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Список сокращений и условных обозначений 

CRISPR - Clustered Regular Interspaced Short Palindromic Repeats, короткие 

палиндромные повторы, регулярно расположенные группами   

CRISPR-Cas - CRISPR Associated, CRISPR ассоциированные 

Спэйсер – последовательность между повторами в CRISPR кассете 

Протоспэйсер – целевая последовательность комплементарная спэйсеру 

PAM - Protospacer Adjacent Motif, последовательность фланкирующая протоспэйсер  

crРНК – CRISPR РНК 

crRNP – CRISPR ribonucleoprotein complex, CRISPR рибонуклеопротеиновый 

комплекс 

pre-crРНК – pre-CRISPR РНК, РНК транскрипт CRISPR кассеты 

tracrРНК – trans-acting CRISPR РНК, небольшая кодирующая область расположенная 

в отдалении от CRISPR 

ORF – Open Reading Frame, белок-кодирующий участок 

HEPN – Higher Eukaryotes and Prokaryotes Nucleotide-binding domains, домен 

связывающийся с ДНК присутствующий в эукариотах и прокариотах 

NHEJ – non-homologous ends joining, негомологичное соединение концов 

HR – homologous recombination, соединение концов ДНК путем гомологичной 

рекомбинации 

DSB – double strand break, двунитевой разрыв ДНК 

WGS – Whole Genome Shotgun projects database, база данных неполных геномов 

sgРНК – single guide РНК, РНК последовательность, послученная путем слияния 

crРНК и tracrРНК 
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Введение 

 Актуальность работы  

CRISPR-Cas это разнообразные адаптивные иммунные системы в бактериях и археях 

[9, 11, 111, 124, 128]. Эти системы недавно привлекли много внимания из-за их 

уникального “Ламарковского” поведения [98]: они сохраняют память (спэйсеры) от 

предыдущих инфекций, что дает специфичную защиту к этим же инфекциям через 

процесс использующий узнавание по РНК. Этот механизм был успешно и эффективно 

применён для редактирования геномов [158]. Механизм действия и структурные 

особенности CRISPR-Cas систем детально представлены в нескольких недавних обзорах 

[9, 124, 128, 145]. 

CRISPR-Cas системы обладают огромным разнообразием состава Cas белков, а также 

разновидной структурой геномных локусов [112, 114]. Но, несмотря на это разнообразие, 

CRISPR-Cas системы обладают одинаковым набором основных свойств, что может 

означать моно филетическое происхождение. Основные Cas белки могут быть 

сгруппированы в два основных функциональных модуля: адаптационный модуль, 

данный модуль добавляет новый генетический материал в CRISPR кассеты и 

эффекторный модуль, который уничтожает целевую последовательность. 

Адаптационные модули в основном сходны во всех CRISPR-Cas системах, и состоят из 

двух обязательных белков Cas1, Cas2 и иногда Cas4. Эффекторные модули же, напротив, 

показывают сильное разнообразие. Механизм действия CRISPR-Cas систем может быть 

разделён на три активности: адаптация, биогенезис crРНК и интерференция. Во время 

адаптации Cas1-Cas2 белковый комплекс (в некоторых случаях он может содержать 

дополнительные субъединицы) выделяет сегмент из целевой ДНК (этот сегмент 

называют протоспэйсером) и встраиваетяет этот сегмент в 5’ конец CRISPR кассеты 

между повторами, таким образом, добавляя новый спэйсер. На этапе экспрессии и 

обработки CRISPR кассеты (или биогенезис crРНК), кассета со спэйсерами 

транскрибируется в длинный транскрипт, известный как пре-CRISPR РНК (pre-crРНК), 
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который далее процессируется с помощью определённых Cas белков (которые, в 

отдельных случаях, требуют дополнительных белков и РНК молекул) с образованием 

коротких фрагментов CRISPR РНК (crРНК). Эффекторный модуль, направляемый crРНК, 

таргетирует (специфично распознает) и разрезает чужеродные молекулы нуклеиновых 

кислот [112, 116]. Во избежание самотаргетрования CRISPR-Cas системы учитывают 

мотив, расположенный рядом с протоспэйсером (protospacer adjacent motif (PAM)) – 

несколько нуклеотидов, располагающихся непосредственно перед протоспэйсером. Этот 

мотив одинаков для всех протоспэйсеров из одной CRISPR кассеты и определён 

эффекторным комплексом. 

Последняя классификация CRISPR-Cas систем разделяет их на два класса, пять типов 

и шестнадцать подтипов, исходя из архитектуры эффекторных модулей [114]. Системы 

первого класса, которые включают в себя I и III типы, плюс предполагаемая система IV 

типа, обладают мульти-блоковыми эффекторными комплексами, которые составлены из 

нескольких Cas белков. Второй класс CRISPR-Cas систем, который включает в себя тип 

II и предполагаемый тип V, характеризуется наличием эффекторного комплекса, 

состоящего из одного большого блока – большого Cas белка. 

Эффекторные комплексы первого типа CRISPR-Cas систем состоят из 4-7 блоков Cas 

белков в неравной стехиометрии, как показано на примерах CRISPR-ассоциированных 

комплексов для антивирусной защиты (Cascade) для систем первого типа [12, 22, 79, 84], 

и Csm–Cmr комплексов систем III типа [146, 163, 183, 189]. Для второго класса, это Cas9 

- эффекторный белок второго типа CRISPR-Cas систем, это большая, мульти-доменная 

нуклеаза, которая варьируется по размеру, в зависимости от организма от ~950 до более 

чем 1,600 аминокислот и содержит два типа нуклеазных доменов: RuvC подобный домен 

(РНКаза H консервативный домен) и HNH (MrcA подобный консервативный домен) 

домен [111], которые используются для разрезания таргетируемой ДНК [11, 36, 51, 52, 

82, 167]. Этот многофунцкиональный белок был использован как ключевой инструмент 

для редактирования геномов. Недавно, второй эффекторный белок второго класса – Cpf1, 

который содержит RuvC домен, но не HNH домен [114, 169], был обнаружен и было 

показано, что он также является РНК направляемой эндонуклеазой, которая разрезает 

таргетируемую ДНК, но цепи разрезаются в разных местах [205]. В связи со своей 
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уникальной архитектурой, Cpf1-содержащие системы были классифицированы как пятый 

тип CRISPR-Cas систем [114]. 

CRISPR-Cas белки, такие как crРНК направляемая нуклеаза cas9 [52], значительно 

улучшили эффективность редактирования геномов в связи с простотой их использования 

и высокой специфичности распознавания цели [28]. Однако, свойства существующих 

эффекторых комплексов не всегда оптимальны [177], что означает, что есть 

необходимость в новых белковых семействах, которые могли бы расширить и обогатить 

возможности CRISPR-Cas инструментов. Недавно обнаруженный Cpf1 эффекторный 

комплекс [205], который был позже использован для редактирования геномов благодаря 

его уникальным свойствам [206], показывает, что тщательное исследование геномных и 

метагеномных данных необходимо и ожидаемо. Подобное исследование было проведено 

для полных геномов (полностью отсеквенированных геномов) [114], которое показало, 

что основные варианты CRISPR-Cas систем уже известны, однако не полные геномы 

(частично отсеквенированные) и метагеномные базы данных не были покрыты, таким 

образом, новые редкие системы могут быть обнаружены в этих данных [114]. Механизм 

действия второго класса CRISPR-Cas систем достаточно хорошо охарактеризован [128], 

но их происхождение остается недостаточно объяснённым. Новые варианты CRISPR-Cas 

систем могут иметь иные свойства, что может дать новые данные для характеризации 

защитных систем в прокариотах, вирус-хост взаимодействиям, эволюции и 

функционированию CRISPR-Cas систем, а также новые варианты могут быть 

использованы как биотехнологические инструменты.  

Цели и задачи исследования 

Основной целью данного проекта была оценка разнообразия CRISPR-Cas систем 

второго класса – систем с большим (> 500 аминокислот) одноблоковым эффекторным 

комплексом и обнаружение новых CRISPR-cas генов второго класса или вариантов 

известных белков среди бактерий и архей, используя тщательное исследование 

доступных геномных и метагеномных данных. Для достижения разрешения 
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поставленных целей, был разработан биоинформатический подход, который использует 

ключевые компоненты CRISPR-Cas систем для поиска элементов ассоциированных с 

ними. 

В геномных данных были определены и проанализированы два ключевых 

компонента, которые использовались в качестве затравки для поиска новых вариантов 

CRISPR-Cas систем: 

1 – cas1: Данный компонент был выбран из-за того, что он является наиболее 

консервативным среди CRISPR-cas генов. Для данного гена были определены 

белковые профиля высокого качества [113, 187], которые могут быть 

использованы для поиска Cas1 в геномных данных. Факт того, что филогения 

cas1 коррелирует с CRISPR-Cas типами [113] может быть использован для 

определения систем новых типов. Этот компонент является обязательным для 

многих CRISPR-Cas систем: чтобы быть адаптивной, CRISPR-Cas система 

должна иметь возможность встраивать новые спэйсеры, что является ключевой 

функцией cas1 (большинство CRISPR-Cas локусов содержат этот ген [112, 114]). 

Таким образом, одиночные Cas1 ассоциированные с неизвестными белками 

являются целью данного исследования. 

2 – CRISPR кассеты: это ключевой элемент любой CRISPR-Cas системы, который 

используется как база данных содержащая спэйсеры [132]. Большинство 

CRISPR-Cas локусов имеют кассеты рядом с cas генами [114], таким образом, 

новые системы могут быть определены по ассоциации с найденными CRISPR 

кассетами. 

 

Известно, что есть Cas1 белки и CRISPR кассеты, в локусах которых не присутствует 

эффекторных белков [114], что может осложнить использование данного подхода путём 

добавления шума в набор соседских генов, но не смотря на это, основная часть Cas1 и 

CRISPR кассет ассоциированы с другими cas генами. Присутствие этих компонентов 

может указать на новый CRISPR-Cas локус, таким образом определив новые cas гены 

используя принцип “виновности по ассоциации”.   
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Для выполнения данного исследования, были определены следующие задачи:  

1. Определение затравок – Cas1 или CRISPR позиции в бактериальных или архейных 

геномах и дальнейшее использование их в качестве якорных позиций в геноме. 

Данный поиск должен использовать следующие программные инструменты и базы 

данных: PSI-BLAST [3] для определения позиций Cas1; CRISPRFinder [59] и 

PILER-CR [46] для поиска CRISPR кассет; доступные открытые базы данных, 

такие как GenBank [13] и Whole Genome Shotgun projects database (WGS) [211] 

должны быть использованы в качестве пространства для поиска Cas1 и CRISPR 

кассет; 

2. Определение открытых рамок считывания (ORFs) вокруг якорей используя 

GenMark [14] и их аннотация с использованием CDD [120, 121] белковых 

профилей и RPS-BLAST [123] для дальнейшей фильтрации; 

3. Определение типов CRISPR-Cas систем для cas генов вокруг затравок (если такие 

присутствуют) используя подход предложенный Макаровой К.С. [113] для того, 

чтобы отфильтровать известные системы или выделить системы с не полным 

эффекторным комплексом; 

4. Кластеризация всех белков используя UCLUST [47] для группировки белков и 

оценки разнообразия соседских генов; 

5. Ручное курирование белковых кластеров используя чувствительные инструменты 

для определения белковых доменов таких как: HHpred [180] и CD-Search [120];  

6. Выделение и биоинформатическая характеризация списка кандидатов путём 

определения белковых доменов в кандидатах, которые необходимы в CRISPR-Cas 

эффекторных комплексах (такие как нуклеазные домены или ДНК/РНК 

связывающие домены); 

 

Для определения новых CRISPR-Cas списка кандидатов, которые были посланы на 

экспериментальную валидацию, эффекторных комплексов были выполнены шаги 1-6. 

Шаги 1-4 были достаточны для полной оценки CRISPR-Cas систем в доступных базах 

данных. 



10 
 

Научная новизна и практическая значимость работы 

В данной работе была впервые проведена оценка разнообразия CRISPR-Cas систем 

на большом наборе прокариотических геномных и метагеномных данных доступных на 

март 2016 года, в то время как предыдущие работы были выполнены на более 

ограниченном наборе данных [114]. Данная оценка позволила обнаружить новые 

CRISPR-Cas системы: Тип V-B, Тип V-C, предполагаемый подтип Type V-U содержащий 

RuvC нуклеазный домен, таргетирование ДНК было экспериментально показано для типа 

V-B [173]. Также был обнаружен полностью новый Тип VI который включает HEPN 

(higher eukaryotes and prokaryotes nucleotide-binding domains) домен, в типе VI было 

выделено 4 подтипа: Тип VI-A, Тип VI-B и Тип VI-C, таргетирование РНК было 

экспериментально показано для типа VI-A [1] и типа VI-B [178]. 

Обнаруженные CRISPR-Cas системы могут использоваться в различных прикладных 

областях где специфичность к целевой ДНК или РНК необходима, например для задач 

редактирования геномов. Новые подтипы пятого типа отличаются от хорошо изученного 

CRISPR-Cas Тип II (Cas9) другой архитектурой, а также отличаются от недавно 

функционально охарактеризованного V-A типа (Cpf1) [205] за счет присутвия tracrРНК 

(transactivating crРНК) в V-B типе, что может помочь занять нишу среди инструментов 

для редактирования геномов. РНКазные домены в VI типе могут быть использованы для 

детектирования молекул РНК, также VI тип может быть использован для понижения 

экспрессии генов на подобии РНК интерференции. Маленький размер предсказанных 

эффекторных белков в V-U типе может позволить размещать из в более компактные 

средства доставки (например, вирусные капсиды), что даст определённое преимущество 

для редактирования геномов. Также все обнаруженные системы обладают уникальной 

специфичностью распознавания цели и разнообразным PAM мотивом.  

Недавние исследования показали эффективное применение обнаруженного Cas13a 

(Тип VI-A) из Leptotrichia wadei для высокоспецифичного определения молекул 

нуклеиновых кислот [58]. Также было показано применение этого белка для 

детектирования вирусов, патогенных бактерий, определения раковых клеток и т.д. 
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Личный вклад соискателя 

Большая часть исследования была проведена автором диссертации. Был разработан и 

имплементирован биоинформатический подход для оценки разнообразия в 

прокариотических геномных и метагеномных данных, что позволило обнаружить новые 

ранее неизвестные варианты CRISPR-Cas систем. Различные бактериальные и архейные 

базы данных были просканированы на наличие CRISPR кассет и Cas1 белков (затравок). 

Локусы вокруг затравок были проаннотированы и просканированы на наличие 

неизвестных белков, ассоциированных с компонентами CRISPR-Cas систем (Cas1 и 

CRISPR кассетами). Был определён список кандидатов в новые CRISPR-Cas системы. 

Новые системы были биоинформатически охарактеризованы и предложены для 

экспериментальной валидации. 

Положения, выносимые на защиту 

1. Биоинформатический подход для поиска CRISPR-Cas эффекторных комплексов 

второго класса. 

2. Обнаружение шести новых CRISPR-Cas систем: Тип V-B, Тип V-C, Тип V-U, Тип 

VI-A, Тип VI-B, Тип VI-C. 

3. Обновлённая классификация CRISPR-Cas систем с учётом шести новых подтипов. 

4. Исчерпывающая оценка разнообразия CRISPR-Cas систем второго типа в 

прокариотических геномных данных. 

5. Гипотеза возможного происхождения CRISPR-Cas систем второго класса. 

6. Возможные варианты применения обнаруженных CRISPR-Cas систем. 
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Обзор литературы 

CRISPR-Cas системы 

Механизм действия 

CRISPR (clustered regularly interspaced short palindromic repeat - короткие 

палиндромные повторы, регулярно расположенные группами)-Cas (CRISPR ASsociated 

proteins - CRISPR ассоциированные) являются адаптивными иммунными системами в 

бактериях и археях [9, 11, 111, 124, 128]. Около 90% архей и 40% бактерий обладают 

этими защитными системами [15, 114]. Данные системы предоставляют защиту против 

вирусной ДНК [11, 111] и РНК [62] через трёх-этапный процесс состоящий из 

следующих механизмов: адаптация, биогенезис crРНК и интерференция. Схематичное 

представление этих процессов представлено на Рисунке 1. Данные процессы были 

тщательно представлены в недавних обзорах механизма действия CRISPR-Cas систем 

[124, 128].  
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Рисунок 1. Схема функционирования CRISPR-Cas систем (воспроизведено с разрешения 

Nature Reviews Microbiology [166]). Три основные функции CRISPR-Cas систем представлены на 

рисунке: Адаптация (встраивание новых спэйсеров в CRISPR кассету), Биогенезис crРНКs 

(экспрессия и созревание crРНК) и CRISPR-Cas интерференция (распознавание и деградация 

чужеродной ДНК или РНК). 

 

Адаптация – это процесс встраивания нового спэйсера в CRISPR кассету. Белки 

Cas1 и Cas2 (ядро адаптационного модуля) образуют структуру из двух димеров Cas1 и 

одного димера Cas2 [142], данный комплекс связывается с протоспэйсером [141, 192]. 

Недавние исследования выдвигают гипотезу, что протоспэйсеры появляются из остатков 

чужеродной ДНК после репарации с помощью механизма починки двухцепочечных 

разрывов (экзонуклеазный RecBCD комплекс [101]), который поставляет 

одноцепочечные фрагменты ДНК, которые располагались между chi (GCTGGTGG 
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мотив) сайтами на хромосоме или плазмиде [40]. Механизм вставки нового 

протоспэйсера варьируется между различными CRISPR-Cas типами [5].  

Для I-E типа, Cas1-Cas2 комплекс в одиночку способен к встраиванию новых 

спэйсеров [202]. Данный комплекс работает как интеграза, которая делает 

одноцепочечные разрывы на концах первого повтора (повтор, который ближе всего к 

лидер последовательности – консервативная, AT богатая область перед кассетой) в 

CRISPR кассете [143]. Для систем II-A типа, Cas9 также участвует в адаптации. Наличие 

эффекторного комплекса необходимо и возможно он отвечает за специфичность к PAM 

последовательности в рамках адаптационного процесса [66, 194]. Новые спэйсеры в 

основном встраиваются рядом концом лидер последовательности, было показано, что 

лидер узнается адаптационным комплексом [69][11, 51, 82]. 

Для типа I-E CRISPR-Cas систем было обнаружено два режима работы 

адаптационного модуля: наивный (naïve или не праймированный) и праймированный. 

Наивная адаптация, для встраивания новых спэйсеров в CRISPR кассету требует только 

адаптационного модуля. В случаях когда CRISPR кассета уже содержит спэйсер схожий 

к чужеродной последовательности, адаптация происходит намного более эффективно [35, 

168, 174, 186]. Данный режим называется “праймированной адаптацией”. Cas3 (часть 

эффекторного комплекса) - нуклеазно-хеликазный белок, который разрезает чужеродную 

ДНК, и адаптационный модуль необходимы для данного режима адаптации [35, 168, 

186]. Праймированная адаптация была обнаружена в CRISPR-Cas тип I-B [102], тип I-E 

[35, 168, 174, 186] и тип I-F [161] systems.  

 

Биогенезис crРНК – это процесс экспрессии и созревания crРНК. Данный процесс 

отвечает за транскрипцию CRISPR кассеты в pre-crРНК (длинный транскрипт CRISPR 

кассеты), который далее режется на маленькие последовательности размером от 30 до 65 

нуклеотидов, каждая из которых содержит спэйсер и фрагмент повтора с одной или с 

обоих сторон [22, 25]. Механизм генерации crРНК варьируется между различными 

CRISPR-Cas системами. Системы с cas6 геном,  кодирующим метал независимую 

эндорибонуклеазу, которая разрезает последовательности повторов в РНК транскрипте 

CRISPR кассеты [24, 127], имеют crРНК которая содержит 8 нуклеотидов повтора с 5’ 
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конца спэйсера, сам спэйсер и часть повтора с 3’ конца,  который может формировать 

шпильку в некоторых системах [84]. Также в некоторых системах Cas6 может 

продолжать быть связанным с транскриптом после разрезания или может быть 

ассоциированным с эффекторным комплексом [65, 162, 198]. Cas6 может работать 

интранс с CRISPR кассетами различных CRISPR-Cas систем расположенных в том же 

геноме [106]. В некоторых системах Cas5d подменяет Cas6 для выполнения тех же 

функций [135]. 

Системы, которые имеют одиночный блок эффекторного комплекса (Cas9 or Cpf1), 

процессируют транскрипт CRISPR кассеты используя свой эффекторный комплекс. 

Системы с Cas9 для биогенезиса crРНК используют хозяйский RNase III и tracrРНК 

(trans-acting CRISPR РНК, небольшая кодирующая РНК расположенная в отдалении от 

CRISPR) закодированный недалеко от CRISPR локуса. tracrРНК – небольшие РНК 

молекулы, которые имеют часть комплементарую повтору процессируемой CRISPR 

кассеты, которая формирует дуплекс с последовательностью повтора расположенного в 

pre-crРНК [25, 36, 82]. После разрезания pre-crРНК, комплекс из tracrРНК и crРНК 

связывается с Cas9, что вызывает конформационное изменение белка и позволяет 

комплексу искать и разрезать ДНК [36, 52, 82]. CRISPR-Cas системы с Cpf1 не имеют 

tracrРНК, вместо этого их эффекторные комплексы обладают РНКазной активностю, 

которая позволяет процессировать pre-crРНК создавая crРНК состоящую из спэйсера и 

части повтора, который формирует шпильку на 5’ конце crРНК [50]. 

 

Интерференция – это процесс внесения разрыва в чужеродную ДНК или РНК с 

помощью эффекторного комплекса связанного с crРНК с последующей деградацией цели 

[22, 51]. Для защиты от самоуничтожения (разрезание CRISPR кассеты содержащей 

спэйсер) CRISPR-Cas системы, которые таргетируют ДНК, в дополнении к 

комплементарности спэйсер-протоспэйсер последовательностей, требуют правильного 

PAM мотива (Protospacer Adjacent Motif) рядом с целью. Также было показано, что не все 

комплементарные позиции в паре спэйсер-протоспэйсер одинаково важны: в спэйсере 

существует Seed регион (8 нуклеотидов ближе к PAM), и было показано, что 

комплементарность в районе Seed’a наиболее важная в распознавании цели [170, 185, 
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197]. Детали распознавания цели, разрезания и деградации таргетируемой ДНК или РНК 

различаются в разных эффекторных комплексах. 

Эффекторные комплексы I типа CRISPR-Cas систем, которые состоят из различных 

Cas белков в различных подтипах [114], ищут PAM последовательность, далее 

расплавляют ДНК в районе Seed’a crРНК, далее формируют начальную короткую R 

петлю с crРНК [84, 160]. В случае не полной комплементарности в районе Seed’a, 

формирование R петли останавливается, что предотвращает интерференцию путём 

запрещения докинга Cas3 [18]. В замен интерференции это может инициировать 

праймированную адаптацию за счёт формирования Cas1-Cas2, Cas3 комплекса [160]. В 

случае комплементарности, R петля распространяется на всю длинну спэйсера, разрешая 

докинг Cas3 к комплексу тем самым позволяя деградацию цели [22, 111, 164]. 

CRISPR-Cas тип III эффекторные комплексы могут таргетировать ДНК с помощью 

Csm белков (для III-A типа CRISPR-Cas систем) [125] и РНК, с помощью Cmr белков (для 

III-B типов систем) [64, 182, 204]. Csm и Cmr являются транскрипционно зависимыми 

нуклеазами [183, 188]; они распознают мРНК по комплементарности с crРНК, далее 

разрезают РНК и/или транскрибируемую ДНК [37, 48, 49, 55, 148, 165]. Csm3 и Cmr4 

(аналоги Cas7 в I типе CRISPR-Cas систем) выстраивают скелет на протяжении 

последовательности спэйсера в crРНК [189] и разрезают таргетируемую РНК на 6 

нуклеотидные фрагменты. Связывание Cmr комплекса с комплементарной crРНК ДНК 

активирует нуклеазную активность в Cas10 [48, 49, 165, 181, 189]. Основной 

отличительной особенностью III типа CRISPR-Cas систем является отсутствие 

требования комплементарности к PAM для интерференции. Было предложено, что для 

избежания самоуничтожения, Cmr эффекторные комплексы полагаются на распознавание 

CRISPR повторов, что блокирует самоинтерференцию [126, 145]. Однако, другое 

исследование показывает, что некоторое системы III типа нуждаются в РНК PAM’e для 

интерференции [48]. 

CRISPR-Cas тип II (cas9 gene) и тип V (cpf1 gene) – одноблоковые crРНК 

эффекторные комплексы. Cas9 белок связываясь с crРНК образует crRNP (CRISPR 

ribonucleoprotein complex – рибонуклеопротеиновый комплекс), который отвечает за 

распознавание и деградацию таргетируемой ДНК [52]. Различные части комплекса 
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отвечают за свои активности [139]. PAM на 3’ конце протоспэйсера необходим для 

расплавления вышестоящей ДНК, это позволяет формирование R петли и разрезание 

цели в случае спэйсер-протоспэйсер комплементарности [185] (недавно было показана 

возможность таргетирование одноцепочечной цели, которая не требует PAM 

последовательности [208]). Совпадение в районе Seed последовательности (12 

нуклеотидов рядом с PAM), что позволяет дальнейшее расплавление и формирование 

crРНК-ДНК гетеродуплекса, активирует Cas9 нуклеазные сайты (HNH и RuvC нуклеазы) 

путём конформационного изменения белка. Это позволяет Cas9 разрезать две цепи ДНК 

в районе 3’ конца протоспэйсера, оставляя тупые концы в месте разреза [139, 184]. Cpf1 – 

другой одноблоковый эффекторный комплекс, который делает двуцепочечные разрывы в 

таргетируемой ДНК. Биоинформатическая характеризация белка показывает, что Cpf1 не 

имеет HNH нуклеазного домена (только RuvC), второй нуклеазный домен и механизм 

действия пока не охарактеризованы. Структура Cpf1 была недавно разрешена [199]. 

Уникальной отличительной чертой этого белка является отсутствие tracrРНК и то, что он 

делает двуцепочечные разрывы в ДНК вне протоспэйсера, оставляя липкие концы [199, 

205]. 

 

Обнаружение и характеризация CRISPR-Cas систем 

CRISPR-Cas системы были открыты достаточно недавно, но быстро набрали 

популярность, что позволило быстро и тщательно их функционально охарактеризовать. 

Первые наблюдения за необычной повторяющейся структурой в ДНК появились 

тридцать лет назад, но расцвет изучения CRISPR-Cas систем пришёлся на 2012-2013 

года, кода было показано применение CRISPR-Cas эффекторных комплексов для задач 

редактирования геномов (см. Рисунок 2).   
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Рисунок 2. Количество публикаций в год упоминающих CRISPR. Эта гистограмма 

показывает количество научных статей в год содержащих CRISPR как ключевое слово (согласно 

данным NCBI Pubmed), а также ручного анализа статей, опубликованных до 2002 года. 

Основные события за основные периоды показаны ниже гистограммы. Период помеченный 

красным цветом отмечает ключевое исследование, объединившее предложенные ранее 

предсказания, показывающее, что CRISPR-Cas это антивирусная система в прокариотах. 

 

Кластеры повторов разделённых спэйсерами были впервые замечены в Escherichia 

coli в 1987 году в статье описывающей iap ген [78] и структура CRISPR кассеты (сам 

термин был представлен позже) была описана в 1989 [134]. Однако, функции этих 

локусов не были описаны/предложены. Похожие нуклеотидные локусы были 

обнаружены и позже в различных бактериях и археях [23, 67, 71, 130], но эти наблюдения 

не вызывали большого интереса. Распространение и значимость CRISPR кассет была 

показана только в 2000 [129]. Два независимых исследования были проведены в 2002, 

одно описывало разнообразные распространённые семейства, предположительно 

связанные с репарацией ДНК [109] и другое показывающее связь этих генов с рядом 

стоящими CRISPR кассетами [81]. Исследование, произведённое позже ввело термин 

“CRISPR”. Увеличение количества прокариотических данных привело к ключевому 
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прорыву в понимании функций CRISPR-Cas систем. В 2005, научные группы 

обнаружили схожесть спэйсеров, фаговых и плазмидных последовательностей и 

предложили, что эта схожесть дает защиту прокариотам от инфекций [19, 132, 150]. 

Около 45 белковых семейств связанных с CRISPR были найдены в то же время [61]. 

Годом позже, в 2006, был предложен механизм РНК интерференции, как механизм 

действия CRISPR-Cas систем [111]. Доказательство предсказаний механизма действия 

CRISPR-Cas систем последовало в 2007 году [11]. Исследования появившиеся позже 

описывали организацию и детали действия CRISPR-Cas систем: что они действуют через 

РНК [22], что они таргетируют ДНК [125] и РНК [64], что необходима специальная 

последовательность рядом с протоспэйсером – PAM в некоторых системах [131]. Детали 

pre-crРНК транскрипции и процессинга также стали известны [65].  

После 2010 настал период объединения данных и дальнейшая характеризация 

механизма действия основных блоков CRISPR-Cas систем. Первая классификация 

CRISPR-Cas систем была предложена в 2011 году [112]. Тем же годом крио-электронная 

микроскопия показала как блоки каскада расположены вдоль crРНК в crRNP [198]. В 

2011 II тип CRISPR-Cas систем был далее охарактеризован с помощью открытия роли 

RNase III в процессинге pre-crРНК транскрипта [36]. Различные режимы адаптации были 

описаны в 2012 году [35], что позволило улучшить понимание кинетики инфекций в 

клетках обладающих CRISPR-Cas системами. 

Исследования проведённые в 2012 году инициировали революцию в области 

редактирования геномов путём использования запрограммированного Cas9 для внесения 

двуцепочечного разрыва в целевом участке ДНК [82, 152]. За этими работами 

последовали другие, показывающие возможность редактирования генома человека [32, 

83, 119], бактерий [52, 82] и дрожжей [39]. Эти результаты позволили инициировать 

первые клинические тесты с CRISPR-Cas генетически модифицированными клетками, 

которые были разрешены в 2016 году [33, 159]. 

  



21 
 

Классификация CRISPR-Cas систем 

CRISPR-Cas – это один из участников постоянной “гонки вооружений” между 

бактериальными/архейными хостами и вирусами, результатом этого является огромное 

разнообразие генов участвующих в этом процессе, в том числе CRISPR-Cas генов, 

локусов и механизмов действия CRISPR-Cas систем [114]. Но всё же, эти системы имеют 

общие особенности, используя которые было возможно сделать классификацию CRISPR-

Cas систем [112, 114]. Было введено два уровня классификации: разделение по классам, 

разделение по типам/подтипам [114]. 

Разделение CRISPR-Cas систем по классам основано на структуре эффекторного 

комплекса (см. Рисунок 3). 

 

Рисунок 3. Разделение CRISPR-Cas систем на два класса (воспроизведено с разрешения 

Science [128]). Показано разделение CRISPR-Cas систем на два класса: Класс 1 (Class 1) 

содержит мульти-протеиновый (многоблоковый) эффекторный комплекс, тогда как в Класс 2 

(Class 2) эффекторный комплекс состоит из одного большого белка (одноблоковый комплекс). 

Белки эффекторного комплекса показаны в красных тонах, градации красного представляют 

различные биохимические функции. Вспомогательные белки показаны с помощью прерывистой 

линии. Гены адаптационного модуля (cas1, cas2) расположены в конце локусов. 

 

CRISPR–Cas системы первого класса, которые имеют многоблоковые crРНК-

эффекторные комплексы (Тип I, Тип III, Тип IV), являются самым распространённым 

классом среди бактерий и архей (включая всех гипертермофилов), и составляют около 
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~90% от всего разнообразия CRISPR-Cas локусов [114]. Функциональные роли этого 

класса разделены между белками эффекторного комплекса. Оставшиеся ~10% всех 

найденных CRISPR-Cas локусов принадлежат второму классу CRISPR-Cas систем 

(которые используют Cas9 и Cpf1 эффекторные белки). Системы этого класса найдены 

только в бактериях (за исключением нескольких примеров Cpf1, которые были найдены в 

археях) и не были найдены в гипертермофилах [30, 114]. Все активности (за 

исключением адаптации, и транскрипции pre-crРНК во втором типе) выполняются всего 

одним белком (Cas9, Cpf1).  

Второй уровень классификации разделяет CRISPR-Cas системы на типы, эта 

классификация использует сигнатурные гены и различает 5 типов, и подтипы, эта 

классификация использует уникальный набор генов, участвующих в эффекторном 

комплексе и выделяет 16 подтипов (см. Рисунок 4). 
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Рисунок 4. Классификация CRISPR-Cas систем на классы, типы и подтипы 

(воспроизведено с разрешения Nature Reviews Microbiology [114]). Этот рисунок показывает два 

класса CRISPR-Cas систем, разделённых на 5 типов и 16 подтипов. Горизонтальные линии 

показывают локусы для каждого подтипа, гены отображены в виде стрелок. Цвета обозначают 

гомологичные гены. Систематичные названия генов вместе с изначальными расположены под 

стрелками (например, cas7 и cmr1 для Тип III-B). Гены, помеченные перекрестиями, отображают 

инактивированные большие субъединицы эффекторных комплексов. Гены участвующие в 

интерференции имеют коричневый цвет на заднем плане. Гены, которые не присутствуют во 

всех экземплярах подтипов, помечены прерывистой линией. 
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Первый класс CRISPR-Cas систем разделён на Тип I, Тип III, Тип IV, которые 

включают в себя 12 подтипов. Сигнатурным геном в первом типе является ген cas3, 

который кодирует хеликазу второго суперсемейства (single-stranded DNA (ssDNA)-

stimulated superfamily 2 helicase), которая ответственна за разворачивание 

двухцепочечной ДНК или РНК-ДНК дуплексов [57, 75, 176]. Cas3 может содержать HD 

нуклеазный домен (или этот домен может быть расположен в соседствующем белке), 

который отвечает за разрезание ДНК [133, 176]. В первом типе выделяется семь 

подтипов: от Тип I-A до Тип I-F и Тип I-U (U обозначает uncharacterized 

(неохарактеризованный); механизм действия этого типа пока не известен [114]). Все 

типы, показанные на Рисунке 4 назначены по уникальной комбинации Cas белков. В 

большинстве случаев, все гены в Тип I расположены в одном опероне генома, за 

исключением Тип I-A и Тип I-B [191]. Филогенетическое дерево Cas3 совпадает с 

классификацией первого типа [80], более детальное исследование предлагает гипотезу 

полифилитичное происхождение этих систем [114]. 

CRISPR-Cas системы III типа характеризуются присутствием Cas10 – мульти-

доменный белок, который содержит домен распознающий РНК (Palm домен) и часто 

объединённый с HD нуклеазным доменом (отличительным от HD домена 

присутствующем в I типе [111]). Этот белок является самым большим среди Cas белков 

III типа и сильно разнообразен [114]. Cas5 и несколько вариантов Cas7 белков также 

присутствуют в III типе CRISPR-Cas систем. Выделятся 4 подтипа в III типе: от Тип III-A 

до Тип III-D – с уникальными наборами генов (см. Рисунок 4). Было показано, что все эти 

системы котранскрипционно таргетируют ДНК [37, 55, 125, 148, 165] и РНК [63, 64, 165, 

181, 183, 188]. Филогенетический анализ cas10 гена совпадает с классификацией 

сделанной в ([114]). В некоторых случаях Тип III не имеет адаптационного модуля, была 

предложена гипотеза, что эти системы могут использовать crРНК от других систем в 

клетке [114]. 

Тип IV является предсказанным и не был пока функционально охарактеризован. 

Данный тип не имеет cas1 and cas2. Во многих случаях, не присутствует CRISPR кассета 

в локусах или даже в целых геномах. Локусы IV типа обычно кодируют Cas5, Cas7 и 
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сигнатурный белок Csf1 (см. Рисунок 4) [114]. Также было предсказано, что эта система 

может полагаться на crРНК произведённой из CRISPR кассет других систем. 

Тип II второго класса CRISPR-Cas систем, выделяются наличием cas9 гена, который 

является одноблоковым эффекторным комплексом. Относительно количества Cas генов в 

CRISPR локусах II типа систем, они являются наиболее простыми: присутствуют только 

cas9 и адаптационный модуль (cas1, cas2 и cas4). Cas9 таргетирует ДНК используя два 

разных нуклеазных домена: HNH и RuvC [82], также этот белок учувствует в адаптации 

[66, 194]. Уникальной особенностью систем II типа является наличие tracrРНК – 

короткой РНК, которая закодирована в локусе системы и формирует crРНК-tracrРНК 

комплекс за счет части комплементарной последовательности повтора CRISPR кассеты. 

Эта РНК необходима для процессинга pre-crРНК и она является частью эффекторного 

комплекса вместе с Cas9 [21, 30, 31]. Была предложена гипотеза, основанная на схожести 

последовательностей, что Cas9 произошёл от IscB транспозона [30]. Это осложняет поиск 

систем II типа. Принято, что рядом с Cas9 должен располагаться адаптационный модуль, 

для того чтобы классифицировать Cas9 как CRISPR-Cas систему. Во втором типе систем 

выделяют три подтипа: Тип II-A, Тип II-B и Тип II-C (наиболее всего распространённая 

CRISPR-Cas система среди бактерий [114]), эти системы отличаются уникальным 

составом локусов (см. Рисунок 4). Согласно анализу последовательностей, Тип II-A и 

Тип II-B являются монофилетичными, тогда как Тип II-C имеет отдельное 

происхождение [30, 114]. 

Тип V второго класса является недавно обнаруженной и охарактеризованной 

CRISPR-Cas системой  [50, 169, 205] которая имеет сигнатурный ген cpf1. Обычный 

состав локуса включает cpf1 и адаптационный модуль (cas1 and cas2) (см. Рисунок 4). 

Данный тип выделен в отдельный тип (от II типа содержащего Cas9) согласно 

следующими особенностями: он имеет отдельное происхождение (Cpf1 гомологичен 

белкам семейства транспозонов IS605 [114]); Cpf1 имеет другую структуру белка (он 

имеет RuvC нуклеазный домен, но не имеет HNH нуклеазного домена [114, 199]). Также 

эта система не использует tracrРНК и процессирует pre-crРНК по другому [50]. В отличии 

от Тип II, эта система была также обнаружена в археях [191]. 
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Происхождение CRISPR-Cas генов  

Модульная структура CRISPR-Cas систем и изучение модулей по отдельности 

помогло выдвинуть гипотезу о происхождении CRISPR-cas генов. Адаптационный 

модуль, который является наиболее консервативным и распространенным и включает в 

себя cas1, cas2 и (для некоторых систем) cas4, путём консервации с cas10 геном, 

породило древнюю CRISPR-Cas систему первого класса [128] (см. Рисунок 5). 

  



27 
 

 

Рисунок 5. Предложенный эволюционный сценарий происхождения CRISPR-Cas 

систем (воспроизведено с разрешения Science, адаптировано из [128]). Данный рисунок 

показывает последнюю теорию о возможном происхождении CRISPR-Cas систем первого класса 

по средствам слияния с различными генетическими компонентами. Гены представлены 

стрелками; гены закрашенные серым предположительно были в изначальном локусе, но были 

потеряны в ходе эволюции CRISPR-Cas систем. Зелёный фон показывает CRISPR-Cas 

адаптационный модуль и синий фон представляет гены эффекторного комплекса. TR обозначает 

конечные повторы (terminal repeats), HD обозначает семейство HD эндонуклеаз. 

 

Было предложено, что cas1 ген, который имеет нуклеазную и интегразную функции 

(происхождение было найдено по гомологии с Cas’позонами (casposons), которые 

являются самосинтезирующимися транспозонами [68, 99, 100]),  возможно вставился 

рядом с гомологом cas10, который содержал РНК связывающий нуклеазный домен а 

также работал иммунной системой зашиты клетки [128]. Было предсказано, что 

структуры похожие на CRISPR кассеты появились из инвертированных повторов 

транспозонов [97]. Ген cas2, который появился из токсин-антитоксин (как было 

предсказано по гомологии) комплекса [110, 116], был либо в локусе cas’позона или в 

локусе содержащем имунные белки (что являлось местом вставки cas’позона). Также 

было предсказано, что cas10 произошёл из слияния Cas10-подобной нуклеазы и одного 

или более RRM (RNA Recognition Motif) консервативного домена полимеразы или 
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циклазы. Этот ген вместе с cas1 и cas2 дал начало предковой CRISPR-Cas системе [110, 

116] (см. Рисунок 5). 

Первый класс CRISPR-Cas систем, который является наиболее широко 

представленным в бактериях и археях [114], указвает на то, что изначальная CRISPR-Cas 

система имела схожую архитектуру [128]. CRISPR-Cas системы Тип I и Тип III были 

получены слиянием первоначальной системы с различными генами мобильных 

элементов. Предполагаемый сценарий о происхождении систем первого типа является: 

инактивация cas10 (из которого произошёл cas8) и добавление Cas3-подобной хеликазы с 

приобритением HD нуклеазного домена. Тип III CRISPR-Cas систем, который появился 

под действием тех же факторов (рекомбинация и приобретение новых элементов из 

защитных островов  [117]), имел дупликацию cas7 гена в локусе. 

Для систем II класса (все подтипы Типа II и Типа V) предсказано, что они появились 

в результате замены эффекторного модуля системы первого класса на нуклеазный белок, 

который происходит из различных мобильных элементов [128]. В недавних научных 

работах было показано, что некоторые части гена cas9, согласно гомологии происходят 

из IscB транспозаз [85], которые имеют RuvC и HNH нуклеазные домены, Тип V  имеет 

только RuvC домен, но не HNH домен, также имеет родство к другому семейству 

транспозонов [205]. 

 

Прикладное применение CRISPR-Cas систем 

CRISPR-Cas оказались высоко эффективными [28] и легко программируемыми 

инструментами для задач редактирования геномов в различных прокариотах и 

эукариотах включая растения и животных. Технологии редактирования геномов, 

использующие Cas белки, описаны в различных ревью [10, 73, 128, 158]. Первое 

применение эффекторных комплексов второго типа CRISPR-Cas систем для 

редактирования геномов клеток человека было показано в 2013 [29, 32, 83, 119]. В 

данных научных работах была показана возможность запрограммировать Cas9 с 

помощью sgРНК (single guide РНК – одно целевая РНК, которая является искусственной 
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РНК конструкцией: шпилька (для крепления в Cas9), терминальная последовательность и 

последовательность и спэйсера), чтобы внести двуцепочечный разрыв в ДНК, что может 

быть использовано для внесения инделей используя механизм репарации ДНК не 

гомологичного соединения концов или добавления нового материала ДНК используют 

ДНК шаблоны и механизм репарации по гомологии (см. Рисунок 6). Несмотря на 

доказанную высокую эффективность, Cas9 всё же имеет недостатки из-за 

спепецифичности к PAM и к последовательности протоспэйсера. Было изучено и 

использовано для редактирования геномов несколько вариантов Cas9 и показано, что они 

распознают различные PAM последовательности [38, 72, 207]. Также были представлены 

новые искусственно изменённые варианты Cas9, которые имеют улучшенную 

специфичность за счет уменьшения взаимодействия с нецелевыми участками ДНК [91, 

177]. Была опубликована также другая возможность уменьшения таргетирования не 

целевых участков за счет использования димеров Cas9 [118, 157], в белке были 

промутированы нуклеазные сайты таким образом, что каждый димер мог раскусывать 

только одну цепь ДНК. Данный димер нуждается в двух целевых последовательностиях 

чтобы внести изменение в геном, таким образом увеличивая специфичность комплекса. 

Основные операции по редактированию геномов, которые часто выполняются с 

помощью CRISPR-Cas эффекторных комплексов [20] включают в себя: нокаут генов за 

счет внесения двуцепочечного разрыва в ДНК белком Cas9, что вызывает сдвиг рамки 

считывания после ошибок механизма ДНК репарации негомологичного соединения 

концов; вставку нового ДНК материала за счет внесения двуцепочечного разрыва, но 

используя механизм починки рекомбинации по гомологии, для которого также дается 

шаблон, содержащий новую информацию. Эти операции схематично изображены на 

Рисунке 6. 
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Рисунок 6. Основные методы редактирования геномов с Cas9 (воспроизведено с 

разрешения Biotechnology Advances [20]). На данном рисунке показано редактирование геномов 

с Cas9 (обозначенного ножницами). Выделено четыре сценария: a) нокаут генов за счет внесения 

инделей/сдвига рамки считывания; b) вставка новых генов; c) модификация существующих за 

счет починки по шаблону; d) вставка новых генов за счет добавления информации с ДНК 

шаблона. NHEJ означает негомологичное соединение концов (Non-Homologous Ends Joining), HR 

– починка по гомологии (Homologous directed Repair) 

 

Общий подход к редактированию геномов включает в себя следующие операции:  

1. Поиск последовательности в геноме с подходящей фланкирующей областью 

(PAM), которая может быть таргетирована используя выбранный вариант Cas9. 

2. Минимизация не целевых воздействий эффекторного комплекса (за счет 

выбора уникальной последовательности в геноме и хорошей композиции этой 

последовательности, что наиболее всего подходит к выбранному варианту Cas9 

[41]).  

3. Разработка и синтез необходимой для данной цели sgРНК. 

4. Производство комплекса Cas9/sgРНК. 

5. Доставка комплекса в клетку или группу клеток.  

6. Валидация результатов.  
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Однако, редактирование геномов является не единственным способом применения 

CRISPR-Cas эффекторных комплексов. Инактивированные варианты Cas9 или dCas9 

(dead Cas9 – мёртвые Cas9), в которых разрушены HNN и RuvC нуклеазные домены, за 

счет чего этот белок не может вносить двуцепочечные разрывы в ДНК, могут быть 

использованы для специфичного распознавания цели без нуклеазной активности. 

Например: для активизации транскрипции или репрессии транскрипции [17, 54, 94, 153]; 

как флуоресцентный маркер [27]; для рекрутирования белков модификации гистонов [70, 

87]. Недавние научные работы показывают возможности применения CRISPR-Cas 

эффекторных комплексов для создания логических схем, которые могут использоваться 

для создания каскадов активации/репрессии генов [88, 140], также для создания схем 

имитирующих логическую конъюнкцию, применение которых было показано на примере 

обнаружения раковых клеток в печени (за счет активизации сигнала люцефераз) [105]. 

Были показаны антимикробные методики специфичные к последовательности, 

основанные на доставке Cas9 вирусами, которые уничтожали плазмиды дававшие 

устойчивость клеткам  [16], также были представлены антивирусные системы способные 

подавлять гепатит B или HIV-1 [44, 74, 155]. Другой областью применения CRISPR-Cas 

эффекторных комплексов является генетический скрининг на потерю функции для 

положительной и негативной селекции в клетках млекопитающих: производится 

большой набор sgРНК, таргетирующих интересующие регионы, который используется 

для генерации большого набора мутантов произведённых с помощью Cas9 [53, 95, 171, 

193]. 

Недавно обнаруженный белок Cpf1 [205], другой представитель второго класса 

CRISPR-Cas, показал, что новые эффекторные комплексы могут дать новые возможности 

для редактирования геномов или других сфер применения нуклеаз специфичных к 

последовательности. Cpfl имеет такие же как и Cas9 или лучшие показатели по не 

целевым последовательностям [89, 92] и может быть использован, чтобы ещё больше 

упростить процесс редактирования геномов. Данный комплекс не требует tracrРНК [205], 

таким образом уменьшая количество необходимых элементов; он способен 

процессировать свою CRISPR кассету [205], что делает таргетирование множественных 

целей более простой задачей (не нужно создавать и доставлять большое количество 
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sgРНК, нужен лишь одна CRISPR кассета содержащая все цели в качестве спэйсеров); 

нуклеазная активность Cpf1 создает липкие концы [205], что может быть использовано 

для более эффективной вставки новой ДНК [128].  

Основные проблемы, которые остается решить для полноценного применения 

CRISPR-Cas эффекторных комплексов,- это эффективная и тканеспецифичная доставка 

CRISPR-Cas эффекторов и этические вопросы относительно редактирования геномов в 

человеке [128]. Недавние достижения в области доставки, которые включат в себя: 

использование маленьких Cas9 белков [156], доставка по средствам наночастиц [149], 

доставка с использованием электропорации [154] и доставка за счет небольших 

везикулярных частиц (micropinocytosis) [34], показывают, что остается нужда в новых 

сайт специфичных нуклеазах. В связи с этим, эффекторные комплексы CRISPR-Cas 

систем первого класса, которые не используются для редактирования геномов сейчас, 

могут привлечь большее внимание в будущем.  
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Материалы и методы 

Использовавшиеся базы данных 

Поиск новых CRISPR-Cas систем был произведён на различных прокариотических 

наборах данных. В первой части исследования, поиск белков ассоциированных с cas1 

производился в WGS и NT NCBI базах данных [211]. Во второй части исследования, для 

поиска белков, ассоциированных с CRISPR кассетами, была собрана отдельная база 

данных. Архейные и бактериальные геномные последовательности были загружены с 

NCBI FTP портала (ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/all/) в марте 2016. Для не полностью 

проаннотированных геномов (плотность кодирования менее чем 0.6 кодирующих 

участков на килобазу) ранее аннотированные открытые рамки считывания были 

игнорированы и заменены аннотацией полученной от Meta-GeneMark [14] используя 

стандартную модель MetaGeneMark_v1.mod (эвристическая модель для генетического 

кода 11 и GC 30). Полная база данных включает 4,961 полностью отсеквенированных и 

собранных геномов и 43,599 частично секвенированных геномов (в целом представляя 

6,342,452 контигов, состоящих из 33,803 уникальных таксономических групп и 12,528 

уникальных видов, кодируя 182,301,555 белков). 

Стек программ для аннотации CRISPR-Cas локусов  

Данное программное решение принимает на вход список позиций (координаты в 

соответствующей нуклеотидной последовательности) или затравок характеризуемых 

элементов (cas1 или CRISPR). Два типа затравок было использовано: позиции Cas1 

белков в базах данных NCBI: NR and WGS database [211] и позиции CRISPR кассет в 

WGS и прокариотической геномной базе данных описанной ранее. CRISPR и cas1 

наборы затравок не были объединены и анализировались по отдельности. TBLASTN 
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поиск [4] с E-value 0.01 фильтрацией и выключенным фильтром низкой сложности (low 

complexity) был выполнен против NR и WGS баз данных, используя профиля Cas1 [113] в 

качестве входных данных, результатом была идентификация 20,766 локусов. 

CRISPRfinder [59] и PILER-CR [46] программы были использованы (с параметрами по 

умолчанию) для поиска CRISPR кассет в WGS базе данных (47,174 локусов найдено) и в 

прокариотической геномной базе данных (45,373 локусов найдено). Все 

последовательности, включающие в себя области по 10 килобаз с обеих сторон от 

найденной затравки, были выделены и проанализированы в дальнейшем.  

Аннотация открытых рамок считывания (Open Reading Frame (ORF)) была 

произведена с помощью Meta-GeneMark [210] используя стандартную модель 

MetaGeneMark_v1.mod (эвристическая модель для генетического кода 11 и GC 30). Все 

полученные рамки были далее аннотированы используя RPS-BLAST [122] и 30,953 

белковых профилей (COG, pfam, cd) загруженные из NCBI CDD базы данных [123, 211], 

а также 217 отдельных белковых профилей [114]. Идентификация типов и подтипов 

CRISPR-Cas систем для всех локусов была выполнена согласно процедурам 

перечисленным в ранее описанной методике [113, 114]. 

Для cas1 затравок из NR и WGS баз данных, все локусы, которые имели частичную 

или не известную аннотацию типа CRISPR-Cas системы и содержали белки размером 

более чем 500 аминокислот, были проанализированы по отдельности. В частности, для 

каждого большого белка из этих локусов был проведён поиск против NCBI NR базы 

данных используя PSI-BLAST [4], с фильтрацией по e-value 0.01 и выключенной 

фильтрацией по композиции (composition based-statistics) и низкой сложностью (low 

complexity). Для каждого белка с малым количеством хитов, обнаруженным в данном 

поиске, был произведён поиск в WGS базе данных используя TBLASTN (Altschul et al., 

1997). Программа поиска доменов HHpred [180], была выполнена с настройками по 

умолчанию для того, чтобы установить дальнее сходство для всех белков найденных с 

помощью BLAST поиска. Множественные выравнивания для построения профилей 

белков были выполнены с помощью MUSCLE [45] и MAFFT [86].  

Отдельно был выполнен следующий поиск: все кандидаты, найденные рядом с cas1 и 

CRISPR затравками, были кластеризованы (см. Кластеризация). Потенциальные 
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кандидаты были выбраны среди всех не строгих кластеров, составленных из белков 

найденных в локусах с затравками, белки были отфильтрованы по размеру (> 500 

аминокислот) и удалению от затравки (не далее, чем 4 рамки считывания от затравки, 

более близким белкам отдавался приоритет); Кластеры, которые содержали большее 

количество хитов вне локусов с затравками чем в сами локусы, были игнорированы. 

Дополнительное предсказание белковых доменов было выполнено с помощью CD-search 

[47] и HHpred [180].  

Найденные кандидаты, полученные с помощью Cas1 затравок, были использованы 

для поиска с помощью PSI-BLAST в NCBI NR и NCBI WGS базах данных новых 

вариантов, NCBI WGS и прокариотическая база данных были использованы для 

кандидатов, полученных из локусов, содержащих CRISPR кассеты. Координаты новых 

белков были добавлены к списку затравок. Описанный поиск был повторён с новым 

списком затравок для расширения списка кандидатов. 

Кластеризация и филогенетический анализ  

Для получения репрезентативного не повторяющегося набора белковых 

последовательностей, была произведена строгая кластеризация с помощью NCBI 

BLASTCLUST program [196] (ftp://ftp.ncbi.nih.gov/blast/documents/blastclust.html) с 

параметрами отсечения по идентичности последовательностей 90% и длинны покрытия 

последовательностей 0.9. Самая длинная последовательность была выбрана как 

представитель кластера. Не строгая кластеризация была выполнена для получения 

белковых семейств, используя UCLUST [47], с порогом по схожести 

последовательностей 0.3 (sequence similarity threshold of 0.3).  

Множественные выравнивания белковых последовательностей были созданы с 

помощью MUSCLE [45] и MAFFT [86] программ. Сайты с частотой пропуска > 0.5 и 

гомогенностью < 0.1 [203] были удалены из выравнивания. Филогенетический анализ 

был выполнен используя FastTree программу [151], с эволюционной моделью WAG и 

дискретной гамма моделью (discrete gamma model) с 20 категориями.  
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Взаимосвязи между различными семействами последовательностей были получены 

используя следующую процедуру: начальные кластеры были установлены используя 

UCLUST [47] с порогом схожести последовательностей 0.5; последовательности внутри 

кластера были выравнены с помощью MUSCLE [45]. Далее ранг кластер-кластер 

схожести был получен с помощью HHSEARCH [179] (включая тривиальные кластеры, 

содержащие по одной последовательности каждый) и UPGMA дендрограмма была 

построена из ранга попарной схожести. Кластеры с высокой схожестью (ранг попарной 

схожести / схожесть внутри кластера > 0.1) были выравнены между собой используя 

HHALIGN [179], эта процедура была повторена итеративно. На последнем шаге деревья, 

основанные на последовательностях, были построены из выравниваний кластеров 

используя FastTree программу [151], как объяснено выше, и укоренены по средней точке 

на длиннейшем пути дерева; далее эти деревья были соединены листьями UPGMA 

основанной на схожести профилей дендрограммы.  

Анализ протоспэйсеров  

Изначальный набор из 488,437 спэйсеров из найденных CRISPR кассет был 

уменьшен до набора 268,409 уникальных спэйсеров. MEGABLAST программа [209] с 

параметром word size = 18 была использована для поиска протоспэйсеров в вирусной 

части базы данных NR (TaxID:10239) и в прокариотической геномной базе данных. 

Максимальное количество несовпадений для спэйсера длинной l было ограничено 

функцией 𝑥 = √max(0,  l −  22). Все хиты MEGABLAST, которые попадали в CRISPR 

кассеты или эукариотические вирусы, были отфильтрованы. На выходе данная процедура 

дала 63,939 хита в прокариотическую базу данных и 5,095 в прокариотические вирусы. 

33,480 открытые рамки считывания, которые содержали найденные протоспэйсеры, были 

использованы для поиска с помощью BLASTP в вирусной базе данных. Все белки с e-

value < 10e-6 были классифицированы как белки из вирусов или провирусов.  
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Анализ синтении локусов в типе V-U 

Белковые последовательности, закодированные в близости (±3 гена) от Тип V-U 

эффекторных комплексов, были собраны и прокластеризованы используя UCLUST [47] с 

порогом по схожести последовательностей равным 0.3. Гены были проаннотированы 

номерами кластеров; каждый локус был представлен как набором генов и 

неупорядоченными парами генов. Взвешенный коэффициент Жаккара был посчитан для 

всех пар в локусах по описанной ранее процедуре [114], граф схожести локусов был 

построен используя порог схожести 0.61 (e-0.5), связные компоненты (поднаборы сильно 

схожих локусов) были выделены для анализа.  

Анализ роли селекции в эволюции эффекторных генов второго класса  

Нуклеотидные и белковые последовательности эффекторных генов были собраны; 

Кластера белков с идентичными последовательностями были уменьшены до одного 

представителя; оставшиеся последовательности были прокластеризованы используя 

UCLUST [47] с порогом схожести последовательностей равным 0.67. 

Последовательности кластеров были выравнены и филогенетическое дерево было 

построено как описано выше и укоренено используя модифицированную процедуру 

средней точки. Выравнивания для последовательностей белков, относящаяся к 

поддеревьям с глубиной < 0.1, были собраны и переведены в нуклеотидные 

выравнивания последовательностей. Попарные dN, dS и dN/dS значения были получены с 

помощью codeml программы из пакета PAML [201]. Пары последовательностей с 0.0002 

≤ dN ≤ 1.0 и 0.0002 ≤ dS ≤ 1.0 были выбраны и значения dN/dS были посчитаны. 
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Результаты и обсуждение 

Часть 1. Новые CRISPR-Cas системы 2 класса 

Биоинформатический подход для поиска новых локусов CRISPR–Cas 2 класса 

Был разработан стек программ для систематического обнаружения и характеризации 

CRISPR–Cas систем 2 класса (см. Рисунок 7). 

 

Рисунок 7. Схематическое изображение шагов для поиска белков, ассоциированных с 

CRISPR или Cas1 (воспроизведено с разрешения Nature reviews. Microbiology [175]). Изображен 

программный комплекс для обнаружения CRISPR-Cas локусов 2 класса. Шаги, выполненные в 

данном исследовании раскрыты в тексте ниже. 
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Процедура поиска начинается с идентификации затравок (Seed), которые 

увеличивают шанс нахождения CRISPR–Cas локуса в данной нуклеотидной 

последовательности (см. Рисунок 7; шаги в процедуре поиска пронумерованы в порядке, 

в котором они выполнялись). В данном исследовании новые CRISPR-Cas системы были 

найдены путём анализа доступных геномных баз данных (см. “Использовавшиеся базы 

данных” в материалах и методах). cas1 был взят как затравка, так как он является 

наиболее распространённым белков среди всех CRISPR–Cas систем и имеющим 

наибольшую консервацию на уровне последовательности [187]. Для обеспечения 

максимальной эффективности обнаружения, данный поиск был выполнен путём 

сравнения профиля последовательностей Cas1 с протранслированными геномными и 

метагеномными последовательностями. После того, как все возможные 

последовательности cas1 генов были обнаружены, их непосредственное окружение было 

проанализировано на наличие других cas генов путём поиска других Cas белков 

используя ~400 ранее созданных профилей и применяя ранее описанные критерии 

классификации CRISPR–Cas локусов [114]. В дополнение к этому, для увеличения 

пространства поиска, был применён комплементарный подход по идентификации 

CRISPR–Cas систем – та же процедура была повторена используя CRISPR кассеты в 

качестве затравок. Для обеспечения высокой чувствительности поиска CRISPR кассет, 

предсказания были сделаны двумя программами: Piler-CR [46] и CRISPRFinder [59], 

результаты были объединены и приняты за финальный набор CRISPR кассет (см. 

Рисунок 7). Данная процедура нашла 47,174 CRISPR кассет, что почти вдвое больше 

обнаруженных Cas1 белков, отображая факт того, что большое количество CRISPR–Cas 

локусов не имеют адаптационного модуля и того, что существует большое количество 

“одиноких” кассет, некоторые из которых возможно функциональны [2].  

Все локусы, к которым были приписаны известные CRISPR–Cas подтипы, путём 

поиска белковых Cas профилей, были отфильтрованы из дальнейшего анализа, так как 

целью данного проекта было обнаружение новых подтипов. Среди оставшихся 

окрестностей Cas1 и CRISPR кассет, были тщательно проанализированы те, которые 

содержат большие белки (>500 аминокислот), это было сделано исходя из того, что Cas9 
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и Cpf1 являются большими белками (обычно >1000 аминокислот) и из-за того, что их 

белковые структуры указывают на то, что подобный большой размер необходим чтобы 

вместить в себя CRISPR РНК (crРНК) и таргетируемую ДНК [50, 138, 139]. 

Последовательности этих больших белков далее были проанализированы на наличие в 

них известных доменов, используя чувствительные методы поиска профилей, такие как 

HHpred [180], предсказание вторичной структуры и ручной анализ множественного 

выравнивания (см. Материалы и методы). Основываясь на предположении, что 

эффекторные белки 2 класса содержат нуклеазные домены, даже если они отдалённо 

схожи или не похожи на известные семейства нуклеаз, все белки, которые содержат 

домены не свойственные в контексте функций CRISPR-Cas систем (например, 

мембранные транспортеры или метаболические энзимы) были отброшены. Оставшиеся 

белки или содержали быстро определяемые, или полностью неизвестные нуклеазные 

домены. Последовательности этих белков были проанализированы с помощью наиболее 

чувствительных методов поиска доменов, таких как HHpred [180], используя курируемые 

множественные выравнивания соответствующих белков, используемых в качестве 

входных данных. Использования подобных чувствительных методов является 

обязательным из-за того, что белки вовлеченные в противовирусную защиту, Cas белки в 

частности, обычно эволюционируют очень быстро [115, 187].  

Следует отметить, что данная процедура по поиску CRISPR–Cas систем 2 класса 

должна быть исчерпывающей, исходя из того, что все локусы, которые кодируют 

большие белки (возможные эффекторы 2 класса) в окрестностях cas1 и/или CRISPR, 

были детально проанализированы. Предположение о структурном требовании к 

эффекторам 2 класса, которое определило размер белка, и точность детектирования cas1 

и CRISPR кассет - единственные ограничения данного подхода. 
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Рисунок 8. Схема обновлённой классификации для CRISPR–Cas систем 2 класса 

(воспроизведено с разрешения Nature reviews. Microbiology [175]). Все системы первого класса 

схлопнуты в верху данной схемы; все остальные показанные системы принадлежат ко 2 классу. 

Новые системы 2 класса, которые были обнаружены с помощью описываемого подхода (см. 

Рисунок 7), помечены голубыми кругами (для тех систем, которые были обнаружены по 

ассоциации с cas1) и красными кругами (системы, обнаруженные по ассоциации с CRISPR 

кассетами). Для каждого подтипа систем 2 класса, включая пять различных вариантов 

предположительного, не охарактеризованного V-U подтипа (V-uncharacterized (V-U)), 

схематически показана организация локуса и доменная архитектура эффекторов и 

вспомогательных белков. RuvC-I, RuvC-II и RuvC-III являются тремя различными мотивами, 

которые участвуют в каталитическом центре нуклеазы; номера на схеме соответствуют RuvC 

мотиву. Участки Cas9 белков, которые соответствуют распознавательной доле и домену 

ответственному за взаимодействие с PAM, показаны тёмно-красными и розовыми формами 

соответственно. Предложенные, новые системные названия генов показаны жирным шрифтом в 

красном прямоугольнике. Предварительные названия генов для эффекторных белков показаны 

ниже и расшифровываются как: C2c1–10, Class 2 candidate proteins 1–10 (Класс 2, кандидат 1-10); 

для подтипа указано V‑A ранее введённое общеупотребительное имя Cpf1. Для подтипа VI‑A, 

cas1 и cas2 показаны прерывистыми линиями, это означает, что только некоторые из них имеют 

адаптационный модуль. Для V-U5 варианта, инактивация RuvC подобного нуклеазного домена 

обозначена перекрестием. Названия штаммов бактерий, в которых эти системы встречаются, и 

названия локусов, где закодированы соответствующие гены, отмечены в правой части схемы. 

TM аббревиатура обозначает предсказанный transmembrane helix (транс мембранный домен). 

Предсказанный тип цели, ДНК или РНК, указано для каждого подтипа. Знак вопроса, 

расположенный за предсказанной целью, означает, что цель была только предсказана, но не 

продемонстрирована экспериментально. Цель не отмечена для типа V-U, так как их возможности 

к интерференции сомнительны, что дополнительно показано тёмным фоном. 
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PDB accession 
Number 5WQE, 5U34 

PDB accession 
Number 5WTJ, 5WTK 
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Рисунок 9. Доменная архитектура CRISPR-Cas эффекторных белков 2 класса систем 

(воспроизведено с разрешения Nature reviews. Microbiology [175]. Для Тип II и подтипа V‑A 

эффекторов, кристаллическая структура (обозначенная здесь по их RCSB Protein Data Bank 

(PDB) номерам доступа (5CZZ и 5B43, соответственно)) доступна. Кристаллическая структура 

для некоторых новых эффекторов также доступна (PDB номера выделены оранжевым). Для 

оставшихся белков, серая область указывает на отсутствие структурной или функциональной 

информации. RuvC-I, RuvC-II и RuvC-III, как и HEPN I и HEPN II (Higher Eukaryotes and 

Prokaryotes Nucleotide-binding I и II), обозначают каталитические мотивы соответствующих 

нуклеазных доменов CRISPR эффекторов. “bridge helix” область соответствует аргинин-

богатому региону, который следует RuvC-I мотиву. Остальные домены, указанные на схеме, 

означают следующее: “PAM interacting” – домен взаимодействующий с PAM 

последовательностью; HNH – HNH эндонуклеаза, zinc finger домен с CXXC..CXXC мотивом 

(точки означают вариабельную длину между двумя цистеинами); HTH - вероятный ДНК 

связывающий helix–turn–helix домен; NUC – нуклеазный домен. Белки и домены показаны в 

приблизительном масштабе. Для каждого белка указано соответствующее количество 

аминокислот (линейка на верху показывает масштаб). Для функционально охарактеризованных 

полноразмерных эффекторов, обозначена предложенная новая номенклатура (Cas12 и Cas13), 

тогда как для не охарактеризованных вероятных эффекторов типа V-U указаны предварительные 

имена. В том случае, если будет показано функционирование их как bona fide CRISPR 

эффекторов, они должны относиться к Cas12 белкам с соответствующей литерой. 

Предсказанные V-U1, V-U2 и V-U5 эффекторы больше чем типичные TnpB белки, тогда как V-

U3 и V-U4 эффекторы совпадают по размеру с TnpB. Звёздочка в названии C2c5 указывает на то, 

что этот предсказанный эффекторный белок содержит замены в каталитическом центре RuvC-

подобного нуклеазного домена и не содержит zinc finger. 
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Рисунок 10. Филогения для эффекторов V и VI‑B типов (воспроизведено с разрешения 

Nature reviews. Microbiology [175]). a) Филогенетическое дерево TnpB нуклеаз, включающее 

предсказанные типы V-U эффекторов, с предсказанным RuvC доменом (см. Материалы и 

методы). Основные поддеревья транспозон-кодирующих TnpB белков схлопнуты и обозначены 

треугольниками; некоторые из этих больших групп включают в себя tnpB гены, которые стоят 

рядом с CRISPR кассетами, но они не показывают эволюционной стабильности, таким образом 

не могут быть идентифицированы как эффекторы. Четыре основные эволюционно стабильные 

группы CRISPR-ассоциированных TnpB приписанных к V-U показаны красными 

треугольниками. В целом это дерево включает в себя 1,770 уникальных TnpB 

последовательностей, 403 из которых этоTnpB белки, которые закодированы рядом с TnpA 

(автономный транспозон); 168 из tnpB генов стоят рядом с CRISPR кассетами и 49 из них 

приписаны к четырём вариантам подтипов V‑U (ни один из них не принадлежит к автономным 

транспозонам). Для поддеревьев, которые включают в себя варианты типа V-U, показаны 

bootstrap числа (проценты). Для каждого варианта V‑U указана доминирующая таксономическая 

группа. Доминирующая бактериальная или архейная группы указаны внутри треугольников (A, 

различные археи; B, различные бактерии). Для полного дерева и идентификаторов всех 

последовательностей см. сопроводительную информацию Box 2 (часть c и h).  

b) Филогенетическое дерево для подтипа VI‑B Cas13b эффекторных белков. Данное дерево 

было построено по той же методике, что и дерево в части a и bootstrap значения (для >70%) 

обозначены на дереве. Типичная организация Cas13b локусов для выбранных представителей 

(особенно для тех, которые выделены жирным) схематично показана справа. Вариант 1 и 

вариант 2 соответствуют двум основным веткам дерева и отличаются доменной архитектурой 

второго не большого белка, закодированного в локусах; доменная архитектура этого 

предположительно вспомогательного белка показана выше (для варианта 1) и ниже (для 

варианта 2) для соответствующих локусов (указанных линией). CRISPR кассеты указаны 

схематично в скобках. TM обозначает transmembrane domain (трансмембранный домен), и 

показан синими прямоугольниками. Higher eukaryotes and prokaryotes nucleotide-связывающие 

(HEPN) домены показаны тёмно-красным.  
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Подтипы V-B и V-C обнаруженные с использованием cas1 затравки: большие 

мульти-доменные эффекторы 

Отличительной особенностью Тип II и Тип V CRISPR–Cas последовательностей 

является наличие RuvC подобного нуклеазного домена в их мульти-доменных 

эффекторных белках [114]. Для эффекторов Cas9 во втором типе CRISPR-Cas систем 

RuvC подобный домен содержит добавленный HNH нуклеазный домен (см. Рисунки  8, 

9). Кроме как RuvC подобного домена, эффекторные белки трёх подтипов V типа не 

содержат схожих последовательностей между собой или Cas9. Однако, только 

кристаллическая структура для эффекторов 2 класса (которая стала доступна во время 

данной научной работы), особенно для вариантов Cas9 и Cpf1, выявила схожую 

структуру (см. Рисунок 9) [42, 199]. Структуры обнаруженных, новых больших 

эффекторов V типа, обнаруженных с помощью cas1 затравки, а именно эффекторы 

подтипов V-B и V-C, были не доступны на момент данной работы, позже для подтипа V-

B эффектора C2c1, кристаллическая структура была разрешена [104, 200], также была 

показана сильная интерференционная активность [173]. Все эффекторы из V типа, 

которые были обнаружены в данной работе, имеют схожий большой, размер (обычно, 

1,000–1,300 аминокислот) и схожий одиночный RuvC подобный эндонуклеазный домен 

(см. Рисунок 9), но с другой стороны схожесть последовательностей между 

эффекторными белками разных подтипов очень низкая. Вероятно, что все эффекторы V 

типа имеют схожие билобные структуры, позволяющие захватывать crРНК и 

таргетировать ДНК одновременно несмотря на то, что эффекторные белки разных 

подтипов, по всей видимости, не связаны на прямую.  
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Рисунок 11. Доменная архитектура и консервативные мотивы эффекторов 2 класса V 

типа. (воспроизведено с разрешения Molecular Cell [173]) Тип II и V: TnpB-производные 

нуклеазы. Верхняя панель показывает RuvC нуклеазу из Thermus thermophilus (PDB: 4EP5) с 

обозначенными каталитическими аминокислотами. Далее показано выравнивание для 

консервативных мотивов в выбранных представителях для соответствующего семейства белков 

(и только одна последовательность для RuvC), которое подчеркивает доменную архитектуру для 

каждого семейства. Каталитические основания показаны белыми буквами на черном фоне; 

консервативные гидрофобные основания имеют желтый фон; консервативные не большие 

основания имеют зелёный фон; положительно заряженные основания в спиральных мостиках 

помечены красным фоном. Предсказание вторичной структуры показано ниже выравненных 

последовательностей: H обозначает α спираль, и E обозначает удлинённую коформацию (β тяж). 

Плохо выравненные последовательности между хорошо выравненными блоками, показаны 

числами. 

 

Районы гомологичные TnpB в C2c1 и C2c3 содержат три каталитических мотивов 

RuvC подобной нуклеазы [7], этот регион соединён с аргинин богатым спиральным 

мостиком (bridge helix), который отвечает за связывание crРНК с Cas9 (в белке Cas9), и 

двойник Zn finger из TnpB (Zn связывающие цистеин основания консервативны в C2c3 но 

отсутствуют в большинстве Cpf1 и C2c1 белков; Cpf1 и C2c1 содержат множественные 

вставки и делеции в данном районе указывающие на функциональное разнообразие) (см. 

Рисунок 9, 11; сопроводительные материалы S1 и S4). Консервативность каталитических 

оснований подразумевает, что RuvC гомологичные домены из этих белков являются 

активными нуклеазами. N-концевой участок C2c1 и C2c3 не показывают никакого 

сходства между собой для всех найденных белков. Предсказание вторичной структуры 

указывает на то, что оба региона принимают смешанную α/β конформацию (см. 

сопроводительную информацию S1 и S4). Таким образом, общая домена архитектура 

C2c1 и C2c3, и в частности организация RuvC домена, походит на Cpf1, но отличается от 

Cas9 (см. Рисунок 11). Соответственно было предложено, что найденные C2c1 и C2c3 

семейства образуют подтипы V-B и V-C, соответственно, а Cpf1 кодирующие локусы 

должны обозначаться как подтип V-A. 
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Система C2c1 из Alicyclobacillus acidoterrestris ATCC 49025 (Aac) была 

экспериментально охарактеризована в лаборатории Фанг Жанга [173]. Было показано, 

что CRISPR кассета активно транскрибируется в том же направлении, что и cas гены 

этого кластера, также было надёжно показан процессинг crРНКs, которая состоит из 34 

оснований, включая участок повтора размером в 14 оснований на 5’ конце и 20 

оснований принадлежащие спэйсеру. Также было показано, что 79-нт короткая РНК 

закодированная между cas2 геном и CRISPR кассетой, транскрибируется в том же 

направлении, что и CRISPR кассета. Внутренняя часть этой РНК содержит 

последовательность комплементарную повтору процессируемой CRISPR кассеты (anti-

repeat), это указывает на то, что данный транскрипт является tracrРНК. In silico 

сворачивание процессируемого участка повтора в 14 оснований и этой 

предположительной tracrРНК предсказывает стабильную вторичную структуру. 

Поиск гомологов для эффекторов из Тип II и Тип V показывает, что RuvC-подобный 

нуклеазный домен имеет сходство с TnpB белками – сильно распространённое, но слабо 

охарактеризованное семейство нуклеаз, которое кодируется во многих автономных (т.е. 

кодирующих активную транспозазу и организовывающие свои собственные 

транспозиции) и ещё большем количестве не автономных (т.е. состоящих только из 

единственного tnpB гена и использующих транспозазы других элементов для 

транспозиции) бактериальных и архейных транспозонов [8, 85, 147] (см. Рисунок 10a). В 

дополнение к RuvC подобному нуклеазному домену TnpB белки содержат 

предсказанную, позитивно заряженную, длинную α-спираль являющуюся двойником 

спирального мостика, который является известным элементов в Cas9 и Cpf1 (см. Рисунок 

9, 11). Таким образом предсказывается, что, схожие с 2 классом эффекторов, TnpB белки 

связываются с РНК. Более того, была опубликована информация о том, что TnpB белки 

из haloarchaeon Halobacterium salinarum связываются с короткими перекрывающими 

кодирующими транскриптами своего собственного гена [56]. Биохимическая и 

биологическая характеризация TnpB должна пролить свет на эволюцию функций 

CRISPR-Cas эффекторов 2 класса. 

Ближайшие родственники и возможные предки Cas9 были определены за счет 

видимой схожести последовательностей и присутствия вставки HNH в RuvC подобный 
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нуклеазный домен определённого семейства TnpB белков, которые были обозначены как 

IscB (insertion sequences Cas9‑like protein B) [30, 85]. В текущих данных сложно 

проследить прямую связь между эффекторами V типа и определённой группой TnpB 

белков, так как эффекторы V типа показывают меньшее родство к TnpB белкам, нежели 

Cas9 показывает к IscB белкам. Тем не менее, эффекторы трёх подтипов V типа 

показывают сходство с различными семействами TnpB, что указывает на независимое 

происхождение разных подтипов V типа из набора tnpB генов. 

 

Подтип V-U определённый с помощью CRISPR затравок: маленький возможный 

эффектор 

Поиск CRISPR–Cas локусов, которые не имеют адаптационного модуля (т.е. те 

локусы, которые были обнаружены с помощью CRISPR затравки, но не с помощью cas1 

затравки; см. Рисунок 7) выявил несколько дополнительных вариантов возможных 

эффекторов систем V типа (см. Рисунки 8, 9, 10a), которые могут помочь объяснить, как 

CRISPR–Cas эффекторы эволюционировали из TnpB. Возможные эффекторные белки из 

этих локусов, которым был дан предварительный подтип V-U (где ‘U’ означает 

‘uncharacterized’ – не охарактеризованный; см. далее), объединяют две ключевые 

особенности, которые отличают их от других эффекторов II типа и V типа, которые были 

найдены в локусах, содержащих Cas1 (см. Рисунок 8). Первое, эти белки значительно 

меньше чем другие эффекторы 2 класса, которые располагаются рядом с Cas1, их размер 

составляет от ~500 аминокислот (только немногим больше чем стандартный размер 

TnpB) до ~700 аминокислот (между размером TnpB и типичным размером bona fide 

эффекторов 2 класса). Второе, эти возможные эффекторы показывают много больший 

уровень сходства с TnpB белками, больший чем для белков эффекторов II типа и V типа 

(см. сопроводительные материалы S3). В частности, три группы TnpB гомологов, 

которые включены в подтип V-U (обозначенные как: V-U1, V-U2 и V-U5), показывают 

эволюционную стабильность в рамках консервации последовательностей, стойкую 
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ассоциацию с CRISPR кассетами и присутствуют в различных группах бактерий (см. 

Рисунок 8, 9; также см. далее). Более детальное исследование показывает, что среди 

каждой из этих групп соответственные локусы в близкородственных геномах полностью 

ортологичны согласно консервации синтении генов.  

С точки зрения нахождения этих небольших CRISPR ассоциированных TnpB 

гомологов, был запущен разработанный поиск (см. Рисунок 7), но без фильтрации по 

минимальной длине белка стоящего рядом с CRISPR кассетой, результаты были изучены 

на наличие дополнительных TnpB гомологов. Различные CRISPR ассоциированные TnpB 

гомологи были обнаружены и имели размер в районе типичным для транспозон-

кодирующих TnpB, что составляет ~400 аминокислот (см. сопроводительные материалы 

S2 (box), часть a). Большинство из этих локусов не были эволюционно консервативными, 

таким образом имея сомнительную функциональную связь с затравкой. Однако, две 

различные группы небольших CRISPR ассоциированных TnpB (V-U3 и V-U4) были 

дополнительно обнаружены и имели характеристики схожие к другим трём группам 

подтипа V-U среднеразмерных CRISPR ассоциированных TnpB (см. Рисунок 8, 9; 

Таблица 1). Данные гены предположительных эффекторов подтипа V-U показывают 

признаки стабилизирующего отбора на уровне последовательностей белков (по низким 

значениям не синонимичных к синонимичным нуклеотидным заменам, dN/dS; см. 

Таблица 1), который, как было найдено, особенно сильный для группы белков подтипа 

V-U3 (см. спороводительные материалы S2 (box), часть b, таблица 1). Объединяя, данные 

наблюдения указывают на то, что соответствующие TnpB гомологи имеют CRISPR-

зависимые функции и, согласно данным наблюдениям, обосновывают обозначение 

соответствующих локусов как подтип V-U. 
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Таблица 1. Сила стабилизирующего отбора для эффекторных белковых семейств 2 

класса (воспроизведено с разрешения Nature reviews. Microbiology [175]). Показаны три 

квартили с распределением dN/dS, рассчитанные для пар последовательностей с 0.0002 < dN < 

1.0 и 0.0002 < dS < 1.0 (см. Материалы и методы). Цвет фона показывает разброс значений от 

низких (синий) до высоких (красный). 

 

Для больших bona fide эффекторов V типа низкая консервативность 

последовательностей мешает провести надёжный филогенетический анализ, но для 

маленьких предположительных CRISPR ассоциированных эффекторных комплексов 

надёжное филогенетическое дерево, которое включает в себя транспозон-кодирующие 

TnpB, может быть построено (см. Материалы и методы, сопроводительная информация 

S2 (box), часть c). Топология данного дерева указывает на то, что четыре из пяти 

различных вариантов подтипа V-U (далее обозначенных как подтипы V-U1, V-U2, V-U3, 

V-U4 и V-U5) произошли из разных TnpB семейств (см. Рисунок 10a), что согласуется с 

гипотезой о независимой эволюции различных подтипов эффекторов 2 класса из 

транспозон-кодирующих нуклеаз. Пятый вариант (подтип V-U5), который был найден в 

различных цианобактериях, состоящий из различных дальних гомологов TnpB и 

имеющих несколько мутаций в каталитических мотивах их RuvC подобного домена, не 



54 
 
был включён в данное филогенетическое дерево. Из пяти стабильных вариантов только 

подтип V-U1 найден в различных бактериях, тогда как остальные подтипы в основном 

ограничены определённым бактериальным таксоном (см. Рисунок 10a; сопроводительная 

информация S2 (box), часть d). Далее этот эволюционный анализ был расширен, чтобы 

включать в себя все возможные подтипы эффекторов V типа, путём построения 

дендрограмы основанной на расстояниях, полученных из профиль-профиль сравнения 

для соответствующих белковых последовательностей (см. Материалы и методы). 

Результаты указывают на то, что эффекторы каждого подтипа, также пять различных 

вариантов в V-U подтипе, произошли независимо от различных TnpB семейств (см. 

Рисунок 12). 
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Рисунок 12. UPGMA дендрограмма схожести профилей белковых семейств 

(воспроизведено с разрешения Nature reviews. Microbiology [175]). Белковые профиля были 

построены для различных подсемейств систем V типа (красные) и семейства TnpB (синие). 

Профиля соответствуют кластерам, информация о которых приведена в сопроводительных 

материалах S2 (box, часть h). Дендрограма из профилей была построена на основе матрицы 

схожестей полученной из HHalign программы (см. детали в методах в сопроводительных 

материалах). Прерывистая линия обозначает произвольную отсечку ~2 (в размерности единиц 

дистанции, показанной линией масштаба ниже дерева), которая, эмпирически, обозначает предел 

надёжной идентификации между группами последовательностей (т.е. группы с права от 

прерывистой линии, предположительно, надёжно определены). 

 

Подтип V-U TnpB подобные белки слишком маленькие, чтобы принимать билобную 

структуру необходимого размера, чтобы вмещать crРНК–целевая ДНК комплекс, 

которую принимают обычные эффекторные белки 2 класса, таким образом маловероятна 

их функция как эффекторных белков без дополнительных партнёров. Более того, локусы 

V-U подтипа не имеют других дополнительных cas генов (см. Рисунок 8), что, вместе со 

структурными соображениями приведёнными выше, предполагают, что нельзя сделать 

уверенное предсказание о том, что эти системы обладают полноценной CRISPR 

активностью. Тем не менее, эволюционно стабильная ассоциация с CRISPR кассетами, по 

крайней мере, в пяти различных вариантов подтипов V-U указывает на то, что некоторые 

из этих белков выполняют какую-то CRISPR зависимую биологическую функцию. 

Подобная функция может принимать типичную CRISPR активность, которая 

поддерживается другими Cas белками из других локусов и/или другими не Cas белками. 

Стоит отметить, что CRISPR кассеты ассоциированные с группой V-U3, которая найдена 

в основном в бациллах и в кластридиях, содержат несколько спэйсеров, которые 

совпадают с геномными последовательностями бактериофагов, которые инфицируют 

данные бактерии (см сопроводительные материалы S2 (box), часть e). Более того, наборы 

спэйсеров в каждой группе подтипов V-U отличны друг от друга, даже в близких 

бактериальных геномах (см. сопроводительная информация S2 (box), часть e), что 

указывает на активный набор спэйсеров. Разнообразие спэйсеров и присутствие 

спэйсеров таргетирующих фаги для подтипа V-U3 говорит о том, что по крайней мере 
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несколько из вариантов подтипа V-U являются функциональными CRISPR–Cas 

системами, которые вовлечены в антифаговый адаптивный иммунитет. Большое 

количество полных геномов, которые содержат локусы подгруппы V-U3 и подгруппы V-

U4, не имеют других CRISPR–Cas систем (см. сопроводительная информация S2 (box), 

часть f), что оставляет не ясным механизм набора новых спэйсеров в CRISPR кассеты. 

Альтернативно, некоторые системы из подтипа V-U могут иметь определённую 

регуляторную активность, которая не требует формирования комплекса с crРНК и 

целевой ДНК; примеры подобных активностей не связанных с защитой были уже 

описаны [195]. Данный пример может подходить для подгруппы V-U5, которая, по всей 

видимости, представляет из себя каталитически не активный гомолог TnpB (см. Рисунок 

9, где он обозначен как C2c5*; сопроводительная информация S3 (box)). Более того, в 

геномах, которые содержат подгруппы локусов V-U2 и V-U5 вместе с другими CRISPR–

Cas системами, CRISPR последовательности (повторы) ассоциированные с V-U локусами 

уникальны (сопроводительная информация S2 (box), часть f), что указывает на то, что эти 

подтипы могут иметь иные функции. 

 

Подтипы VI-A, VI-B и VI-C найденные с помощью cas1 и CRISPR затравок: РНК 

таргетирующие CRISPR–Cas многоблоковые эффекторы 

Отличительной особенностью Тип VI систем является эффекторный белок, который 

содержит два HEPN домена (см. Рисунки 8, 9). HEPN домен (Higher Eukaryotes and 

Prokaryotes Nucleotide-binding) распространён среди различных систем защиты, среди 

них, которые были экспериментально охарактеризованы, токсины из многих 

прокариотических токсин-антитоксин систем или эукариотическая RNase L, все из них 

имеют РНКазную активность [6, 60, 108]. Таким образом, для первого предполагаемого 

Тип VI эффектора, обозначенного как C2c2, который был найден по ассоциации с cas1, 

была предсказана РНК направляемая РНКазная активность.  
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Поиски по геномным базам данных, показали отсутствие схожести 

последовательности C2c2 к другим известным белкам. Однако, изучение множественного 

выравнивания белков C2c2 выявило два консервативных R(N)xxxH мотива, которые 

являются характеристической особенностью HEPN домена [60]. В дополнение к этому, 

был обнаружен консервативный глютамат встроенный в хорошо предсказанную, 

длинную α-спираль и соответствующий схожим мотивам HEPN доменов (см. Рисунок 

13).  

 

 

Рисунок 13. Тип VI: предсказанная РНКаза содержащая два HEPN домена 

(воспроизведено с разрешения Molecular Cell [173]). Верхний блок выравнивания включает 

выбранные HEPN домены, описанные выше и нижний блок выравнивания, включает 

каталитические мотивы из предсказанных Тип VI эффекторных белков. Каталитические 

основания показаны белыми буквами на черном фоне; консервативные гидрофобные основания 

помечены желтым фоном; консервативные малые основания помечены зелёным фоном; 

позитивно заряженные основания, в спиральном мостике, помечены красным цветом. 

Предсказание вторичной структуры показано ниже выравненных последовательностей: H 

обозначает α-спираль и E обозначает удлинённую конформацию (β-тяж). Плохо выравниваемые 

промежутки между выравниваниями показано цифрами. 
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HEPN суперсемейство включает в себя маленькие (~150 аминокислот) α-спиральные 

домены с сильно различающимися последовательностями, но сильно консервативными 

каталитическими мотивами, для которых была показано или предсказан РНКазная 

активность [6]. Поиск Pfam [122] в базах данных используя HHpred программу [180] и 

последовательности C2c2 как входные параметры, определило схожесть к HEPN домену 

для обоих предсказанных нуклеазных доменов C2c2, хотя и на очень значимом уровне. 

Однако важно, что эти выравнивания были единственными, где R(N)xxxH мотивы были 

консервативны. Идентификация HEPN доменов в C2c2 белках далее была поддержана 

предсказанием вторичной структуры, которая показала, что каждый мотив располагался 

среди совпадающих структурных контекстов, и предсказанная α-спиральная вторичная 

структура каждого домена согласуется с HEPN консервативным доменом (см. Рисунок 

13). Вне этих HEPN доменов, C2c2 последовательность, согласно предсказаниям (см. 

Материалы и методы) принимает смешанную α/β структуру без какой-либо значимой 

схожести с известными белковыми консервативными доменами (см. сопроводительная 

информация S5). Основываясь на этих уникальных ключевых особенностях эффектора 

C2c2, данным системам была выделена отдельная Тип VI CRISPR-Cas система. 

Впоследствии, таргетирование РНК было экспериментально проврено и показано, 

что Тип VI эффекторы защищают от РНК бактериофага MS2 [1]. В дополнении к этому, 

была показана новая уникальная особенность C2c2, что после нахождения цели, 

эффектор становится неразборчивой РНКазой, что имеет токсичный, подавляющий рост 

эффект на бактерию. Данные наблюдения демонстрируют связывание адаптивной 

иммунностью и запрограммированной смертью клетки (или впадение в спячку), что было 

ранее предсказано через сравнительный геномный анализ [107] и математическое 

моделирование [77]. Далее было показано, что C2c2 белок способен не только к 

интерференции, но также и к процессингу pre-crРНК [43]. 

Поиск CRISPR–Cas локусов используя CRISPR затравки позволил обнаружить два 

дополнительных семейства эффекторов, которым были назначены подтип VI-B и подтип 

VI-C, соответственно (согласно этому, C2c2 кодирующие локусы стали подтипом VI-A). 

Данная классификация Тип VI систем на разные подтипы была обоснована очень слабым 
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сходством на уровне последовательностей между этими тремя группами (которое только 

ограничено сходство в каталитических мотивах HEPN домена), различными позициями 

HEPN доменов в последовательности этих эффекторов и дополнительными 

особенностями строения локуса в случае подтипа VI-B (см. Рисунки 8, 9; 

сопроводительная информация S2 (box), часть d). В частности, было выделено два 

различных варианта подтипа VI-B (вариант VI‑B1 и VI‑B2), оба кодирующие 

дополнительные белки, которые содержат предсказанные трансмембранные домены; в 

случае VI‑B1 бeлок кодирует 4 таких домена и в VI‑B2 кодируется только один (см. 

Рисунок 10b; сопроводительная информация S2 (box), часть d). Филогенетический анализ 

эффекторных белков, указывает на то, что VI‑B1 и VI‑B2 варианты разошлись во время 

эволюции согласно их различным архитектурам ассоциированных предсказанных 

мембранных белков (см. Рисунок 10b; сопроводительная информация S2 (box), часть d). 

VI‑B1 системы, которые содержат несколько трансмембранных доменов, могут 

локализироваться на мембранах и, таким образом, быть мембранно-ассоциированными 

РНК-таргетирующими системами, что будет уникальным примером для биологии 

CRISPR–Cas систем. Однотрансмембранный белок в варианте VI‑B2 включает также в 

себя дополнительный HEPN домен, который является третьим в данной Тип VI системе 

(см. Рисунок 10b; сопроводительная информация S2 (box), часть d, и сопроводительная 

информация S6 (рисунок)). 

Тип VI-B был экспериментально охарактеризован [178] и было показано, что он 

является функциональным и обладает РНКазной активностью. В этом исследовании было 

показано, что VI-B1 и VI-B2 могут регулировать РНК интерференцию (VI-B1 подавляет 

и VI-B2 улучшает). 

Все найденные Тип VI эффекторы схожи по размеру с активными эффекторами 2 

класса подтипа VI-A, что указывает на их возможную функциональность. Даже локусы, 

не имеющие Cas1, вероятно являются функционирующими CRISPR–Cas системами, 

которые полагаются на адаптационные модули из других локусов того же генома. Более 

того, учитывая, что РНК вирусы представляют только малую часть прокариотического 

вирома [96], системы VI типа могут показывать токсичное действие в качестве отклика 
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на активную транскрипцию чужеродной ДНК. Данный механизм, возможно, не 

ограничен только VI типом систем, учитывая присутствие HEPN доменов в плохо 

охарактеризованных Cas белках во многих других системах. Это подтверждает то, что 

РНКазная активность HEPN доменов в Сsm6 и Csx1 была показана для систем III типа 

[137, 172], хотя их функции в биологии CRISPR-Cas систем остаются не известными. 

 

Часть 2. Оценка разнообразия систем 2 класса и обновлённая классификация 

CRISPR-Cas систем 

Оценка разнообразия CRISPR-Cas систем 2 класса в локусах бактерий и архей 

Исчерпывающая оценка разнообразия всех типов и подтипов 2 класса CRISPR-Cas 

систем была сделана в этом исследовании на текущем наборе бактериальных и архейных 

геномов. Были созданы профили для всех эффекторов всех найденных подтипов 2 класса 

систем (два отдельных профиля были созданы для вариантов V-U1, V-U2 и V-U5; V-U3 и 

V-U4 варианты не были включены в данную оценку, так как в поиске по базе данных они 

трудно отличимы от транспозон-кодирующих TnpB) и сравнены с белками 

закодированными в 4,961 полностью отсеквенированных прокариотических геномах и 

43,599 частичных прокариотических геномах, которые доступны в National Center for 

Biotechnology Information (NCBI) базе данных [211] (см. Материалы и методы). Данная 

процедура должна определить почти все экземпляры каждого эффектора, включая 

дальних родственников. 

Окружение данных генов было проверено на наличие CRISPR кассет и 

дополнительных cas генов, как было описано ранее [114]. Наиболее интересным 

наблюдением, является доминирование II типа систем во 2 классе. Эти системы 

представляют около 8% бактериальных геномов (см. Таблица 2). Тип V и Тип VI вместе 

взятые являются менее представленными более чем на порядок, что согласуется с 
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ожиданием, что различные варианты CRISPR–Cas типов и подтипов которые будут 

найдены, будут являться редкими вариантами среди CRISPR-Cas эффекторов [114].  

 

 

Таблица 2. Исчерпывающая оценка разнообразия CRISPR–Cas систем второго класса 

в бактериальных и архейных геномах (воспроизведено с разрешения Nature reviews. 

Microbiology [175]). 

*Локусы подтипа V‑uncharacterized (V-U) были изначально обнаружены путём поиска tnpB 

генов рядом с CRISPR кассетами и их консервативной эволюционной связью. Далее, этот 

предполагаемый подтип 2 класса был расширен за счет поиска гомологов, соответствующих 

эффекторных белков, независимо от их близости к CRISPR кассетам. Таким образом, только 

половина V-U локусов включает CRISPR.  

‡Предложенная система именования и изначальные имена генов используются для 

именования эффекторов, за исключением II типа эффекторов, которые имеют только 

систематические имена и V-U эффекторов, которые систематических имён не имеют. 

 

Одним из интригующих вопросов является, предоставляют ли системы II типа 

существенное преимущество в приспособленности против других вариантов эффекторов 

2 класса, будучи более эффективной системой в плане защиты и/или путём меньших 

затрат.  
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Большинство подтипов CRISPR-Cas систем 2 класса представлены в таксономически 

разнообразных групп бактерий, и, более того, для II типа и подтипа V-A, топология 

филогенетических деревьев эффекторов отличается от топологии видов, где они 

присутствуют [30, 205]. Данные наблюдения указывают на то, что горизонтальный 

перенос генов может играть ключевую роль в эволюции CRISPR–Cas систем. Однако, 

стоит заметить, что относительно широкий подтип VI-B ограничен только типом 

Бактороидетов, что, возможно, отражает уникальный аспект биологии данных бактерий. 

Похожая ситуация происходит с вариантом V-U5, что содержит инактивированный 

гомолог TnpB, который был найден только в Цианобактериях (смотри выше), и может 

использоваться в определённых цианобактериальных регуляторных путях. Как было 

замечено ранее [112, 114], и подчеркнуто данным расширением разнообразия 2 класса 

CRISPR-Cas систем, за исключением нахождения двух экземпляров подтипа V-A в 

мезофильных археях, 2 класс ограничен бактериями. Исключение второго класса из 

архей, в частности из гипертермофилов, в которых системы 1 класса широко 

распространены, подразумевает, что существует важное функциональное различие 

между двумя классами CRISPR–Cas систем, природа которого остается не известной. 

 

Обновлённая классификация CRISPR–Сas систем 2 класса 

Систематический поиск новых CRISPR–Cas локусов 2 класса, описанный в данной 

работе, привёл к важному расширению известного разнообразия этих систем. Вместо 

двух типов и четырёх подтипов, которые были включены в последнюю классификацию 

[114], стало три типа и как минимум 10 подтипов (см. Рисунок 8). Некоторая неясность 

остаётся в связи с недостатком функциональных данных о подтипе V-U, но очень 

вероятно, что эволюционно стабильные и видимо функциональные варианты, которые 

сгруппированы в этом предварительном подтипе, в частности V-U3, получат 

собственные подтипы в V типе. Функциональная характеризация вариантов V-U 

позволит сделать более точную классификацию, хотя вероятно, что многие V-U локусы 

не кодируют типичные активные CRISPR–Cas системы. Исходя из исчерпывающей 
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природы данного исследования (см. Рисунок 7), предполагается, что новые варианты 

будут ещё более редкими или ограничены в своем распространении определёнными 

группами бактерий или архей, которые не представлены адекватно в текущих геномных 

базах данных. 

Данное расширение классификации CRISPR–Cas систем требует соответствующего 

изменения в номенклатуре, в которой новые гены, по крайней мере экспериментально 

охарактеризованные эффекторы и их гомологи, будут иметь имена соответствующие 

номерным Cas белкам (см. Рисунок 8; Таблица 2). Таким образом, эффекторы V типа 

названы Cas12a, Cas12b и Cas12c и эффекторы VI типа именованы Cas13a, Cas13b и 

Cas13c (продолжение нумерации после Cas9 не возможно, так как Cas10 и Cas11 уже 

использованы для других белков) [114]. Эффекторы предполагаемого подтипа V-U не 

именуется до тех пор, пока не будет показано, что они функционально обладают bona fide 

CRISPR характеристиками, в случае, если это будет показано, они будут относиться к 

Cas12 семейству. 

Часть 3. Эволюционное возникновение новых CRISPR-Cas систем 2 класса 

В дополнение к предыдущей гипотезе о независимом происхождении эффекторов 

разных типов и подтипов 2 класса CRISPR–Cas систем, была использована информация о 

не полных локусах V типа, чтобы предложить более детальный эволюционный сценарий 

(см. Рисунок 14). 
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Рисунок 14. Предложенные варианты возникновения CRISPR–Cas систем 2 класса 

(воспроизведено с разрешения Nature reviews. Microbiology [175]). Данный рисунок отображает 

трёх этапный путь эволюционного “становления” для CRISPR-Cas систем II, V и VI типа. 

Систематичные и/или изначальные названия для имён генов расположены ниже “взрослых” 

эффекторных белков и предположительных промежуточных форм для систем V типа. Первый 

шаг включает случайную вставку TnpB кодирующей последовательности или 

последовательности IscB (Cas9-like protein B) – кодирующего транспозона или HEPN домена 

(higher eukaryotes and prokaryotes nucleotide-binding) РНКазы-кодирующего гена рядом с CRISPR 

кассетой для Тип II, Тип V и тип VI систем, соответственно. Во время второго шага, 

устанавливается функциональная связь между встроенным белком и CRISPR кассетой, далее 

начинается их коэволюция, в частности, в форме накопления вставок, которая содействует 

CRISPR РНК (crРНК) связыванию. Для систем V типа, промежуточные формы, советующие 

первому и последнему шагу обозначены как различные варианты V-uncharacterized (V-U) типа. 

Дополнительные компоненты системы, которые могли появиться во время 2 шага, такие как 

tracrРНК (trans-acting CRISPR РНК) в случае систем II типа. Во время третьего шага, 

дальнейшие вставки привели к улучшенной специфичности crРНК и связыванием с целью, и 

добавили возможность взаимодействия с вспомогательными белками, такими как Csn2 для II-A 

типа или белка с трансмембранным доменом (TM) для типа VI-B. Адаптационный модуль был 

встроен только для некоторых CRISPR-Cas систем 2 класса во время третьего шага. (TS) 

обозначает таргетируемую последовательность (Target Site). 

 

Как описано выше, по крайней мере, пять различных вариантов внутри подтипа V-U 

показывают свойства эволюционной стабильности и стойкую связь с CRISPR кассетами, 

и обычно содержат TnpB гомологи имеющие средний размер между компактными 

транспозон-кодирующими TnpB белками и большими эффекторами 2 класса (см. 

Рисунок 9, 10b). Эти группы TnpB гомологов могут представлять собой промежуточные 

стадии в независимом процессе становления нового варианта CRISPR–Cas системы. 

Другие CRISPR–tnpB экземпляры не проявляют эволюционной стабильности и вероятно 

являются результатом более или менее случайной вставки tnpB генов рядом с CRISPR 

кассетой; некоторые из этих локусов могут представлять собой ранние этапы эволюции 

CRISPR–Cas систем.  
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Все локусы V-U подтипов не имеют адаптационного модуля, что указывает на то, что 

на ранние стадии эволюции новых CRISPR–Cas систем 2 класса происходят путём 

случайной вставки TnpB-кодирующего элемента рядом с одиночной CRISPR кассетой 

(см. Рисунок 14). На следующей стадии эволюции происходит фиксация ассоциации 

между CRISPR кассетой и TnpB гомологом в микробной популяции, предположительно в 

связи с появлением новой функции, точная природа которой пока не известна. Это может 

быть сопровождено увеличением размера белка через дупликацию внутренних участков 

и/или дополнительных вставок доменов (см. Рисунок 14). Последний этап включает в 

себя дальнейший рост эффекторного белка, достигая типичной билобной структуры и, в 

некоторых случаях, ассоциацией с адаптационным модулем путём рекомбинации с 

другими CRISPR–Cas локусами (см. Рисунок 14). Данный сценарий может быть 

подтверждён тем, что Cas1 белки из различных подтипов II типа и V типа гомологичны 

различным подтипам I типа (см. Рисунок 15). Факт того, что ни один локус V-U подтипа 

не содержит cas1 и cas2 гены, в то время как многие локусы кодирующие большие 

эффекторные белки содержат их, хорошо поддерживает гипотезу, что адаптационный 

модуль появляется последним.  
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Рисунок 15. Филогенетическое дерево Cas1 (воспроизведено с разрешения Molecular Cell 

[173]). Данное дерево было построено используя множественное выравнивание 1498 Cas1 

последовательностей, которые содержат 304 филогенетически информативных позиций. Ветки, 

соответствующие 2 классу систем помечены голубым цветом; оранжевым для подтипа V-A; 

красным для подтипа V-B; коричневым для подтипа V-C; малиновым для типа VI. Выноски 

показывают раскрытые ветки для новых подтипов. Bootstrap значения показаны в процентах и 

отображены только для нескольких релевантных веток. Полное дерево в Newick формате с 

названиями видов и bootstrap значениями и множественное выравнивание, которое 

использовалось для постройки дерева доступно на ftp://ftp.ncbi.nih.gov/pub/wolf/_suppl/Class2/. 

Также см. Материалы и методы. 

 

Приведённый выше сценарий может быть оспорен с точки зрения направления 

эволюции: можно представить, что транспозон-кодирующий TnpB белок произошел из 

эффектора 2 класса. Но всё же, сценарий, когда транспозон-кодирующий TnpB является 

предком (см. Рисунок 14) является более предпочтительным по нескольким причинам. 

Первое, TnpB-кодирующие транспозоны (автономные и не автономные, включая те, что 

потеряли мобильность) много более распространены во всех видах бактерий и архей чем 

2 класс CRISPR–Cas систем, которые относительно редки и ограничены в их 

распространении в определённом наборе некоторых типов бактерий (см. Оценка 

разнообразия 2 класса CRISPR-Cas систем; Таблица 2; сопроводительная информация S2 

(box), часть d). Второе, возможно более важное, эффекторы 2 класса сильно больше и 

сложнее чем TnpB белки, что делает их маловероятными предковыми формами. Третье, 

TnpB белки закодированы в транспозонах, которые, в силу их мобильности, могут легко 

оказаться в окрестности CRISPR кассет; CRISPR–Cas системы, напротив, не имеют 

механизмов мобильности. Наконец, наблюдения, показанные здесь, о филогении TnpB 

белков, которые ассоциированы с CRISPR кассетами расположены между транспозон-

кодирующими белками (см. Рисунок 10a), что подразумевает предковый статус за TnpB.  

Гипотетически, похожий сценарий можно применить к типу VI CRISPR-Cas систем 

(см. Рисунок 14). Подробный поиск по HEPN домен-содержащих белков в геномных 

базах данных, которые закодированы рядом с CRISPR кассетами, не был способен найти 

эволюционно стабильные группы, которые могли бы быть аналогами подтипу V-U, тогда 

ftp://ftp.ncbi.nih.gov/pub/wolf/_suppl/Class2/
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как обнаружил многочисленные группы HEPN содержащих Cas белковых семейств, 

Csm6 и Csx1 (см. сопроводительную информацию S2 (box), часть g). Таким образом, 

возможно, что во время эволюции VI тип систем рекрутировал один из HEPN 

содержащих Cas белков, который после последовавшей дупликации HEPN домена и 

дальнейшего расширения белка до типичного размера 2 класса эффекторов, перерос в 

окончательный вариант VI (см. Рисунок 14). Однако, возможность того, что VI 

эффекторы происходят непосредственно от HEPN-содержащих токсинов, не может быть 

полностью исключена; дальнейшее исследование новых геномов и метагеномов на счет 

возможных предков двух-HEPN домен содержащих белков может указать место 

происхождения этих эффекторов более точно. 

Часть 4. Возможные применения для новых CRISPR-Cas систем 

Большинство методов применения CRISPR систем было сфокусировано на 

программируемой ДНК таргетирующей активности белка Cas9. Направленное внесение 

двухнитевых разрывов в ДНК с помощью Cas9 может быть использовано для 

редактирования геномов, включая нокаут генов и точное редактирование используя 

внутриклеточный механизм гомологичной рекомбинации. Каталитически неактивные 

варианты (‘dead’) Cas9 были использованы для контроля транскрипции [26], 

эпигенетической модуляции [190] и для внутриклеточной визуализации [27, 93, 136]. Не 

смотря на этот прогресс, Cas9 имеет свои недостатки, в связи с потенциальными вне 

целевыми эффектами, проблемами, ассоциированными с доставкой комплекса и 

сложностями таргетирования РНК вместо ДНК. Таким образом, альтернативные 

инструменты для редактирования геномов сильно ожидаемы.  
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Рисунок 16. Функциональное разнообразие экспериментально охарактеризованных 

CRISPR–Cas систем 2 класса (воспроизведено с разрешения Nature reviews. Microbiology 

[175]). Для каждого типа CRISPR–Cas систем 2 класса (и двух подтипов в V типа), показано 

схематичное изображение комплексов с эффектором, целью, crРНК и в случае II типа и подтипа 

V-B систем, trans-acting CRISPR РНК (tracrРНК). Позиция PAM (protospacer adjacent motif) или 

PFS (protospacer flanking site) показана красной линией. Маленькие зелёные треугольники 

показывают место разреза или разрезов таргетируемой ДНК или РНК молекулы: dsДНК, 

двухцепочечная ДНК (double-stranded ДНК); ssРНК, одноцепочечная РНК (single-stranded РНК). 

 

Прогресс в функциональной характеризации подтипов 2 класса, который далек от 

завершения, даже на данной стадии, показывает удивительное разнообразие механизмов 

эффекторов. Проявления этого разнообразия включают в себя: различные цели 
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эффекторов (двухцепочечные ДНК для II типа и V типа, но РНК для VI типа), наличие 

tracrРНК (для II типа и подтипа V-B, но не для подтипа V-A или типа VI), 

последовательность PAM’a и тип раскусывания цели на нуклеотидном уровне (см. 

Рисунок 16). Данное функциональное разнообразие является основным стимулом для 

дальнейшей характеризации различных систем 2 класса так как это создаёт возможности 

для расширения и экспансии этих возможностей редактирования геномов для 

исследований, биотехнологии и медицины [73]. Использование Cas12a (ранее известного 

как Cpf1) из подтипа V-A семейств эффекторов уже принесло более простой РНК 

направляемый и более специфичный чем Cas9 белок для приложений редактирования 

геномов [50, 76, 90, 92, 103, 205], также он предлагает альтернативный PAM который 

легче применять в AT-богатых геномах, как, например, Plasmodium falciparum.  

Дальнейшее исследование разнообразия CRISPR эффекторов, таких как недавно 

охарактеризованный подтип VI-A эффектор Cas13a (ранее известный как C2c2) [1], также 

открыл двери для развития новых технологий РНК-направляемого РНК таргетирования, 

которые позволяют изменять, модулировать, модифицировать и отслеживать 

специфичные РНК транскрипты в клетках. Развитие эффективного программируемого 

РНК-связывающегося белка (например, ‘dead’ Cas13a, который имеет мутированные 

HEPN домены) может сильно улучшить существующее понимание РНК биологии. 

Подобный инструмент может позволить наблюдать различные состояния клеток, 

манипулировать трансляцией, отслеживать уровни РНК локализации в живых клетках. 

Не смотря на то, что Cas9 был модифицирован, чтобы иметь некоторые способности к 

РНК таргетированию [144], эта система требует доставки химически модифицированной 

ДНК, что сужает область применения, исключая широкогеномный скрининиг или 

доставку вирусами. 

После связвывания с комплементарной РНК целью, Cas13a использует специфичную 

и не специфичную РНКазную активности, таким образом вызывая ингибирование роста в 

Escherichia coli [1]. Данная особенность усложняет использование Cas13a для 

специфичного РНК нокаута, но может быть потенциально использована для других 

приложений, таких как селективное устранение клеток, основанное на профилях 

экспрессии. Остаётся не выясненным можно ли инактивировать не специфичную РНК 
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активность в Cas13a или использовать независимо от его специфичной к цели активности 

и имеют ли другие эффекторы подтипов VI типа, такие как Cas13b, подобные свойства. 

Дальнейший поиск CRISPR–Cas систем или, в более широком плане, разнообразия 

бактериальных и архейных систем защиты и мобильных генетических элементов, может 

дать новые возможности и применения в биотехнологии. В частности, программируемые 

интегразы или транспозазы, которые ещё предстоит найти, могут быть мощными 

инструментами для специфичной геномной интеграции и перестроек. 

Недавние исследования показывают примеры применения обнаруженного белка 

Cas13a [58]. В данном исследовании показано, что Cas13a может быть использован в 

специфичной диагностике, где он может детектировать ДНК или РНК на аттомолярных 

уровнях и уровнях с всего одной заменой. Этот метод был использован для определения 

специфичных штаммов эукариотических и прокариотических вирусов, различных видов 

опухолей, нахождения патогенных бактерий. Данные свойства можно применять в 

полевых условиях для определения инфекций, патогенов, определения количества 

ДНК/РНК и т.д.  
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Заключение 

Геномный анализ, представленный в данной работе, увеличил разнообразие CRISPR–

Cas систем 2 класса. В частности, поиск автономных и не автономных (не имеющих 

адаптационного модуля) CRISPR–Cas систем в геномных и метагеномных базах данных, 

привёл к обнаружению шести новых подтипов, увеличив количество подтипов во 2 

классе CRISPR-Cas систем с 4 до 10. Более того, один из новых подтипов, V-U, 

являющийся набором различных вариантов маленьких потенциальных эффекторов, 

некоторые из которых ожидаемо могут стать полноценными подтипами V типа, после 

того как они будут полноценно охарактеризованы. Особенно примечательно, что 

обнаруженные новые системы 2 класса попадают в две ранее известные категории: 

эффекторы, которые раскусывают двуцепочечную ДНК используя RuvC подобную 

нуклеазу (для не целевой цепи); и эффекторы, которые атакуют РНК цели используя 

HEPN РНКазный домен. Повторяемое независимое появление этих систем отражает 

потребность прокариот в данном виде структур CRISPR–Cas вариантов, которые могут 

вместить crРНК и таргетируемую молекулу, для чего подходит не так много белковых 

структур.  

Новые варианты 2 класса CRISPR-Cas систем имеют особенности, не встречавшиеся 

ранее: например, подтип V-B требует tracrРНК, тогда как V-A не требует этой молекулы, 

тогда как другие варианты, такие как подтип VI-A (и возможно все типы VI типа систем), 

таргетируют только РНК и, видимо, вызывают токсичный отклик в бактериальных 

клетках. Подтип V-U, как ожидается, может показать ещё более необычные свойства. 

Данное функциональное разнообразие обладает потенциалом для развития новых, 

разносторонних инструментов редактирования геномов и регуляторных механизмов. В 

данной работе, были показаны особенности, которые указывают на различное, 

независимое происхождение разных типов и подтипов CRISPR-Cas систем 2 класса из 

мобильных элементов, кодирующих разнородные TnpB белки (для II типа и V типа) или 

из HEPN домен-содержащих белков (для VI типа), которые изначально происходят из 

мРНК разрезающих токсинов. Несмотря на удивительное разнообразие найденных 
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систем, ожидается, что данный разработанный и применённый биоинформатический 

подход исчерпывающе нашёл варианты CRISPR-Cas систем 2 класса в доступных 

геномных и метагеномных данных. Новые варианты могут быть найдены, но они будут 

очень редки или ограничены не известным или плохо покрытым (в базах данных) типам 

бактерий. Однако, как показано на примере VI типа, не смотря на ограниченную 

представленность подобных вариантов их биологическая роль или особенности могут 

быть очень интересны и применимы для новых биотехнологических инструментов. 
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Результаты исследования 

1. Был разработан и применён биоинформатический подход для поиска новых 

CRISPR-Cas систем 2 класса в геномных и метагеномных прокариотических базах 

данных. 

2. Было обнаружено шесть новых CRISPR-Cas систем 2 класса, включая набор 

неизвестных вариантов типа V-U: подтипы V-B, V-C, V-U с RuvC подобными 

нуклеазными доменами; и VI-A, VI-B, VI-C с HEPN РНКазным доменом. Данные 

системы были биоинформатически охарактеризованы. Три подтипа были 

экспериментально проверены коллабораторами в других лабораториях и их 

результаты совпали со сделанными предсказаниями: Тип V-B является tracrРНК 

зависимым CRISPR-Cas эффекторным комплексом который предоставляет защиту 

от чужеродной ДНК [173]; типы VI-A и VI-B являются РНК направляемыми 

РНКазами и предоставляют защиту от РНК вирусов, а также вызывают 

ингибирование роста [1, 178]. 

3. Обновлённая классификация CRISPR-Cas систем 2 класса была предложена, 

которая включает 6 новых обнаруженных систем. 

4. Исчерпывающая оценка разнообразия была сделана для CRISPR-Cas систем 2 

класса, показывающая распространение и дающая количественную оценку этих 

систем среди бактерий и архей. 

5. Были представлены гипотезы о возможных путях появления CRISPR-Cas систем 2 

класса, показывающие развитие от транспозонов до развитых (или 

промежуточных для типа V-U) CRISPR-Cas систем. 

6. Были предложены возможные биотехнологические применения, включая 

редактирование геномов, для новых CRISPR-Сas систем. 
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Приложение 
 

Здесь представлены ссылки на приложения, в связи с их размером или 

неподходящим форматом (для текстового документа). Все файлы находятся на FTP сайте 

NCBI. 

 

Приложение S2 

Файлы находятся на FTP сайте по следующей ссылке: 

ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/pub/wolf/_suppl/CRISPRclass2NRM/  

 

Описание файлов, расположенных на FTP сайте: 

Supplementary information S2 (box, part a) (MS Excel):  

Выходные данные из описанного стека программ: все белковые семейства, 

ассоциированные с CRISPR повторами. Кластера белков для всех рамок считывания в 

районе ±10 килобаз от затравки, их аннотация и последовательности представителей 

кластеров. Все кластеры отсортированы по относительной частоте встречаемости в 

CRISPR локусах. 

 

Supplementary information S2 (box, part b) (MS Excel):  

Локусы и их организация для всех вариантов систем V-U 

 

Supplementary information S2 (box, part c): 

Локусы систем 2 класса. Для каждого эффекторного гена показано окружение. Белок-

кодирующие гены и CRISPR кассеты отображены. Гены, аннотированные в GenBank 

имеют GenBank locus tags; гены аннотированные de novo имеют идентификатор, 

состоящий из ID контига и номера гена.  

 

Supplementary information S2 (box, part d):  

Результат FastTree для TnpB семейств в newick формате. Полное дерево, 

отображенное на Рисунке 10а. Последователольности отмечены локальными GI 

ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/pub/wolf/_suppl/CRISPRclass2NRM/
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номерами, даны имена видов и виды, содержащие CRISPR кассеты помечены с “CRISPR” 

префиксом. Больше информации о последовательностях может быть найдено в 

supplementary information S2 (box, part g).  

 

Supplementary information S2 (box, part e) (MS Excel):  

Спэйсеры CRISPR кассет. Уникальные спэйсеры были получены из всех CRISPR 

кассет, находящихся в supplementary information S2 (box, part a). Поиск протоспэйсеров 

был выполнен используя MEGABLAST (см. Материалы и методы). 

 

Supplementary information S2 (box, part f) (MS Excel):  

CRISPR-Cas системы и CRISPR кассеты, найденные в геномах содержащих Type V-U 

системы. Для каждого полного генома, который содержит хотябы один V-U 

представитель, все CRISPR-Cas локусы, CRISPR кассеты и последовательности повторов 

приведены. Локусы аннотированы согласно классификации CRISPR-Cas систем. V-U 

гены отмечены.  

 

Supplementary information S2 (box, part g) (MS Excel):  

HEPN домен содержащие белки в окрестностях CRISPR затравок. Все белки 

содержащие HEPN домены известных семейств в окрестностях CRISPR кассет 

перечислены. Следующая информация приведена: ID гена и его координаты, HEPN 

семейство, тип CRISPR-Cas системы, ID кластера.  

 

Supplementary information S2 (box, part h) (MS Excel):  

Последовательности, использованные для анализа V типа систем и TnpB семейств. 

Для каждой последовательности, которые были использованы для построения 

филогенетического дерева (Рисунок 10a) и дендрограммы профилей (supplementary 

information S3, Рисунок 11) следующая информация приведена: ID последовательности 

TnpB и координаты в соответствующем геноме, ID кластера, описание подсемейства, ID 

генома и название вида ассоциированного с CRISPR кассетой. 
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Supplementary information S1: Multiple alignment of C2c1 protein family 

Supplementary information S4: Multiple alignment of C2c3 protein family 

Supplementary information S5: Multiple alignment of C2c2 protein family 

Рисунки располагающиеся в 1 файле, см. S4, S5, S6 в: 

ftp://ftp.ncbi.nih.gov/pub/wolf/_suppl/Shmakov/SupplementS1_4_5.pdf 

 

 

Supplementary information S3: Multiple alignment of representatives from five V-U 

families. 

ftp://ftp.ncbi.nih.gov/pub/wolf/_suppl/Shmakov/SupplementS3.pdf 

 

Supplementary information S6 (figure): Membrane proteins associated with Cas13b genes 

ftp://ftp.ncbi.nih.gov/pub/wolf/_suppl/Shmakov/SupplementS6.pdf 

 

 

 

  

ftp://ftp.ncbi.nih.gov/pub/wolf/_suppl/Shmakov/SupplementS1_4_5.pdf
ftp://ftp.ncbi.nih.gov/pub/wolf/_suppl/Shmakov/SupplementS3.pdf
ftp://ftp.ncbi.nih.gov/pub/wolf/_suppl/Shmakov/SupplementS6.pdf
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