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Аннотация
В работе исследуется новая РНК-направляемая РНК-нуклеаза Cas12g, обнаруженная в метагеномах термофильных 

микробных сообществ во время экспедиции в Республику Северная Осетия — Алания. Обнаруженные свойства белка пока-
зывают, что он может стать перспективным инструментом для создания тест-систем.

Abstract
The study examines a new RNA-guided RNA nuclease Cas12g, discovered in the metagenomes of thermophilic microbial 

communities during an expedition in the Republic of North Ossetia—Alania. The properties of the discovered protein suggest that it 
could become a promising tool for molecular diagnostics.

CRISPR-Cas-система — это адаптивная иммунная система, которая широко распространена среди архей 
и бактерий и защищает их от вторжения вирусов и другого чужеродного генетического материала. Система со-
стоит из эффекторного белка Cas, который осуществляет гидролиз нуклеиновой кислоты, и молекулы гидовой 
РНК, которая направляет рибонуклеопротеиновый комплекс на сайт-мишень [1]. Поиск и исследование новых 
нуклеаз с целью расширения набора инструментов CRISPR-Cas является одним из перспективных направлений 
в молекулярной биологии. Особенный интерес представляют эффекторы подтипов систем класса 2, в частности 
системы V типа. Нуклеазы типа V содержат консервативный RuvC-подобный эндонуклеазный домен и обычно 
расщепляют в качестве субстрата молекулы ДНК. Однако системы V-G отличаются тем, что проявляют РНКаз-
ную активность  [2]. Кроме того, они демонстрируют коллатеральную активность в  отношении молекул РНК 
и  оцДНК  [3]. Редактирование РНК представляет собой перспективную альтернативу редактированию генома, 
поскольку данный подход снижает вероятность появления неконтролируемых мутантных вариантов. Также, в от-
личие от редактирования ДНК, распознаванию РНК не препятствуют модификации ДНК и доступность хромати-
на. Это привело к всплеску использования технологии редактирования РНК, которая открывает многочисленные 
возможности [4]. 

В  работе исследуется ранее не  описанная нуклеаза Cas12g, которая была обнаружена в  метагеномных 
данных термофильных микробных сообществ из  термальных источников Кармадонского ущелья на  высоте 
2330 м над уровнем моря  [5]. Найденный CRISPR-локус содержал ген cas12g, кодирующий 768 аминокислот, 
CRISPR-массив, содержащий 10 повторов сразу после гена cas12g, и область, кодирующую tracrRNA, располо-
женную ниже гена cas12g, с частичной гомологией с повторами массива CRISPR. Ген-кандидат Cas12g, скорее 
всего, принадлежит представителю класса Terriglobia. По данным NCBI CDD, С-конец гена-кандидата гомологи-
чен белкам семейства РНК-направляемых эндонуклеаз TnpB, включающих CRISPR-ассоциированные белки, та-
кие как CRISPR-ассоциированный белок C2c8 типа V [6]. Чтобы подтвердить, что идентифицированный CRISPR 
локус является функциональной системой CRISPR-Cas, Cas12g был экспрессирован в E. coli с C-концевой гек-
сагистидиновой (His)-меткой. Очистку белка осуществляли металлохелатной хроматографией и  гель-фильтра-
цией. Для исследования активности цис-расщепления эффектора Cas V-G были проведены реакции in vitro раз-
резания РНК PAM-библиотеки, содержащей последовательность 8N. Также было показано, что при связывании 
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с РНК-мишенью активируется неспецифическое транс-расщепление РНК. Чтобы подтвердить, что Cas12g также 
активен в отношении оцДНК, были проведены эксперименты в присутствии зонда ДНК, меченного флуорофором 
и гасителем. 

Разработка систем CRISPR-Cas, нацеленных на РНК, открывает новые возможности для редактирования 
РНК и регуляции на посттранскрипционном уровне [7]. Полученная и охарактеризованная новая нуклеаза типа 
VG в дальнейшем также может успешно применяться в диагностических тест-системах для обнаружения РНК 
различных патогенов. 
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