, их классификации и практического приложения.
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1.2.1 Система CRISPR/Cas — адаптивная иммунная система
прокариот

В природе система CRISPR/Cas является адаптивной иммунной си
стемой бактерий и архей, устраняющей попадающие в клетку чужеродные
генетические элементы: нуклеиновые кислоты бактериофагов, плазмиды. Из
обозначения следует, что CRISPR — это короткие палиндромные повторы, ре
гулярно расположенные группами (англ. Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats). Было показано, что данные повторы, длина которых
обычно составляет 30—40 нуклеотидов, разделяются друг от друга неповторя
ющимися повторами (спейсерами), произошедшими из ДНК тех чужеродных
генетических элементов (протоспейсеров), с которыми сталкивалась клетка или
её предшественники [8]. Перед CRISPR-кассетой (так называется последова
тельность генома, состоящая из палиндромных повторов и разделяющих их
спейсеров) располагаются гены cas, сокращенно от CRISPR-associated protein
(рус. CRISPR-ассоциированные белки), кодирующие одноименные белки. При
первой встрече бактерии или археи с инфицирующим агентом ряд белков
системы захватывает участок ДНК патогена и встраивает его в CRISPR-кас
сету генома бактерии в виде спейсера, данный процесс называется адаптацией.
Затем CRISPR-кассета транскрибируется в pre-CRISPR RNA, которая в ре
зультате процессинга образует зрелую CRISPR-RNA (crRNA), содержащую
один спейсер, фланкированный фрагментами повторов. Затем crRNA вместе с
белками Cas формирует эффекторный комплекс, способный распознавать целе
вые последовательности ДНК или РНК за счет образования комплементарных
нуклеотидных пар между протоспейсером и спейсерной части crRNA. Связы
вание с целевой последовательностью приводит к ее последующей деградации
самим эффекторным компексом, либо за счет привлечения дополнительных
белков Cas, данный процесс называется интерференцией. Можно заметить, что
последовательности протоспейсеров закодированы в геноме бактерии в CRISPR
кассете в виде спейсеров, поэтому во избежание деградации собственных
последовательностей ДНК бактериальные системы CRISPR/Cas учитывают
мотив, расположенный рядом с протоспейсером (англ. protospacer adjacent
motif (PAM)), который представляет собой несколько нуклеотидов, располагаю
щихся непосредственно перед последовательностью протоспейсера. Этот мотив
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одинаков для всех протоспейсеров из одной CRISPR-кассеты и определён эф
фекторным комплексом. Таким образом, суммарно CRISPR-кассета и гены
cas составляют CRISPR-локус и представляют собой двухмодульную систему,
часть генов которой кодирует белки, участвующие в адаптации — приобрете
нии новых спейсеров, а другая часть отвечает за эффекторные функции, то
есть процессинг РНК, транскрибируемой с CRISPR-кассеты, а также за распо
знавание и разрезание целевых последовательностей нуклеиновых кислот [9].
Модуль адаптации в значительной степени однороден во всем разнообразии си
стем CRISPR/Cas и состоит из эндонуклеазы Cas1 и структурной субъединицы
Cas2. Напротив, эффекторные модули сильно различаются между типами и
подтипами систем CRISPR/Cas, поэтому именно состав белков эффекторного
комплекса положен в основу классификации этих систем [10]. На сегодняшний
день выделяют два класса систем CRISPR/Cas [10], внутри которых выделяют
по несколько типов по наличию в составе эффекторного комплекса белка, отсут
ствующего в системах других типов (Таблица 1). Каждый тип в свою очередь
подразделяют на несколько подтипов.

1.2.2 Системы CRISPR/Cas первого класса

Отличительная особенность систем CRISPR/Cas первого класса состоит
в том, что эффекторная часть данных систем представляет собой мульти
субъединичный белковый комплекс. К этому классу относят системы первого
(характерный белок — Cas3), третьего (характерный белок — Cas10) и функци
онально не охарактеризованного четвертого типа с характерным белком Csf1.

Часть генов CRISPR-локуса типа I кодируют белки, образующие комплекс
Cascade, который образует нуклеопротеиновый комплекс с молекулой crRNA.
Этот комплекс распознает мотивы PAM и раскручивает целевую ДНК (про
тоспейсер), в результате чего образуется дуплекс crRNA/ДНК. Связывание
комплекса Cascade/crRNA с ДНК влечет за собой привлечение белка Cas3,
который разрезает цепь ДНК [11].

В основе функционирования систем CRISPR/Cas типа III основано на
мультисубъединичном комплексе, состоящем из crRNA, комплексов Csm в
системах подтипа III-A и комплексов Cmr в системах подтипа III-B. Для
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этих систем характерен белок Cas10, который играет роль в активации
неспецифических рибонуклеаз Csm6 и Csx1. После распознавания целевой
последовательности РНК системами CRISPR/Cas типа III, инициируется по
лимеразная активность белка Cas10 с последующим Cas10-опосредованным
образованием циклических олигонуклеотидов. Связывание таких нуклеотидов
с Csm6 активирует рибонуклеазный домен этого белка, который разрушает как
РНК-мишень, так и другие соседние молекулы РНК [12].

Выделение систем CRISPR/Cas типа IV основано на особенностях архи
тектуры эффекторного комплекса, а также налчии характерного белка этого
комплекса — Cpf1. Этот тип чаще всего обнаруживается в плазмидах, но функ
циональные особенности системы этого типа остаются неясными [13].

1.2.3 Системы CRISPR/Cas второго класса

Системы CRISPR/Cas второго класса включают тип II и менее рас
пространенные типы V и VI, каждый из которых обладает уникальными
эффекторными белками, а также они характеризуются менее сложной органи
зацией, поскольку их эффекторный модуль состоит только из одного большого,
многодоменного и многофункционального белка. Поэтому именно системы
CRISPR/Cas класса 2 получили наибольшее распространение в практических
задачах благодаря своей простоте.

В наиболее изученной CRISPR/Cas системе класса 2 типа II в качестве
эффекторной нуклеазы выступает белок Cas9. Он формирует комплекс с дву
мя РНК — crRNA, несущей информацию о последовательности спейсера, и
выполняющей структурную функцию транс-активирующей CRISPR-RNA —
tracrRNA (англ. trans-activating CRISPR RNA) [9]. Данный рибонуклеопроти
еиновый комплекс специфичным образом связывается с последовательностями
ДНК за счет образования гетеродуплекса между целевой ДНК и комплементар
ным участком спейсера crRNA, затем нуклеаза вносит двухцепочечный разрыв
в ДНК. Хотя для практических задач можно использовать crРНК и tracrРНК,
разработка технологии единой направляющей РНК — sgRNA (англ. single guide
RNA), которая объединяет crRNA и tracrRNA в единую молекулу, позволила
упростить эту систему [14]. Также критическим для связывания с мишенью
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Рисунок 1 — Схема нуклеопротеинового комплекса белка SpCas9 с sgRNA и
ДНК. Последовательность PAM выделена красным цветом, спейсерная часть

sgRNA — зеленым, структурная часть sgRNA — оранжевым

является наличие мотива (последовательности) PAM, узнаваемого самим эф
фекторным белком. Так, для наиболее используемого белка Cas9 — белка Cas9
из Streptococcus pyogenes (SpCas9), данный мотив представляет собой последова
тельность трех нуклеотидов — 5′-NGG-3′ (где N — любой нуклеотид), который
фланкирует целевую ДНК с 3′-конца и располагается на нетаргетной цепи про
тоспейсера (Рисунок 1). Разрезание цепей ДНК происходит благодаря наличию
у Cas9 двух нуклеазных домена: HNH и RuvC, которые разрезают таргетную
цепь, которая комплементарна спейсерной части crRNA, и нетаргетную цепь
протоспейсера соответственно. Разрезание происходит с образованием «тупых»
концов на расстоянии трех нуклеотидов от последовательности PAM [14].

Для эффекторного белка системы CRISPR/Cas типа V Cas12 характер
но наличие эндонуклеазного домена RuvC, который катализирует расщепление
как таргетной цепи протоспейсера, так и нетаргетной с образованием «липких»
концов [15]. К данному тиипу относится несколько подтипов: V-A (эффектор
ный белок — Cas12a), V-B (эффекторный белок — Cas12b) и т.д. [16]. Недавно
был открыт новый белок, относящийся к системе CRISPR/Cas типа V — Cas14,
который разрезает одноцепочечную ДНК (оцДНК) без необходимости нали
чия последовательности PAM в отличие от белков Cas12, которые разрезают
двухцепочечную ДНК (дцДНК) только при наличии мотива PAM [17]. Также
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характерным свойством для эффекторных комплексов данного класса систем
CRISPR/Cas является их коллатеральная активность, когда после разреза
ния целевой последовательности нуклеиновый кислоты, белок Cas начинает
разрезать любую ДНК или РНК. Так, для белков Cas12 [18] и Cas14 [17] колла
теральная активность проявляется в их способности разрезать любую оцДНК
после разрезания целевой последовательности.

Системы CRISPR/Cas типа VI включают подтипы VI-A, VI-B, VI-C и
VI-D. Эффекторный белок CRISPR/Cas типа VI — Cas13 [19]. Уникальное
свойство этих систем — способность распознавать и разрезать одноцепочеч
ные молекулы РНК (оцРНК) с помощью доменов HEPN1 и HEPN2. Также
для функционирования комплекса Cas13 необходимы только сам белок Cas13
и crRNA. Более того, как и эффектоные белки системы CRISPR/Cas типа V
Cas13 обладает коллатеральной активностью, но она направлена не на оцДНК,
а на оцРНК [20].

1.2.4 Применение систем CRISPR/Cas в биоинженерных задачах

Идея первого практического применения систем CRISPR/Cas основы
валась на их биологической функции: они использовались для получения
промышленных штаммов, устойчивых к бактериофагам [22]. Также было пока
зано, что эффекторную способность этих систем можно направить не только на
последовательности фагов, но и на последовательности плазмидной ДНК, тем
самым ограничивая горизонтальный перенос генов [23]. После исследований, по
казавших, что систему CRISPR/Cas можно использовать для деградации ДНК
в различных организмах, а также изобретении технологии sgRNA для Cas9,
была выдвинута идея редактирования геномов с помощью систем CRISPR/Cas
типа II, которая заключается в индуцировании двухцепочечного разрыва в це
левой последовательности ДНК, комплементарной спейсерной части молекулы
sgRNA. После этот разрыв можно устранить с помощью одного из механизмов
репарации — негомологичного соединения концов или гомологичной рекомби
нации. Последний механизм осуществляетя, если в клетки вместе с комплексом
Cas9/sgRNA добавить молекулу ДНК с нужной последовательностью [24]. За
создание технологий, позволяющих проводить редактирование генома с исполь
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зованием систем CRISPR/Cas9 Эмманюэль Шарпантье и Дженнифер Даудна
получили Нобелевскую премию по химии 2020 года.

Однако применение систем CRISPR/Cas не ограничивается их способ
ностью разрезать целевые последовательности, их способность специфически
связываться с нуклеиновыми кислотами также получила широкое распро
странение в различных практических задачах. Для использования такой
способности у белка Cas9 была получена его версия, неспособная разрезать
ДНК, а только специфически связываться с ней, которая называется dCas9
(англ. dead Cas9). Данный белок был получен путем введения точечных му
таций в эндонуклеазные домены белка Cas9: D10A в домене RuvC и H840A в
домене HNH [14]. Такой белок может использоваться для доставки транскрип
ционных репрессоров или активаторов к специфическим последовательностям
ДНК с целью их регулирования, такие системы называются CRISPRi (англ.
CRISPR interference) и CRISPRa (англ. CRISPR activation) соответственно [25].
Еще одним примером использования белка dCas9 является метод CASFISH
(флуоресцентной гибридизации in situ, опосредуемой CRISPR/Cas9), в кото
ром к dCas9 пришивается флуоресцентный белок, что позволяет флуоресцентно
метить локусы-мишени [26]. Также системы CRISPR/Cas используются для
детекции целевых последовательностей ДНК в составе диагностических тест
ситсем [27].

1.3 Системы детекции нуклеиновых кислот на основе систем
CRISPR/Cas

Не так давно начали разрабатываться подходы детекции целевых по
следовательностей нуклеиновых кислот, основанных на использовании си
стем CRISPR/Cas и их способности программируемым образом специфически
связываться с последовательностями ДНК или РНК, которые называются
CRISPR-based diagnostic (CRISPR-Dx). Таким образом, в данном разделе дает
ся обзор нескольких биосенсоров нуклеиновых кислот, основанных на системах
CRISPR/Cas, которые используют разные активности белков Cas.
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1.3.1 Детекция нуклеиновых кислот с помощью систем
CRISPR/Cas типов V и VI

Одно из направлений использования систем CRISPR/Cas в диагностиче
ских целях, основывается на использовании способности некоторых типов этих
систем после узнавании целевой последовательности неспецифически разрезать
последовательности ДНК или РНК — их коллатеральной активности.

В 2018 году нобелевский лауреат Дженнифер Даудна и ее коллеги пред
ставили диагностичекую платформу на основе системы CRISPR/Cas типа V
— DETECTR (англ. DNA endonuclease-targeted CRISPR trans reporter) [18].
В его основе лежит коллатеральная активность белка Cas12a, выделенного из
Lachnospiraceae bacterium (LbCas12a), который после специфического связыва
ния с дцДНК за счет формирования дуплекса между спейсерной частью sgRNA
и протоспейсером, приобретает коллатеральную активность и разрезает любые
молекулы оцДНК в растворе. В системе DETECTR в качестве сигнала присут
ствия целевой последовательности ДНК в растворе выступает флуоресценция,
которая возникает в результате неспецифического разрезания оцДНК-репорте
ров, меченых флуорофором и гасителем флуоресценции, после того, как Cas12a
связался с целевой последовательностью. Также DETECTR был совмещен с
этапом изотермической амплификации RPA (см. пункт 1.1.2), что повыша
ет аналитическую чувствительность диагностического теста. Коллатеральную
активность белка Cas14 (см. пункт 1.2.3) также можно использовать для де
текции целевых последовательностей нуклеиновых кислот. В отличие от Cas12,
Cas14 более чувствителен к нуклеотидным несоответствиям между sgRNA и
матрицей-мишенью, что позволяет использовать Cas14 для обнаружения одно
нуклеотидных полиморфизмов в ДНК [17].

В 2017 году Фэн Чжан и его коллеги разработали диагностическую плат
форму на основе белка Cas13 — SHERLOCK (англ. Specific High-Sensitivity
Enzymatic Reporter UnLOCKing), который базируется на тех же принципах,
что и DETECTR, но Cas13 связывает и неспецифически расщепляет молеку
лы оцРНК (см. пункт 1.2.3) [28]. Однако использование in vitro транскрипции
позволяет методу SHERLOCK детектировать и ДНК-мишени. Шаг изотерми
ческой амплификации RPA (в случае с нуклеиновой кислотой в виде ДНК) или
RPA с обратной транскрипцией (в случае с целевой нуклеиновой кислотой в
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виде РНК), с последующей T7 транскрипцией может использоваться для обога
щения целевых молекул и повышения чувствительности. Амплифицированные
фрагменты РНК смешивают с комплексом Cas13/crRNA и флуоресцентными
РНК-репортерами. Если молекулы-мишени присутствуют в образце, Cas13 рас
познает их и неспецефически расщепляет флуоресцентные РНК-зонды за счет
коллатеральной активности, нарушая взаимодействие между флуорофором и
гасителем, в результате чего возникает флуоресцентный сигнал. Во второй
версии данного метода (SHERLOCKv2) для считывания сигнала присутствия
целевой последовательности нуклеиновой кислоты в растворе были использо
вана технология тест-полосок, а также РНК-репортеров, меченых биотином
и флуоресцеином, что позволяет визуально, без использования специального
оборудования оценить присутствия целевых последовательностей нуклеиновых
кислот в растворе [29].

1.3.2 Детекция нуклеиновых кислот с помощью систем
CRISPR/Cas типа II

Биосенсоры на основе систем CRISPR/Cas типа II могут использовать
способность белка Cas9 специфически вносить разрезы в целевые последова
тельности ДНК. На этом основаны ряд методов детекции нуклеиновых кислот,
таких как CRISDA (англ. CRISPR–Cas9-triggered nicking endonuclease-mediated
Strand Displacement Amplification) [30] и Cas-EXPAR (англ. CRISPR/Cas9
triggered isothermal exponential amplification reaction) [31]. В методе CRISDA ис
пользуется комбинация технологий CRISPR/Cas9, а именно никазы Cas9 (белок
Cas9 с мутацией в эндонуклеазном домене HNH, которая делает белок способ
ным разрезать только одну цепь ДНК), и метода амплификации с замещением
цепи. А в подходе Cas-EXPAR Cas9 используется для введения сайт-специ
фичных разрезов в ДНК-мишень с экспоненциальной реакцией амплификации
нуклеиновых кислот с последующем считыванием флуоресцентного сигнала.

Альтернативный подход к применению систем CRISPR/Cas типа II для
детекции заключается в использовании способности белков этих систем связы
ваться с целевыми последовательностями ДНК без их разрезания (binding-based
biosensing). Один из примеров такого вида биосенсора является техноло
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гия CRISPR–Chip, в которой используется рибонуклеопротеиновый комплекс
dCas9/sgRNA (см. пункт 1.2.4), соединенный через линкер с графеновым по
левым транзистором [32]. Специфическое связывание рибонуклеопротеинового
комплекса с целевой ДНК изменяет электрические характеристики транзисто
ра и приводит к появлению выходного электрического сигнала. Такой принцип
работы биосенсора позволяет получить результат в течение 15 минут.

Другим примером использования способности белков Cas9 связываться с
целевыми последовательностями ДНК состоит в использовании гибридных ком
плексов белков dCas9 c различными парами репортерных белков, пришитых к
белкам dCas9 с помощью пептидного линкера. Репотртерными белками могут
быть флуоресцентные белки, образующие донорно-акцепторную пару, а также
сплит-ферменты (англ. split enzymes) — ферменты, искусственно разделенные
на два фрагмента, которые могут спонтанно соединятся, образуя функциональ
ный фермент [33]. Если в качестве репортерных белков выбрать сплит-фермент,
то принцип работы биосенсора следующий: когда два комплекса dCas9, слитых
с фрагментами сплит-фермента, связываются с целевой последовательностью
ДНК в пространственно близких участках, фрагменты сплит-фермента объеди
няются с восстановлением биологической активности, что является сигналом
наличия целевой последовательности в реакционной смеси. В качестве сплит
ферментов для репортерных систем могут выступать люцифераза светлячка,
бактериальная β-лактамаза, β-галактозидаза и др. [33]. β-лактамаза в каче
стве сплит-фермента обладает рядом преимуществ: небольшой размер (29 кДа),
независимость от незначительных колебаний рH, возможность колориметри
ческой детекции сигнала в результате расщепления хромогенного субстрата
например нитроцефина (гидролиз нитроцефина превращает желтый субстрат
в красный продукт, что позволяет отслеживать реакцию, измеряя оптическую
плотность при 492 нм), а также усиление сигнала за счет накопления продук
тов реакции со временем.
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Таблица 1 — Краткая характеристика систем CRISPR/Cas. Адаптировано из
Kostyusheva A. et al. 2021 [21]

Класс
систем
CRISPR/Cas

Тип Эффекторный
белок

Тип целевой
нуклеиновой
кислоты (дц -
двухцепочечная,
оц - одноцепочеч
ная)

Класс 1 Тип I Мультисубъединичный
белковый комплекс
(характерный белок
Cas3)

оцДНК

Тип III Мультисубъединичный
белковый комплекс
(характерный белок
Cas10)

дцДНК/оцРНК

Тип IV Мультисубъединичный
белковый комплекс
(характерный белок
Cpf1)

Неизвестно

Класс 2 Тип II Cas9 дцДНК
Тип V Cas12 дцДНК, коллате

ральная активность
направлена на
оцДНК

Cas 14 оцДНК, коллате
ральная активность
направлена на
оцДНК

Тип VI Cas13 оцРНК, коллате
ральная активность
направлена на
оцРНК
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Глава 2. Материалы и методы

2.1 Создание структурных моделей комплексов пар химерных
белков dCas9 с пришитыми фрагментами фермента β-лактамазы

Координаты атомов структур белка dCas9 и β-лактамазы были взя
ты из базы данных структур белковых молекул PDB. Для моделирования
комплекса dCas9/sgRNA/ДНК была выбрана структура деактивированного
нуклеопротеинового комплекса Cas9, выделенного из Streptococcus pyogenes
— SpdCas9 (PDB ID 5Y36) (Рисунок 2А) [34], а для фермента β-лактамазы
— структура β-лактамазы TEM1 (PDB ID 1XPB) (Рисунок 2Б) [35]. Сплит
вариант β-лактамазы создавался путем расщепления этого фермента между
Glu197 и Leu198, поэтому, соответственно, получались два фрагмента фермен
та — N-концевой фрагмент (Nlact (26 — 196 аминокислоты)) и C-концевой
(Clact (198 — 290 аминокислоты)) (Рисунок 2Б). Крепление фрагментов ве
лось через новообразовавшиеся свободные концевые аминокислотные остатки.
Последовательность линкера была выбрана на основании статьи, в которой
был предложен метод использования сплит-фермента β-лактамазы для ко
личественного определения динамических белок-белковых взаимодействий в
интактных живых клетках [36]. Этот линкер имел следующую последователь
ность — (𝐺𝑙𝑦.𝐺𝑙𝑦.𝐺𝑙𝑦.𝐺𝑙𝑦.𝑆𝑒𝑟)2. Затем были выбраны следующие позиции для
крепления линкеров с фрагментами сплит-фермента на поверхности белков
dCas9: N-концевой аминокислотный остаток для крепления Nlact и C-коцевой
остаток для крепления Clact.

Атомистические молекулярные модели химерных белков dCas9 с фраг
ментами фермента β-лактамазы, соединенных с dCas9 с помощью линкеров,
создавались с использованием программ UCSF Chimera [37] и MODELLER [38].
Программа MODELLER использовалась для получения химерных комплексов,
а UCSF Chimera для последующей ручной настройки торсионных углов φ и
ψ аминокислотных остатков линкера. Для оптимизация полученных структур
использовалась функция geometry minimization в программе Phenix [39]. В ре
зультате были получены две химерные структуры: Nlact-dCas9 и dCas9-Clact.
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А Б

Glu197

Рисунок 2 — A — структура нуклеопротеинового комплекса SpCas9 (PDB
ID 5Y36); циановым выделена sgRNA, оранжевым — таргетная цепь протоспей
сера, маджента — нетаргетная. Б — структура β-лактамазы TEM1 (PDB ID
1XPB); зеленым выделен фрагмент Nlact, красным — Clact, синим — позиция

расщепления фермента на фрагменты

Тандемные комплексы связывания с ДНК пар химерных белков dCas9 с
пришитыми фрагментами сплит-фермента в зависимости от расстояния меж
ду сайтами связывания ДНК с комплексами (последовательностями PAM) и
взаимной ориентации создавались с помощью скриптов на языке Python 3 для
программы UCSF Chimera. Для моделирования дополнительной ДНК между
двумя комплексами была использована структура ДНК в B-форме, которая
строилась в программе UCSF Chimera (Рисунок 4А). Для ее соединения с моде
лями комплексов dCas9 выполнялось структурное выравнивание двух крайних
нуклеотидных пар соединительной ДНК с двумя крайними нуклеотидными
парами ДНК дуплекса в структуре нуклеопротеиновых комплексов dCas9.
Выравнивание проводилось методом минимизации среднеквадратичного откло
нения положений следующих атомов нуклеотидов: 𝑂5′, 𝐶5′, 𝐶4′, 𝑂4′, 𝐶3′, 𝑂3′,
𝐶2′, 𝐶1′. Для измерения расстояний и углов в получаемых структурах исполь
зовались пакеты MDAnalysis [40] и NumPy [41]. В качестве меры оптимальности
расположения фрагментов β-лактамазы относительно оси ДНК вычислялся
двугранный угол α, образованный следующими точками: геометрические цен
тры двух белков dCas9 и геометрические центры Nlact и Clact (Рисунок 3).
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Рисунок 3 — Схема двугранного угла α между геометрическими центрами
двух белков dCas9 (2 и 3) и геометрическими центрами Nlact и Clact (1 и 4).
Последовательности PAM выделены красным цветом; спейсерные части sgRNA

— зеленым

2.2 Молекулярная динамика моделей комплексов пар химерных
белков dCas9 с пришитыми фрагментами фермента β-лактамазы

Для анализа характеристик пептидных линкеров, соединяющих комплек
сы dCas9 с фрагментами β-лактамазы, а именно для оценки расстояний от
позиций крепления линкеров до центров фрагментов сплит-фермента для трех
моделей в различных взаимных ориентациях, была проведена молекулярная
динамика.

В основе молекулярной динамики лежит сопоставление реальному моле
кулярному объекту математического образа системы взаимодействующих ма
териальных точек, движение которых описывается согласно законам Ньютона.
Функция потенциальной энергии описывает взаимодействия между материаль
ными точками системы, которые можно разделить на валентные и невалентные
(2.1). Валентные взаимодействия включают в себя изменения длин химических
связей, углов между связями, а также двугранных углов и плоских групп. К
парным относятся кулоновские и Ван-дер-Ваальсовы взаимодействия.

𝑈 = 𝑈вал. св. + 𝑈вал. угл. + 𝑈торс. угл. + 𝑈плоских гр. + 𝑈vdW + 𝑈qq (2.1)



23

Идея метода заключается в численном решении уравнений Ньютона.
Взаимодействия одной частицы системы со всеми другими определяет ее по
тенциальную энергию, чей градиент, взятый со знаком минус, определяет силу,
действующую на частицу в данный момент времени (2.2). Сила, в свою оче
редь, определяет величину и направление ускорения движения частицы (2.3).
Таким образом, при заданных начальных скоростях и положениях частиц мож
но определить развитие системы во времени.

𝐹𝑖 = −δ𝑈(𝑟1, . . . 𝑟𝑁)

δ𝑟𝑖
(2.2)

𝑚𝑖
𝑑2𝑟𝑖
𝑑𝑡2

= 𝐹𝑖, 𝑖 = 1, . . . 𝑁 (2.3)

Молекулярная динамика проводилась в крупнозернистом приближении в
силовом поле SIRAH [42] (Рисунок 4Б). Такое приближение дает значительное
уменьшение числа моделируемых частиц и увеличение шага интегрирования,
что позволяет достигать значительных времен моделирования. При подготовке
моделей нуклеотидные остатки, соответствующие sgRNA, переименовывались
в соответствующие остатки ДНК (урацил переименовывался в тимин). Для
проведения молекулярной динамики химерные системы помещались в вы
числительную ячейку — ромбододекаэдр с минимальным расстоянием от
молекулярной модели до границ расчетной ячейки 2 нм. Затем в расчетную
ячейку добавлялись молекулы воды, которые моделировались в крупнозерни
стом представлении — модель WT4. Также в систему добавлялись ионы 𝑁𝑎+ и
𝐶𝑙− для нейтрализации суммарного заряда системы и достижения ионной силы
раствора 150 мМ. Подробные параметры моделируемых систем: число частиц,
молекул воды и ионов, размер ячейки и время моделирования показаны в таб
лице 2. Расчеты траекторий молекулярной динамики проводились с помощью
пакета программ GROMACS 2020.1 [43]. Подготовленные системы проходили
минимизацию энергии и поэтапное уравновешивание с постепенным ослаблени
ем ограничений. Минимизация проводилась с использованием метода steepest
descent gradient с позиционными ограничениями 500 кДж/моль/Å2. Затем сле
довали пять шагов уравновешивания:

1. 200 пс с позиционными ограничениями 500 кДж/моль/Å2 c шагом ин
тегрирования 1 фс.

2. 2000 пс с позиционными ограничениями 50 кДж/моль/Å2 c шагом ин
тегрирования 20 фс.
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3. 2000 пс с позиционными ограничениями 5 кДж/моль/Å2 c шагом инте
грирования 20 фс.

4. 2000 пс с позиционными ограничениями 0.5 кДж/моль/Å2 c шагом ин
тегрирования 20 фс.

5. Свободная симуляция в течение 2000 пс.
Система моделировалась в NPT ансамбле с температурой 300 К, давле

нием 1 бар с использованием метода velocity rescale scheme [44] и баростата
Parrinello-Rahman [45].

Шаг моделирования молекулярной динамики состовлял 20 фс. Кадры
траекторий молекулярной динамики сохранялись каждые 10 нс. Вычисления
траекторий молекулярной динамики проводились на кафедральном вычисли
тельном кластере Newton.

Таблица 2 — Параметры молекулярной динамики систем пар химерных
белков dCas9 с пришитыми фрагментами фермента β-лактамазы. В каждой си
стеме Clact с линкером крепился к C-концевому остатку первого белка dCas9,
Nlact — к N-концевому остатку второго белка
Ориентация
системы

Расстояние
между
последо
ватель
ностями
PAM, нук
леотиды

Размер
ячей
ки,
нм3

Число
частиц

Число
моле
кул
воды

Число
ионов,
Na/Cl

Время,
мкс

PAM-direct 49 21490,25 17244 66080 2301/1963 4,77
PAM-in 27 19975,94 17028 59698 2075/1773 5,12
PAM-out 53 15897,79 17244 47192 1740/1402 7,89

2.3 Использование библиотеки LabelLib для оценки доступного
пространства для фрагментов сплит-фермента

Из кадров молекулярной динамики, соответствующих последним 4 мкс
моделирования, вычислялись расстояния от центров аминокислотных остатков
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Рисунок 4 — Три варианта представления структуры комплекса пары хи
мерных белков dCas9 с пришитыми фрагментами фермента β-лактамазы в
PAM-direct ориентации с расстоянием между последовательностями PAM в 49
нуклеотидов; циановым выделена sgRNA, оранжевым — таргетная цепь прото
спейсера, маджента — нетаргетная, зеленым — Nlact, красным — Clact. A —
полноатомная модель. Б — крупнозернистая модель. В — модель c сетками, со
ответствующими доступным областям меток с заданными длинами линкеров;

красная сетка соответствует распределению для Clact, зеленая — Nlact

белков dCas9, к которым крепился линкер, до центров фрагментов фермента
β-лактамазы. Из полученного распределения вычислялись медианные значе
ния, если распределение являлось бимодальным вычислялись медианы пиков,
соответствующих большим значениям расстояний.

Структурные модели тандемных комплексов двух белков dCas9 с ДНК с
заданным расстоянием между последовательностями PAM, в различных взаим
ных ориентациях, а также без линкеров и фрагментов сплит-фермента были
построены с помощью функций на языке Python 3 и пакета MDAnalysis. Со
единение и выравнивание моделей нуклеопротеиновых комплексов dCas9 c
моделью соединительной ДНК проводилось аналогично пункту 2.1.

Для анализа эффективности взаимодействия фрагментов β-лактамазы
при заданных сайтах посладки белков dCas9 и длинах пептидных линкеров для
полученных моделей использовалась библиотека LabelLib [46], которая позво
ляет без проведения молекулярной динамики оценить пространство доступное
для меток, присоединенных к молекулам с помощью линкеров. Это простран
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ство представляется в виде сетки, в узлах которой записана информация о
возможности нахождения центра метки в этом узле. На вход подается пози
ция крепления линкера, длина линкера, равная расстоянию от точки крепления
линкера до цента метки, ширина линкера и радиус метки, аппроксимированной
до сферы. Для оценки доступного объема для метки LabelLib создает трехмер
ную сетку с заданным шагом, из которой отбираются воксели, в которых может
оказаться метка при заданной длине линкера. Затем выбираются только те по
зиции, в которых отстутствуют стерические перекрывания метки с молекулами
окружения. Таким образом, на выход мы получаем координаты сетки, сответ
ствующего объему пространства, доступного для метки. Однако данный подход
можно использовать для оценки доступного пространства не только для меток,
но и для белковых молекул, что и было сделано в данной работе: оценивалось
доступное пространство для фрагментов фермента β-лактамазы, пришитыми
с помощью линкеров к двум белкам dCas9 (Рисунок 4В).
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Глава 3. Результаты

3.1 Принципиальная структура биосенсора на основе двух белков
dCas9

При разработке молекулярных систем важным шагом является опреде
ление минимального пространства параметров для ее оптимизации. Также и
в данной работе первым шагом было задание пространства параметров, кото
рое наиболее полно будет отражать структурные характеристики систем пар
химерных белков dCas9 с пришитыми фрагментами фермента β-лактамазы,
присоединенных к белкам dCas9 с помощью линкеров. Структурные па
раметры, выбранные в данной работе, можно разделить на варьируемые,
оптимизируемые и вспомогательные. К варьируемым параметрам относятся
взаимная ориентация двух нуклеопротеиновых комплексов dCas9 на ДНК,
ориентация фрагментов β-лактамазы, позиции крепления фрагментов сплит
фермента с помощью линкеров к белкам dCas9, расстояние вдоль ДНК между
сайтами связывания двух комплексов dCas9. К оптимизируемым — длины
линкеров в ангстремах, вероятность взаимодействия фрагментов фермента
β-лактамазы и отсутствие стерических пересечений между комплексами. К
вспомогательным — угол, отражающий расположение фрагментов β-лактамазы
относительно оси ДНК, а также расстояние между этими фрагментами. Для
экспериментального определения этих параметров потребовались бы большое
количество времени и ресурсов, однако с помощью молекулярного моделиро
вания такой анализ можно провести значительно быстрее, а также сделать его
вариабельным с точки зрения выбора белков Cas и белков репортерной системы.

Взаимная ориентация двух нуклеопротеиновых комплексов dCas9 опреде
ляется выбором таргетных цепей ДНК — цепей, с которыми спейсерные части
sgRNA комплексов образуют гетеродуплексы (Рисунок 1). Исходя из этого,
возможны четыре варианта взаимной ориентации двух комплексов dCas9, ко
торые можно определить положением последовательностей PAM относительно
тандемных комплексов: PAM-direct-forward и PAM-direct-reverse — последова
тельности PAM располагаются на одной цепи (различаются выбором цепи, на
которой располагаются последовательности PAM); PAM-in — последователь
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ности PAM располагаются на разных цепях ДНК и ориентированы «внутрь»
тандемного комплекса; PAM-out — последовательности PAM располагаются на
разных цепях ДНК и ориентированы «наружу» тандемного комплекса. Однако
различие между PAM-direct-forward и PAM-direct-reverse имеет значение толь
ко при выборе мишеней для детекции, но для моделирования эти варианты
являются идентичными, поэтому в данной работе рассматривается только ори
ентация PAM-direct-forward и называется просто PAM-direct (Рисунок 5). Для
присоединения фрагментов β-лактамазы Nlact и Clact с помощью линкеров к
белкам dCas9 в данной работе были выбраны N- и C-концевые аминокислотные
остатки белков dCas9, то есть моделировались четыре варианта прикрепления
с помощью линкеров фрагментов сплит-фермента:

1. Nlact и Clact с помощью линкеров крепятся к C-концевым остаткам
двух белков dCas9.

2. Nlact и Clact крепятся к N-концевым остаткам двух белков dCas9.
3. Nlact крепится к N-концевому остатку одного белка dCas9, а Clact — к

C-концевому остатку другого белка dCas9.
4. Nlact крепится к C-концевому остатку одного белка dCas9, а Clact — к

N-концевому остатку другого белка dCas9.
Ориентация фрагментов β-лактамазы определяется ориентацией кодирующей
цепи целевой последовательности: фрагмент, расположенный ближе к 5′-концу
считается первым, к 3′-концу — вторым. Таким образом, с учетом трех ориен
таций системы, четырех вариантов прикрепления фрагментов сплит-фермента
к белкам dCas9, а также двух вариантов ориентации фрагментов β-лактамазы
возникает двадцать четыре варианта конфигураций системы пар химерных бел
ков dCas9 с пришитыми фрагментами фермента β-лактамазы на ДНК, которые
и исследовались в данной работе.

3.2 Выбор структурных моделей пар химерных белков dCas9 с
пришитыми фрагментами фермента β-лактамазы, определение

длин линкеров

Для определения оптимизируемого параметра длин линкеров, которые со
единяют фрагменты фермента β-лактамазы с белками dCas9, была проведена
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Рисунок 5 — Схема возможных вариантов взаимного расположения двух
нуклеопротеиновых комплексов SpdCas9 на локусе ДНК, выбранных для мо
делирования в данной работе. Последовательности PAM выделены красным

цветом; спейсерные части sgRNA — зеленым

молекулярная динамика комплексов пар химерных белков dCas9 с пришитыми
фрагментами сплит-фермента в крупнозернистом приближении в силовом поле
SIRAH (см. пункт 2.2). Однако для этого необходимо было получить и выбрать
оптимальные атомистические модели этих комплексов. Методика получения та
ких моделей описана в пункте 2.1. На основе моделирования комплексов была
получена зависимость вспомогательных параметров: расстояния между геомет
рическими центрами фрагментами фермента β-лактамазы (Nlact и Clact), а
также угла α, отражающего расположение фрагментов β-лактамазы относи
тельно оси ДНК (Рисунок 3), от расстояния между последовательносями PAM
(Рисунок 6А). Затем были выбраны модели без стерических пересечений с наи
меньшими значениями вспомогательных параметров для каждой из ориентаций
системы. Этот выбор основывался на предположении, что при больших зна
чениях расстояния между центрами фрагментов сплит-фермента существует
вероятность того, что части сплит-фермента не объединятся, а если выбранный
комплекс обладает большим значением угла α, такому объединению может пре
пятствовать разделяющая комплексы ДНК. На основании этого были выбраны
следующие модели: для ориентации PAM-direct модель с расстоянием в 49 нук
леотидов между последовательностями PAM, для PAM-in — в 27 нуклеотидов
и для PAM-out — в 53 нуклеотида. В этих моделях Сlact крепился с помощью
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А Б

Рисунок 6 — А — график зависимости расстояния между центрами Сlact и
Nlact и угла α от расстояния между последовательностями PAM для моделей
в ориентации PAM-direct; серым выделена стерически недоступная область; оп
тимальная для молекулярной динамики модель отмечена точкой и подписана.
Б — график зависимости расстояния между центрами C- и N-концевых остат
ков двух белков dCas9 и центрами Clact и Nlact от времени за последние 4 мкс

молекулярной динамики для модели в ориентации PAM-direct

линкера к C-концевому аминокислотному остатку первого белка dCas9, а Nlact
— к N-концевому остатку второго dCas9. Затем для этих моделей в ходе молеку
лярной динамики были получены зависимости расстояний от геометрических
центров аминокислотных остатков белков dCas9, к которым крепились линке
ры, до центров соответствующих фрагментов β-лактамазы за последние 4 мкс
молекулярной динамики (Рисунок 6Б). Затем были рассчитаны медианные зна
чения расстояний согласно пункту 2.3.

3.3 Анализ эффективности взаимодействия фрагментов
β-лактамазы, выбор оптимальных значений структурных

параметров биосенсора

В качестве метода для оценки тандемных комплексов двух белков dCas9
на ДНК была выбрана эффективность объединения фрагментов β-лактамазы,
которые моделировалась в виде сфер с радиусами равным их радиусам ги



31

рации: 14 Å для Clact и 18 Å для Nlact. Пространство, доступное для этих
фрагментов, оценивалось с использованием библиотеки LabelLib (см. пункт
3.3.) (Рисунок 4В). Шаг решетки задавался равным 3 Å. Позиции для креп
ления линкеров — центры N- или C-концевых аминокислотных остатков двух
белков dCas9. Для использования параметра длины линкера необходимо было
привести расстояния, полученные при оценке траекторий молекулярной дина
мики, к расстояниям, используемым при работе с библиотекой LabelLib. Для
этого были выполнены линейные аппроксимации зависимостей медианных рас
стояний от точек крепления линкеров до узлов сетки, полученных из LabelLib,
от диапазона расстояний с шагом 1 Å от медианных значений, которые бы
ли получены в результате молекулярной динамики. В итоге получились шесть
значений расстояний от точек крепления линкеров до центров фрагментов
сплит-фермента (по три значения на каждый из фрагментов), из которых были
выбраны два наибольших значения для каждого фрагмента, так как с увели
чением длин линкеров объем пространства, доступный для фрагментов, также
увеличивается. Эти расстояния составили 66 Å для Clact и 58 Å для Nlact.
Затем считались попарные расстояния между узлами сеток, в которых нахо
дились центры фрагментов, с помощью библиотеки SciPy [47]. Из узлов сеток
отбирались те, расстояние между которыми было не больше, чем сумма ради
усов гирации фрагментов β-лактамазы. Количество таких узлов, отнесенное к
общему количеству узлов сеток пропорционально вероятности взаимодействия
фрагментов β-лактамазы и, таким образом, соответствует эффективности это
го взаимодействия.

Для определения оптимальных параметров биосенсора был произведен
анализ двадцати четырех конфигураций системы (см. пункт 3.1). В результа
те этого анализа были получены зависимости эффективности взаимодействия
фрагментов β-лактамазы от расстояния между последовательностями PAM
(Рисунок 7). Эффективность взаимодействия фрагментов для структурных
моделей измерялась в единицах эффективности взаимодействия: значение
эффективности равное 0 означает, что между сетками, соответствующими рас
пределению фрагментов сплит-фермента в пространстве, нет контактирующих
узлов, если оно равно 1, то каждый узел сетки имеет как минимум один кон
такт с узлом другой сетки.

Для выбора оптимальной ориентации, позиций крепления и порядка рас
положения комплексов фрагментов с белками dCas9 на ДНК были рассчитаны
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Рисунок 7 — Графики зависимости эффективности взаимодействия фраг
ментов β-лактамазы от расстояния между последовательностями PAM для
следующих конфигураций системы (слева направо): ориентация PAM-direct,
Nlact с помощью линкера крепится к С-концевому остатку первого белка
dCas9, Clact — к N-концевому остатку второго белка dCas9 (PAM-direct
C-конец-Nlact_N-конец-Clact); ориентация PAM-in, Nlact с помощью линкера
крепится к С-концевому остатку первого белка dCas9, Clact — к C-концевому
остатку второго белка dCas9 (PAM-in C-конец-Nlact_C-конец-Clact); ориен
тация PAM-out, Nlact с помощью линкера крепится к N-концевому остатку
первого белка dCas9, Clact — к N-концевому остатку второго белка dCas9
(PAM-out N-конец-Nlact_N-конец-Clact). Модели, обладающие наибольшей эф

фективностью, отмечены точкой и подписаны

интегральные характеристики конфигураций, то есть площадь под кривой
зависимости эффективности взаимодействия от расстояния между последо
вательностями PAM методом трапеций с использованием библиотеки NumPy
(Таблица 3). Самым большим суммарным значением эффективности облада
ла конфигурация, соответствующая ориентации PAM-in, где Nlact с помощью
линкера крепился к С-концевому остатку первого белка dCas9, Clact — к C-кон
цевому остатку второго белка dCas9 (PAM-in C-конец-Nlact_C-конец-Clact),
она составила 24,07 единиц эффективности (Таблица 3). Оптимальное рас
стояние между последовательностями PAM для выбранной конфигурации
соответствовало модели с наивысшей эффективностью объединения фрагмен
тов β-лактамазы. Для вышеописанной конфигурации в ориентации PAM-in
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это расстояние составило 29 нуклеотидов (Рисунок 7), при котором эффектив
ность взаимодействия составила 1,0 единиц эффективности. Также условиями
отбора было отсутствие у моделей стерических пересечений между нуклеопро
теиновыми комплексами dCas9. Модели, с эффективностью взаимодействия
фрагментов сплит-фермента отличной от нуля, можно рассматривать в каче
стве основы для биосенсора, однако в данной работе рассматривались модели
с наибольшей эффективностью (Рисунок 7).

Таблица 3 — Интегральные характеристики двадцати четырех возможных
конфигураций системы пар химерных белков dCas9 с пришитыми фрагментами
фермента β-лактамазы для трех ориентаций системы. Подписи строк соответ
ствуют позициям прикрепления фрагментов фермента с помощью линкеров к
белкам dCas9, а также порядку расположения комплексов на последователь
ности ДНК. C-конец — C-концевой аминокислотный остаткок dCas9, N-конец
— N-концевой аминокислотный остаткок dCas9, Nlact — N-концевой фрагмент
β-лактамазы, Clact — C-концевой фрагмент β-лактамазы

PAM-direct PAM-in PAM-out
C-конец-Clact_N-конец-Nlact 16,95 3,14 1,54
N-конец-Nlact_C-конец-Clact 0,35 3,45 1,75
N-конец-Clact_C-конец-Nlact 0,33 3,44 1,64
C-конец-Nlact_N-конец-Clact 17,70 3,38 1,57
N-конец-Clact_N-конец-Nlact 3,34 0,28 13,85
N-конец-Nlact_N-конец-Clact 3,42 0,30 14,27
C-конец-Clact_C-конец-Nlact 0,82 23,48 0,45
C-конец-Nlact_C-конец-Clact 0,96 24,07 0,46
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Глава 4. Обсуждение

В последнее десятилетие применение технологии CRISPR/Cas9 приобре
ло широкую популярность в различных областях. В основе этой технологии
лежит рибонуклеопротеиновый комплекс белка Cas9 с sgRNA, который мо
жет связывать и разрезать ДНК в определенных локусах. Помимо нуклеазной
активности комплекс Cas обладает способностью селективно связываться с по
следовательностями ДНК, которые комплементарны спейсерной части sgRNA,
что позволяет использовать этот комплекс во многих технологических приложе
ниях, например, для обнаружения целевых последовательностей нуклеиновых
кислот. Так, было показано, что технологию CRISPR/Cas можно использо
вать для детекции вирусов Зика и денге [29], а также SARS-Cov-2 [48]. Такие
подходы позволяют проводить диагностические тесты быстрее и не требуют
дорогого и сложного оборудования, что позволяет применять их непосредствен
но в пунктах оказания медицинской помощи (point-of-care diagnostic). Также
биосенсоры на основе систем CRISPR/Cas представляются перспективными, по
скольку легко программируются для связывания с заданными локусами ДНК
путем подбора sgRNA с нужной последовательностью. Поэтому дизайн и раз
работка новых вариантов биосенсоров на основе систем CRISPR/Cas является
важной задачей биоинженерии.

Один из подходов использования систем CRISPR/Cas для детекции нук
леиновых кислот заключается в одновременном связывании двух комплексов
dCas9 с целевым локусом ДНК. При этом детекция сигнала в предлагаемой
конструкции происходит за счет взаимодействия доменов репортерной систе
мы, пришитых к белкам dCas9 с помощью линкеров. Так, в качестве доменов
репортерной системы можно использовать фрагменты фермента β-лактамазы,
после объединения которых фермент восстанавливает свою функцию и появ
ляется возможность колориметрической детекции сигнала. В данной работе
проводилось определение параметров для оптимизации структуры такого био
сенсора, а также их определение методами молекулярного моделирования.
Результаты моделирования соотносятся с экспериментальными данными, по
лученными для схожего биосенсора, в котором в качестве доменов репортерной
системы выступали фрагменты люциферазы NanoLuc, объединение которых
приводит к люминесценции при наличии субстрата фуримазина. Радиусы ги
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рации фрагментов NanoLuc и β-лактамазы имеют близкие значения: 22 Å и 21
Å для NanoLuc и 18 Å и 14 Å для β-лактамазы. Для биосенсора с NanoLuc в
качестве репортера в ходе экспериментальной работы было установлено, что мо
лекулярная система с наибольшей относительной биолюминесценцией обладала
следующими характеристиками: ориентация — PAM-in, позициями крепле
ния фрагментов люциферазы NanoLuc являлись C-концевые аминокислотные
остатки двух белков dCas9, расстояние между последовательносями PAM —
29 нуклеотидов (URL: https://2019.igem.org/Team:TU_Eindhoven/Results).
Однако в другой работе была предложена отличная оптимальная конфигурация
для такого биосенсора: ориентация PAM-out, фрагменты люциферазы светляч
ка крепились к N-концевым аминокислотным остаткам двух белков dCas9,
расстояние между последовательностями PAM — 62 ± 2 нуклотида [49]. В
результатах, полученных в данной работе, система в ориентации PAM-out, в
которой оба фрагмента β-лактамазы крепились к N-концевым остаткам двух
dCas9 белков с расстоянием между последовательностями PAM в 62 нуклео
тида также обладала высокой эффективностью взаимодействия фрагментов
равной 0,91 единиц эффективности, однако расстояние в 52 нуклеотида об
ладало большей эффективностью — 0,99 единиц эффективности (Рисунок 7).
Поэтому полученные в данной работе значения параметров для конфигураций
биосенсора, обладающих наивысшей эффективностью взаимодействия фраг
ментов β-лактамазы, следует проверить экспериментально. Также в данной
работе есть некоторые ограничения. Во-первых, не учитывалась гибкость ДНК,
соединяющей два нуклеопротеиновых комплекса dCas9, хотя она может вносить
свой вклад в эффективность взаимодействия фрагментов сплит-фермента. Во
вторых, в данной работе рассматривались только статические модели, поэтому
при выбранных параметрах системы в динамике между нуклеопротеиновыми
комплексами могут возникать стерические пересечения. В-третьих, в данной
работе была использована простая оценка доступного объема для фрагментов
сплит-фермента с помощью библиотеки LabelLib, не учитывающая потенциаль
ные взаимодействия между фрагментами β-лактамазы и белками dCas9.

В сравнении с системами детекции, использующими коллатеральную ак
тивность белков Cas типов V и VI (см. пункт 1.3.1), а также эндонуклеазной
активности белков Cas9 (см. пункт 1.3.2), подход, рассматриваемой в данной
работе, обладает рядом функциональных особенностей. Так, эндонуклеазная
активность белков Cas обычно более чувствительна к наличию несоответствий

https://2019.igem.org/Team:TU_Eindhoven/Results
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между последовательностью спейсерной частью sgRNA и таргетной цепью про
тоспейсера, чем их способность к связыванию с заданным локусом ДНК [50].
Таким образом, в нашем варианте системы детекции более выражено будут
проявляться возможные офф-таргетные эффекты на уровне связывания одного
dCas9. Однако, данное уменьшение специфичности может компенсироваться за
счет необходимости одновременного связыванию двух белков dCas9 в непосред
ственной близости на детектируемом локусе ДНК. Их взаимодействие через
репортерные сплит-домены будет приводить к наличию кооперативного эффек
та при связывании двух комплексов dCas9, что будет улучшать соотношение
сигнал/шум при регистрации конечного сигнала. Использование колориметри
ческой реакции в качестве сигнала о присутствии целевой последовательности
ДНК в пробе в сравнении с флуоресцентными зондами увеличивает предел
детекции, но дает ряд преимуществ за счет удешевления системы, благодаря от
сутствию зондов и необходимости использования сложного оборудования. Более
того, отсутствие в конструкции биосенсора синтетических компонентов откры
вает возможности его применения in vivo для визуализации определенных
локусов ДНК внутри клеток, в качестве маркера наличия вставок в плазми
дах, а также его интеграции в регуляторные генетические схемы внутри живых
организмов.
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Заключение

В результате данной работы была разработана принципиальная молеку
лярная структура биосенсора, основанного на связывании двух комплексов
dCas9 с соседними локусами ДНК. При этом сигнал детектируется в результате
объединения фрагментов фермента β-лактамазы, соединенных с комплексами
dCas9 с помощью пептидных линкеров. Нами было определено пространство
параметров структурной модели такого биосенсора и проведена оптимизация.
Определение оптимальных параметров велось с использованием методов мо
лекулярного моделирования: атомистического молекулярного моделирования,
молекулярной динамики, а также методов оценки доступного пространственно
го объема для белковых молекул. На основании моделирования были выбраны
оптимальные параметры биосенсорной системы. Методика, использованная в
данной работе, является настраиваемой с точки зрения выбора белков Cas и
белков репортерной системы, что делает возможным ее использование для ди
зайна различных конструкций биосенсоров и других биоинженерных систем на
основе двух белков dCas.
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Выводы

1. Разработана принципиальная молекулярная структура биосенсора по
следовательностей нуклеиновых кислот, основанного на паре химерных
белков dCas9 с пришитыми фрагментами фермента β-лактамазы
(Nlact и Clact). Определено пространство параметров для оптимизации
структурной модели биосенсора: взаимная ориентация двух нуклеопро
теиновых комплексов dCas9 на ДНК (PAM-direct, PAM-in, PAM-out),
позиции крепления фрагментов сплит-фермента с помощью линкеров
к белкам dCas9 (N- или C-концевые аминокислотные остатки), рассто
яние вдоль ДНК между сайтами связывания двух комплексов dCas9.

2. Созданы структурные модели посадки пар химерных белков на ДНК
(dCas9-Nlact, dCas9-Clact), проведен анализ геометрических свойств
комплексов, а также выбор оптимальных моделей для исследования
систем методом молекулярной динамики.

3. Методом молекулярной динамики для тестовых систем охарактеризова
ны вероятности расположения фрагментов сплит-фермента относитель
но белков dCas9, скрепленных с ними гибким пептидным линкером.
Рассчитанные параметры использованы для огрубленного моделиро
вания вероятности нахождения фрагментов в определенных областях
пространства вокруг белков dCas9.

4. Проведен анализ методами огрубленного моделирования эффектив
ности взаимодействия фрагментов β-лактамазы для различных кон
фигураций биосенсора при варьировании структурных параметров.
Осуществлен дизайн оптимальной системы с наибольшей вероятностью
взаимодействия фрагментов сплит-фермента при отсутствии стериче
ских пересечений между нуклеопротеиновыми комплексами dCas9.

5. Определены оптимальные параметры биосенсорной системы: взаимная
ориентация — PAM-in; крепление Nlact и Clact через линкеры произ
водится к C-концевым аминокислотным остаткам двух белков dCas9,
при этом Nlact крепится к первому белку dCas9, Clact — ко второму;
расстояние между последовательностями PAM — 29 нуклеотидов.
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Список рисунков

1 Схема нуклеопротеинового комплекса белка SpCas9 с sgRNA и
ДНК. Последовательность PAM выделена красным цветом,
спейсерная часть sgRNA — зеленым, структурная часть sgRNA —
оранжевым . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 13

2 A — структура нуклеопротеинового комплекса SpCas9 (PDB ID
5Y36); циановым выделена sgRNA, оранжевым — таргетная цепь
протоспейсера, маджента — нетаргетная. Б — структура
β-лактамазы TEM1 (PDB ID 1XPB); зеленым выделен фрагмент
Nlact, красным — Clact, синим — позиция расщепления фермента
на фрагменты . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 21

3 Схема двугранного угла α между геометрическими центрами двух
белков dCas9 (2 и 3) и геометрическими центрами Nlact и Clact (1 и
4). Последовательности PAM выделены красным цветом;
спейсерные части sgRNA — зеленым . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 22

4 Три варианта представления структуры комплекса пары химерных
белков dCas9 с пришитыми фрагментами фермента β-лактамазы в
PAM-direct ориентации с расстоянием между последовательностями
PAM в 49 нуклеотидов; циановым выделена sgRNA, оранжевым —
таргетная цепь протоспейсера, маджента — нетаргетная, зеленым —
Nlact, красным — Clact. A — полноатомная модель. Б —
крупнозернистая модель. В — модель c сетками, соответствующими
доступным областям меток с заданными длинами линкеров;
красная сетка соответствует распределению для Clact, зеленая —
Nlact . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 25

5 Схема возможных вариантов взаимного расположения двух
нуклеопротеиновых комплексов SpdCas9 на локусе ДНК,
выбранных для моделирования в данной работе.
Последовательности PAM выделены красным цветом; спейсерные
части sgRNA — зеленым . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 29



47

6 А — график зависимости расстояния между центрами Сlact и Nlact
и угла α от расстояния между последовательностями PAM для
моделей в ориентации PAM-direct; серым выделена стерически
недоступная область; оптимальная для молекулярной динамики
модель отмечена точкой и подписана. Б — график зависимости
расстояния между центрами C- и N-концевых остатков двух белков
dCas9 и центрами Clact и Nlact от времени за последние 4 мкс
молекулярной динамики для модели в ориентации PAM-direct . . . . 30

7 Графики зависимости эффективности взаимодействия фрагментов
β-лактамазы от расстояния между последовательностями PAM для
следующих конфигураций системы (слева направо): ориентация
PAM-direct, Nlact с помощью линкера крепится к С-концевому
остатку первого белка dCas9, Clact — к N-концевому остатку
второго белка dCas9 (PAM-direct C-конец-Nlact_N-конец-Clact);
ориентация PAM-in, Nlact с помощью линкера крепится к
С-концевому остатку первого белка dCas9, Clact — к C-концевому
остатку второго белка dCas9 (PAM-in
C-конец-Nlact_C-конец-Clact); ориентация PAM-out, Nlact с
помощью линкера крепится к N-концевому остатку первого белка
dCas9, Clact — к N-концевому остатку второго белка dCas9
(PAM-out N-конец-Nlact_N-конец-Clact). Модели, обладающие
наибольшей эффективностью, отмечены точкой и подписаны . . . . 32
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Список таблиц

1 Краткая характеристика систем CRISPR/Cas. Адаптировано из
Kostyusheva A. et al. 2021 [21] . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 19

2 Параметры молекулярной динамики систем пар химерных белков
dCas9 с пришитыми фрагментами фермента β-лактамазы. В
каждой системе Clact с линкером крепился к C-концевому остатку
первого белка dCas9, Nlact — к N-концевому остатку второго белка . 24

3 Интегральные характеристики двадцати четырех возможных
конфигураций системы пар химерных белков dCas9 с пришитыми
фрагментами фермента β-лактамазы для трех ориентаций системы.
Подписи строк соответствуют позициям прикрепления фрагментов
фермента с помощью линкеров к белкам dCas9, а также порядку
расположения комплексов на последовательности ДНК. C-конец —
C-концевой аминокислотный остаткок dCas9, N-конец —
N-концевой аминокислотный остаткок dCas9, Nlact — N-концевой
фрагмент β-лактамазы, Clact — C-концевой фрагмент β-лактамазы 33
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