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За последнее десятилетие технология CRISPR-Cas приобрела широкую популярность
в различных областях: от редактирования генома до контроля экспрессии генов. В основе
системы лежит способность комплексов CRISPR-Cas программироваться для нацелива-
ния на определенные последовательности ДНК. Введение точечных мутаций блокирует
нуклеазную активность Cas9, но не влияет на его связывание с мишенью. Инактивиро-
ванный dCas9, значительно расширил применение технологии CRISPR-Cas9. В частно-
сти, dCas белки широко применяются в качестве элементов генетических цепей (1). Для
построения моделей генетических схем, улучшения эффективности и специфичности на-
целивания, а также контроля регуляции элементов сетей, необходимо понимание пара-
метров взаимодействия комплексов dCas-гРНК-ДНК, измеренных в системах in vitro. В
нашей работе мы измерили константы диссоциации комплексов dCas9-гРНК с ДНК в раз-
личных условиях. Также мы ввели функциональный РНК-домен, приводящий к димери-
зации dCas-белков посредствам взаимодействия между двумя РНК-шпильками.

Для проведения экспериментов по связыванию in vitro, белок dCas9 экспрессировали
в клетках E.coli и очищали путем трехэтапной очистки FPLC. Гидовую РНК синтезиро-
вали путем in vitro транскрипции. Последовательности ДНК, меченные 6-FAM, получали
из синтезированных олигонуклеотидов. Константы диссоциации измеряли методом по-
ляризации флуоресценции в планшетном ридере. Для сборки структур комплексов dCas9
с димеризационным РНК-доменом использовалась программная библиотека MDAnalysis
для языка программирования Python. Расчет траекторий молекулярной динамики прово-
дился при помощи программного пакета Gromacs.

Нами были измерены константы диссоциации комплексов dCas9-гРНК с ДНК в буфе-
рах с различной концентрацией одно- и двухвалентных ионов. Так, в буфере, содержащем
ионы марганца, связывание значительно ухудшается, что может быть связано с эффектом
локального раскручивания ДНК. Для повышения кооперативности связывания, мы со-
здали модель двух dCas9-белков, связанных димеризационным РНК-доменом. Электро-
форетическими методами было подтверждено наличие связанных димерных комплексов.
Параметры взаимодействия полученных комплексов определены методом поляризации
флуоресценции. В дальнейшем мы планируем использовать полученную конструкцию в
качестве элемента генетических сетей.
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