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Резюме. Последние несколько лет системы CRISPR/Cas активно исследуются и используются для широко-

го спектра прикладных задач. Многообразие вариантов их применения обусловлено способностью нуклеаз 

типа Cas направленно расщеплять заданные последовательности нуклеиновых кислот. При этом исследова-

тель может задавать необходимую последовательность направляющих элементов cистемы, в роли которых 

выступают так называемые единые гидовые РНК, что позволяет системе воздействовать на определенные ми-

шени. Такое свойство и стало одной из причин интереса к системам CRISPR/Cas. Одним из первых направле-

ний применения данных систем было использование их для геномного редактирования. В дальнейшем спи-

сок потенциальных возможностей расширился: например, CRISPR/Cas можно задействовать в генотерапии 

и эпигенетических исследованиях. Из единых гидовых РНК могут быть составлены библиотеки, выступаю-

щие основой для создания вирусных векторов с последующим трансдуцированием бактериальных клеток 

и нокау тированием указанных мишеней при помощи cas-белков. Такой подход позволяет осуществлять по-

иск бактериальных генов, ответственных за устойчивость или чувствительность к различным препаратам. 

Использование этих систем в молекулярной диагностике инфекционных заболеваний считается одним 

из наиболее многообещающих направлений. Диагностика при помощи CRISPR/Cas позволяет обнаруживать 

в образцах даже небольшие концентрации патогенных организмов за счет детекции их нуклеотидных по-

следовательностей. При этом такие анализы оказываются точными, быстрыми и несложными в применении, 

а для функционирования ряда платформ даже не требуется дорогостоящее оборудование, поскольку уже раз-

работаны методы быстрой и простой пробоподготовки, а современные подходы преамплификации позволя-

ют уйти от использования термоциклических аппаратов. Примечательно, что уже открыто огромное число 

естественных систем CRISPR/Cas различных типов. Такое изобилие способствует разработке разнообразных 

искусственных систем, каждая из которых обладает своими особенными характеристиками. На их базе соз-

дается и множество диагностических платформ, различающихся по свойствам, что позволяет исследователям 

и медицинским работникам подбирать наилучший метод для решения определенных задач. Для выбора под-

ходящей платформы важно иметь представление об устройстве и функционировании систем CRISPR/Cas, 

а следовательно, необходима актуальная классификация систем, на базе которой, в свою очередь, уже удобно 

оценивать само многообразие платформ молекулярной диагностики и представлять типовые характеристики 

и нюансы устройства для каждого метода. Таким образом, данный обзор, посвященный преимущественно 

платформам молекулярной диагностики инфекционных заболеваний, также затрагивает вопросы функцио-

нирования, устройств и классификации систем CRISPR/Cas.
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CRISPR/Cas-BASED DIAGNOSTIC PLATFORMS

Volkov A.A., Dolgova A.S., Dedkov V.G.

St. Petersburg Pasteur Institute, St. Petersburg, Russian Federation

Abstract. Over the last few years, CRISPR/Cas systems have been extensively studied and used for a wide range of applied 

purposes. The variety of their applications is accounted for by the ability of Cas-type nucleases to targetly cleave speci-

fied nucleic acid sequences. In this case, the researcher might set the necessary sequence of the guiding elements in the 

CRISPR/Cas system, played by so-called single guide RNAs allowing it to act on select targets. This potential underlies 

one of the reasons for exerting interest in CRISPR/Cas systems. One of the first areas for applying these systems was its 

use for genomic editing. Later, the list of potential opportunities has been expanded: e.g., they can be used in gene therapy 

and epigenetic research. It is possible to create sgRNA libraries which might be used to create a pool of viral vectors ap-

plied for bacterial cell transformation with subsequent cas-protein transduction that cause target gene knockout. This ap-

proach allows finding genes responsible for resistance or sensibility to diverse substances. Using such systems in molecular 

diagnostics of infectious diseases is considered as one of the most promising directions allowing to detect even extremely 

low concentrations of pathogenic organisms in samples due to their specific nucleotide sequences. Simultaneously, such 

assays turn out to be accurate, rapid and easy to utilize. In addition, some platforms may work without using expensive 

equipment, because methods for fast and simple sample preparation have already been developed, whereas modern pre-

amplification approaches allow to avoid applying thermocycling devices. Interestingly, a great amount of diverse types 

of natural CRISPR/Cas systems have been already discovered. Such abundance promotes development of multiple artifi-

cial systems, each of which exerting own unique characteristics. Therefore, a variety of diagnostic platforms with different 

properties are created on their basis that allows researchers and physicians to choose an optimal approach for performing 

specific tasks. For this reason, insights into structure and operation of CRISPR/Cas systems are necessary for selecting 

a suitable platform. The current classification of systems is based on such principles serving as the basis, in turn, for con-

venient evaluation of the very variety of molecular diagnostics platforms and presentation of the typical technical charac-

teristics and nuances for each method. Thus, this review, which is mainly devoted to the platforms for molecular diagnos-

tics of infectious diseases, also touches upon the issues of functioning, devices, and classification of CRISPR/Cas systems.

Key words: CRISPR/Cas, molecular diagnostics, Cas12, Cas13, isothermal amplification.

Введение

Системы CRISPR/Cas уже довольно давно 

известны и применяются в разнообразных це-

лях. Исходно они были обнаружены у бактерий, 

у которых они участвуют в иммунном ответе. 

Позднее системы также были выявлены у дру-

гих микроорганизмов [18].

В основе таких систем – локус CRISPR, от-

крытый еще в 1987 г. [20]. Это кластер коротких 

повторов ДНК, разделенных одинаково корот-

кими некодирующими последовательностями 

фагового и плазмидного происхождения — 

спейсерами. С локусом CRISPR, в свою очередь, 

связаны cas-гены (CRISPR-ассоциированные). 

При первом контакте с чужеродной нуклео-

тидной последовательностью запускается про-

цесс формирования CRISPR-опосредованного 

иммунитета: вирусная ДНК неспецифически 

разрезается, далее полученные спейсерные по-

следовательности захватываются и интегриру-

ются в первую позицию локуса CRISPR за счет 

белков так называемого адаптационного моду-

ля — Cas1 и Cas2. При этом сама транскрипция 

локуса происходит постоянно, но с низкой ско-

ростью. Попадание в клетку чужеродной ДНК 

является триггером, усиливающим эту транс-

крипцию. Осуществляемая при этом транс-

крипция спейсерных участков в итоге приводит 

к образованию небольших РНК. Если чужерод-

ная последовательность оказывается компле-

ментарной этим РНК, то они действуют как 

антисмысловые направляющие для нуклеаз, 

которые обнаруживают и расщепляют последо-

вательность-мишень в геноме вируса [36, 45].

Именно эта способность РНК с определен-

ной последовательностью направлять нуклеа-

зы на мишень интересна с практической точки 

зрения. На основе данного принципа создают-

ся искусственные CRISPR/Cas-системы, для 

которых исследователи могут задавать требуе-

мую последовательность РНК, тем самым осу-

ществляя взаимодействие нуклеазы с желаемы-

ми мишенями. Одна из первых работ, показав-

шая возможность использования искусствен-

ных систем CRISPR/Cas, была опубликована 

в 2012 г. [45]. Вслед за ней появилось множество 

других исследований, была показана примени-

мость искусственных систем на множестве ор-

ганизмов, например на бактериях [21], на дрож-

жах [35] и на клетках млекопитающих [11].

Возвращаясь к устройству системы, сто-

ит отметить, что в искусственных вариантах 

CRISPR/Cas можно выделить две основные 

части, наиболее важные для исследователя. 

Первая включает в себя одну или несколько 

нуклеаз, непосредственно осуществляющих 

связывание и расщепление мишени. Вторая 



11

2022, Т. 12, № 1 Молекулярные платформы CRISPR/Cas

представляет собой последовательность РНК, 

которая ориентирует нуклеазу на мишень. 

При этом используется две РНК: одна тре-

буется непосредственно для взаимодействия 

с мишенью, которой она комплементарна. Эта 

последовательность носит название крРНК 

(КРИСПР-РНК). Вторая же последователь-

ность, необходимая для связи крРНК с нукле-

азой, то есть для образования рибонуклеопро-

теина (РНП), называется трансактивирующей 

крРНК, или же тракрРНК. В искусственных 

CRISPR/Cas-системах для удобства обе РНК 

могут быть сшиты в одну молекулу — в еди-

ную гидовую РНК (егРНК). Итак, две состав-

ные части егРНК: спейсер — участок, компле-

ментарный мишени, и петля для взаимодей-

ствия с нуклеазой [13]. В большинстве систем 

CRISPR/Cas требуется наличие в ДНК-мишени 

участка PAM (protospacer adjacent motif — смеж-

ный с протоспейсером мотив). Эта небольшая 

последовательность располагается на целевой 

ДНК и распознается нуклеазой. Данный уча-

сток находится рядом с протоспейсером — по-

следовательностью, с которой взаимодействует 

спейсерная последовательность егРНК. В ДНК 

бактерий PAM отсутствуют, предполагается, 

что это обеспечивает защиту собственных ну-

клеотидных последовательностей от расще-

пления CRISPR/Cas-системой. Следовательно, 

если PAM будет отсутствовать и в целевых по-

следовательностях, то система не сможет рас-

познать мишень [14].

Итак, вышеперечисленные характеристики 

делают из CRISPR/Cas крайне удобный инстру-

мент для манипуляций с последовательностя-

ми нуклеиновых кислот. Исследователь может 

подобрать необходимую последовательность 

егРНК, что позволит ему вносить разрыв в же-

лаемый участок мишени при помощи нуклеа-

зы. Неудивительно, что было найдено множе-

ство применений данным системам. Ныне они 

широко используются не только для геномного 

редактирования, но и для других целей. Их ис-

пользуют в генотерапии и эпигенетических ис-

следованиях. Из егРНК могут быть составлены 

библиотеки, которые далее служат основой для 

создания вирусных векторов с последующим 

трансдуцированием бактериальных клеток 

и нокаутированием указанных мишеней при 

помощи cas-белков. Этот подход используется 

для поиска бактериальных генов, ответствен-

ных за устойчивость или чувствительность 

к различным препаратам.

В последнее время интерес вызывает ис-

пользование таких систем для диагностики. 

Разработанные платформы позволяют детек-

тировать наличие в образцах тех или иных ну-

клеотидных последовательностей, принадле-

жащих, например, вирусам. Многие способы 

такой диагностики не уступают по точности ме-

тодам, основанным на ПЦР, скорость же про-

ведения анализа может быть и выше. При этом 

указывается возможность использования дан-

ных подходов в полевых условиях. Допускается 

мультиплексная диагностика, то есть имеет-

ся возможность выявлять несколько мишеней 

в одной реакционной смеси [27].

Таким образом, актуальность подобного 

применения систем CRISPR/Cas не представ-

ляет сомнений. В связи с этим в настоящем об-

зоре будет рассмотрен ряд наиболее известных 

и перспективных платформ молекулярной диа-

гностики.

Разнообразие систем CRISPR/Cas

Для более быстрого и точного понимания 

механизмов работы диагностических плат-

форм стоит помнить об основах актуальной 

классификации естественных систем CRISPR/

Cas, на многообразии которых рассматривае-

мые платформы и базируются. Составляющие 

естественные системы CRISPR/Cas белки объ-

единяют в отдельные функциональные модули. 

Различным составом данных модулей и про-

исхождением их содержимого обуславливает-

ся многообразие систем CRISPR/Cas. Именно 

по принципу наличия или отсутствия тех или 

иных cas-генов, структуры cas-оперона и устрой-

ства белков строят классификации [10, 47].

Основными модулями являются адаптаци-

онный и эффекторный. Адаптационный, как 

уже упоминалось выше, нужен для внедрения 

новых спейсеров в массив CRISPR. Обычно он 

состоит из белков Cas1 и Cas2. Эффекторный 

модуль содержит одну или несколько нуклеаз 

и ответственен за распознавание и расщепление 

мишени. Также могут существовать элементы, 

обеспечивающие процессинг РНК. Для неко-

торых систем отмечают наличие вспомогатель-

ных белков и участников сигнальной трансдук-

ции [26]. Существует несколько вариантов клас-

сификации систем CRISPR-Cas. По последним 

данным, их можно разделить на два больших 

класса. Такой вариант классификации получил 

распространение после 2015 г. [33].

Ключевой особенностью систем первого 

класса является наличие мультисубъединич-

ных эффекторных комплексов, состоящих 

из 4–7 белков cas. Представители этого класса 

широко распространены у архей и бактерий, 

к нему относят 90% всех идентифицированных 

локусов CRISPR. Первый класс включает типы 

I, III и IV. Между собой типы систем CRISPR/

Cas различаются по белковому составу моду-

лей [2]. Для эффекторных модулей систем пер-

вого класса характерно наличие общих белков: 

Cas7, Cas5. Эти белки выполняют функцию рас-
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познавания мишени. Остальные компоненты 

могут отличаться. Например, в системе I типа 

расщепляющей активностью обладает Cas3, 

а в системе III типа такую активность проявля-

ет Cas10 [19]. Системы IV типа изучены меньше, 

для них характерно наличие уникального не-

большого белка Cas8. Интересно отметить, что 

для них также свойственно отсутствие белков 

адаптационного модуля, что принципиально 

отличает их от прочих типов. При этом не опи-

сывается наличие PAM, который связан с ра-

ботой этого модуля. Предполагается, что в та-

ком случае могут задействоваться Cas1 и Cas2 

из других систем, сосуществующих в клетке 

с данной [41].

В системах второго класса в качестве эф-

фектора выступает единственный мультидо-

менный белок. По этой причине такие системы 

представляют наибольший интерес при прак-

тическом использовании. Они обнаруживают-

ся преимущественно у бактерий [19, 26]. Второй 

класс включает типы II, V, VI. Ко II типу от-

носят системы с известной нуклеа зой Cas9 

в качестве эффектора. Для систем V типа ха-

рактерны нуклеазы Cas12, Cas14 и ряд других. 

Эти нуклеазы хоть и родственны Cas9, но име-

ют существенные структурные отличия и тре-

буют иной формы егРНК для образования 

комплекса. Системы VI типа с эффекторным 

белком Cas13 интересны тем, что их мишенью 

является оцРНК, тогда как для большинства 

cas-нуклеаз иных типов характерно взаимодей-

ствие с ДНК [19]. Такое отличие обеспечивается 

наличием у Cas13 двух доменов HEPN (Higher 

Eukaryotes and Prokaryotes Nucleotide-binding), 

способных связывать РНК. У эффекторных 

белков II и V типов при этом имеются домены 

RuvC, расщепляющие ДНК. Cas9 также содер-

жит эндонуклеазный HNH, получивший свое 

название из-за наличия остатков аспарагина 

и гистидина [29, 39, 50]. Крайне примечатель-

ной особенностью систем V и VI типов является 

способность нуклеаз проводить не только цис-

расщепление мишени, но и осуществление не-

специфической транс-активности. Такое явле-

ние называется коллатеральным эффектом [47].

Хотя основа классификации — два класса, 

содержащих по три типа — пока принципиаль-

но не меняется, постоянно появляются новые 

сведения, позволяющие дополнять ее и выде-

лять отдельные подтипы внутри установленных 

типов. Было выявлено свыше 33 подтипов [34]. 

Особенно большое количество подтипов на-

блюдается среди систем V типа. А обнаружение 

у нуклеазы Cas12g рибонуклеазной активности 

делает взаимодействие с РНК прерогативой 

не только эффекторов VI типа [32].

На основе дополнительных сигнатурных 

генов и их расположения можно выделять под-

типы, например, следующим образом: в пер-

вом классе тип I подразделяется на подтипы 

A–E, F1–F3, тип III cостоит из подтипов A–F, 

а тип IV — из подтипов A–C. Во втором классе 

тип II подразделяется на подтипы A, B, C1–C2, 

тип V — на подтипы A, B1–B2, C–E, F1–F3, G, 

U1—U5, тип VI содержит подтипы A, B1–B2, C, 

D [6, 34, 44]. Таким образом, существует множе-

ство типов естественных систем CRISPR/Cas. 

Подобное изобилие служит источником для 

разработки и создания систем искусственных. 

В практическом применении при создании 

платформ диагностики это позволяет опти-

мально подобрать в качестве исходной основы 

тот или иной тип CRISPR/Cas, удовлетворя-

ющий поставленным задачам и выдвигаемым 

для них требованиям.

Диагностические платформы на основе 
CRISPR/Cas

Итак, как было указано выше, существует 

великое множество вариантов систем CRISPR/

Cas. Системы второго класса с единственным 

эффекторным белком оказываются наибо-

лее удобными при практическом применении. 

Благодаря этому на их основе уже создано боль-

шое количество диагностических платформ, 

характеризующихся применением различных 

белков, их ортологов и модификаций, разноо-

бразными способами преамплификации и ана-

лиза получаемых результатов, что обеспечивает 

разные уровни чувствительности этих плат-

форм — платформы и их характеристики пред-

ставлены в табл. [23].

Платформы диагностики на основе систем 

CRISPR/Cas II типа

NASBACC (Nucleic Acid Sequence-Based Ampli-

fication CRISPR-Cas Cleavage — CRISPR/Cas-

опо средованное расщепление продуктов реак-

ции транскрипционной амплификации) — один 

из ранних методов CRISPR/Cas-диагностики. 

Его особенность заключается в том, что при на-

работке кДНК используется специфический для 

последовательности праймер, к которому присо-

единена триггерная последовательность, распоз-

наваемая сенсором. Образуется РНК/ДНК-гиб-

рид, РНК элиминируется РНКазой, что позво-

ляет праймеру, содержащему Т7-промотор, свя-

зываться, создавая тем самым комплементарную 

вторую цепь ДНК. Т7-транскрипция двунитевой 

ДНК создает последовательность целевой РНК, 

которая может быть или использована в качестве 

стартового материала для нового цикла NASBA, 

или распознана сенсором. Если последователь-

ность РАМ представлена в дцДНК ампликоне, 

то Cas9-опосредованное расщепление приво-
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Таблица. Многообразие платформ молекулярной диагностики на основе CRISPR/Cas

Table. Variety of molecular diagnostic platforms based on CRISPR/Cas

Платформа

Platform

Белок-
эффектор

Effector 
protein

Метод 
амплификации

Amplification method

Метод анализа результатов

Assay readout

Предел 
детекции 

на мл

LOD per ml

Предел 
детекции 

моль/л

LOD mol/L
CRISPR/Cas II типа | CRISPR/Cas type II

NASBACC Cas9 NASBA
Колориметрия

Colorimetry
6 × × 106 копий

6 × 106 copies
1 ×  × 10–15

CRISPR-Chip Cas9
Не применяется

Not used
Электрохимический

Electrochemical
1,4 ×  × 106 копий

1.4 × 106 copies
2,3 ×  × 10–15

CRISDA
Cas9-никаза 

Cas9 nickase 
SDA

Флуоресценция

Fluorescence
1,5 ×  × 102 копий

1.5 × 102 copies
2,5 ×  × 10–19

FLASH Cas9 PCR

Секвенирование нового 
поколения

NGS

1,1 ×  × 103 копий

1.1 × 103 copies
1,9 ×  × 10–18

CAS-EXPAR Cas9 EXPAR
Флуоресценция

Fluorescence
4,9 ×  × 102 копий

4.9 × 102 copies
8,2 ×  × 10–18

Cas9nAR
Cas9-никаза 

Cas9 nickase 

При помощи 
никазы

By nickase

Флуоресценция

Fluorescence
102 копий

102 copies
1,7 ×  × 10–19

CRISPR/Cas V типа | CRISPR/Cas type V

DETECTR Cas12a RPA

Флуоресценция/
иммунохроматография

Fluorescence/
immunochromatography

6 ×  × 102 копий

6 × 102 copies
1 ×  × 10–18

Cas14-DETECTR Cas14 PCR
Флуоресценция

Fluorescence
6 ×  × 103 копий

6 × 103 copies
–

HOLMES Cas12a PCR
Флуоресценция

Fluorescence
6,6 ×  × 103 копий

6.6 × 103 copies
1 ×  × 10–17

HOLMESv2 Cas12b LAMP
Флуоресценция

Fluorescence
6 ×  × 103 копий

6 × 103 copies
1 ×  × 10–17

CDetection Cas12b RPA
Флуоресценция

Fluorescence
6 ×  × 102 копий

6 × 102 copies
1 ×  × 10–18

E-CRISPR Cas12a
Не применяется

Not used
Электрохимический

Electrochemical
3 ×  × 1010 копий

3 × 1010 copies
5 ×  × 10–11

STOPCovid Cas12b LAMP

Флуоресценция/
иммунохроматография

Fluorescence/
immunochromatography

2 ×  × 103 копий

2 × 103 copies
3,3 ×  × 10–18

CRISPR/Cas VI типа | CRISPR/Cas type VI

SHERLOCK Cas13 NASBA/RPA

Флуоресценция/
иммунохроматография

Fluorescence/
immunochromatography

1,2 ×  × 103 копий

1.2 × 103 copies
2 ×  × 10–18

SHERLOCKv2 Cas13 RPA

Флуоресценция/
иммунохроматография

Fluorescence/
immunochromatography

4,8 копий

4.8 copies
8 ×  × 10–21

HUDSON Cas13 RPA
Флуоресценция/колориметрия

Fluorescence/colorimetry
4,5 ×  × 104 копий

4.5 × 104 copies
–

SHINE Cas13 RPA

Флуоресценция/
иммунохроматография

Fluorescence/
immunochromatography

5 ×  × 103 копий

5 × 103 copies
8,3 ×  × 10–18

CARMEN Cas13 PCR/RPA
Флуоресценция

Fluorescence
5,4 ×  × 102 копий

5.4 × 102 copies
9 ×  × 10–19

APC-Cas Cas13

При помощи 
аллостерического 

зонда

By allosteric probe

Флуоресценция

Fluorescence
1 КОЕ

1 CFU
–

PECL-CRISPR Cas13 EXPAR
Электрохемилюминесценция

Electrochemiluminescence
6 ×  × 105 копий

6 × 105 copies
1 ×  × 10–15
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дит к появлению укороченной матрицы для Т7-

транскрипции. Это, в свою очередь, приводит 

к образованию короткой РНК-мишени, кото-

рая неспособна активировать сенсор. В отсут-

ствии же РАМ-последовательности не проис-

ходит разрезания дцДНК. В результате транс-

крибируется полноразмерная РНК-мишень, 

содержащая триггер. С последним взаимодей-

ствует сенсор, который меняет свою конформа-

цию, что позволяет рибосоме связываться с ним 

и осуществлять трансляцию репортерной по-

следовательности. Вследствие этого регистри-

руется флуоресценция [23].

Данный метод хоть и заявлен как недорогой 

и быстрый, но все же требует больше времени 

на проведение, чем другие подходы. Также для 

него характерна не самая высокая чувствитель-

ность [48].

CRISPR-Chip оказалась одной из интересных 

технологий в области детекции, примечатель-

ной использованием физического явления элек-

тропроводности. Примечательным является то, 

что данный метод не только требует небольших 

временных затрат, но и может осуществляться 

без преамплификации. В платформе задейству-

ется «мертвый» белок, dCas9, способный связы-

вать последовательности мишени, но лишен-

ный возможности их расщеплять. В результате 

такого связывания в системе изменяется элек-

трическая проводимость, тем самым осущест-

вляется быстрая и точная детекция. Одним 

из первых исследований, проведенных при по-

мощи данного метода, было обнаружение мута-

ции в клинических образцах пациентов с мы-

шечной дистрофией Дюшенна [16].

CRISDA (CRISPR-Cas9-triggered nicking endo-

nuclease-mediated Strand Displacement Amplifi-

cation — запускаемая CRISPR/Cas9 цепезаме-

щающая изотермическая амплификация, опос-

редованная никелирующей эндонуклеазой) — 

в основе данного метода применяется способ 

SDA, цепезамещающая изотермическая ам-

плификация. Особенностью CRISDA является 

крайне высокая специфичность. Она достига-

ется сначала за счет использования пары ну-

клеаз Cas9 со своими РАМ, фланкирующими 

мишень. Затем полученный фрагмент ампли-

фицируется. На финальной стадии исполь-

зуется пептидо-нуклеиновая кислота (ПНК), 

комплементарная центральному участку на-

работанного фрагмента. С ПНК связана мет-

ка, которая при наличии мишени распознается 

методом анализа флуоресценции. Таким обра-

зом, CRISDA позволяет эффективно находить 

мишени при анализе геномов, за счет высокой 

специфичности результат получается точным 

и чистым. С другой стороны, существенно воз-

растают и требования к выбору мишени, что 

вносит ограничения в метод [48, 54].

FLASH (Finding Low Abundance Sequences 

by Hybridization — поиск последовательностей 

с низкой численностью при помощи гибриди-

зации) — в данном подходе используют набор 

егРНК вместе с Cas9. Последовательность инте-

реса нарезается на несколько фрагментов, кото-

рые далее могут быть секвенированы при помо-

щи Illumina. Сначала концы ДНК блокируются 

фосфатазой для предотвращения лигирования 

с адаптерами, а затем разрезаются Cas9. ДНК-

мишень расщепляется с образованием фраг-

ментов с неблокированными концами и, таким 

образом, может быть связана с универсальны-

ми адаптерами, амплифицирована при помощи 

ПЦР и секвенирована. Методика была проде-

монстрирована на Staphylococcus aureus, возбу-

дителе пневмонии, и на Plasmodium falciparum, 

вызывающем малярию [42].

CAS-EXPAR (CRISPR/Cas9 triggered isother-

mal exponential amplification reaction — метод 

экспоненциальной реакции амплификации 

(EXPAR), запускаемой при помощи CRISPR/

Cas9). Для такой амплификации требуются ко-

роткие праймеры. Они генерируются при раз-

резании нуклеазой исходной оцДНК, содержа-

щей РАМ. Праймеры участвуют в EXPAR, обра-

зуется дцДНК, которая может быть распознана 

при помощи методов флуоресценции.

Несмотря на такие сложности, методика 

по чувствительности не уступает ПЦР. Между 

тем данный подход характеризуется высокой 

специфичностью, позволяющей распознавать 

метилированную ДНК [12, 31]. По сравнению 

с другими методами изотермической амплифи-

кации, такими как NASBA, RCA (Rolling circle 

amplification — репликация по типу катящегося 

кольца), SDA (Strand displacement amplification — 

цепезамещающая амплификация), LAMP 

(Loop-mediated isothermal amplification — пет-

левая изотермическая амплификация) или 

RPA (recombinase polymerase amplification — ре-

комбиназная полимеразная амплификация), 

EXPAR характеризуется относительно высокой 

эффективностью и скоростью амплификации 

продукта [27, 52].

Cas9nAR (Cas9 nickase-based amplification reac-

tion — амплификация на основе никазы Cas9). 

Как и в случае с CRISDA, важную роль в этом ме-

тоде играет никаза. Ее функции здесь выполня-

ет модифицированная нуклеаза Cas9 — вместо 

двунитевого она стала вносить одноцепочечный 

разрыв. При помощи этой никазы в дцДНК-

мишень вносят два однонитевых разрыва, кото-

рые затем расширяются фрагментами Кленова. 

Далее при помощи праймера 1, содержащего 

последовательность, комплементарную РАМ 

мишени, происходит наращивание цепи. Вновь 

образуется дцДНК, которая снова надрезается 

никазой. Праймер 2, также комплементарный 
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РАМ, гибридизуется с образовавшейся оцДНК. 

Происходит новый надрез, оцДНК будет свя-

зываться снова с праймером 1. Цикл замыкает-

ся. При помощи интеркалирующего красителя 

можно получать данные о прохождении таких 

циклов активности никазы и праймирования 

последовательности. Платформа Cas9nAR про-

демонстрировала чувствительность на уровне 

до одной молекулы благодаря эффективному 

механизму экспоненциальной амплификации 

и специфичности к одному нуклеотиду за счет 

свойств Cas9 [48, 49].

Платформы диагностики на основе систем 

CRISPR/Cas V типа

DETECTR (DNA endonuclease-targeted CRISPR 

trans reporter — направляемое дезоксирибонук-

леазой транс-расщепление репортера). В дан-

ном подходе используют ДНК-нуклеазу Cas12a. 

Платформа включает следующие этапы. 

На первой стадии подготавливается нуклеаз-

ный белок, проводится дизайн и синтез крРНК 

и праймеров. Далее из образца извлекается тар-

гетная ДНК или РНК. Затем ее преамлифици-

руют, в случае РНК перед этим проводят об-

ратную транскрипцию. Далее наступает этап 

детекции. Если участок одной из цепей нарабо-

танной дцДНК совпадает с гидовой РНК, свя-

занной с Cas12a, то нуклеаза активируется. Как 

уже указывалось выше, этот белок способен 

к транс-активности. На этом свойстве и осно-

вана платформа. В результате при связывании 

с амплифицированной мишенью осуществля-

ется транс-расщепление олигонуклеотида зон-

да из гасителя и флуорофора. Флуорофор может 

связываться в ходе иммунохроматографическо-

го анализа, либо же флуоресценция может быть 

непосредственно зарегистрирована прибором. 

Метод позволяет проводить мультиплексный 

анализ. Чувствительность и скорость у метода 

довольно высокие, однако для работы Cas12a 

требуется PAM [25, 37].

Стоит отметить, что наработка ДНК осу-

ществляется при помощи RPA (recombinase 

polymerase amplification — рекомбиназная поли-

меразная амплификация). При RPA праймеры 

образуют комплексы с рекомбиназными бел-

ками, после чего гибридизуются с ДНК. Такое 

состояние поддерживается SSB-белками. Затем 

рекомбиназа распадается, запускается процесс 

элонгации. Поскольку RPA осуществляется 

при невысоких температурах, то все основные 

этапы платформы можно выполнять в одной 

пробирке (one-pot), что снижает риски конта-

минации и ускоряет процесс [40].

Cas14-DETECTR — это вариация подхода 

DETECTR с использованием нуклеазы Cas14 

вместо С12a. Этот относительно небольшой бе-

лок также обладает коллатеральной активно-

стью, однако в цис-положении он связывается 

не с двунитевой, а с оцДНК. Также для его ра-

боты не требуется РАМ [8, 17].

HOLMES (one-hour lowcost multipurpose highly 

efficient system — многоцелевая система эффек-

тивной одночасовой недорогой диагностики). 

Данный способ принципиально отличается 

от стандартного DETECTR лишь тем, что вме-

сто изотермической амплификации исполь-

зуется ПЦР. Эффектором в данной платформе 

также выступает Cas12a.

Существует модификация метода, HOLMESv2, 

которая характеризуется использованием Cas12b. 

Примечательно для этого ортолога то, что за-

пускать его коллатеральную активность может 

не только двухцепочечная, но и оцДНК. Более 

того, Cas12b в целом более активен при исполь-

зовании оцДНК в качестве мишени. Также 

в данной модификации метода предполагается 

использование изотермической амплификации 

LAMP, что позволяет проводить анализ в од-

ной пробирке. При этом несколько повышается 

чувствительность [30].

CDetection является очередной модифика-

цией диагностической платформы на основе 

Cas12. В данном случае применяется ортолог 

AaCas12b, а в качестве мишени используется 

дцДНК. Авторы сообщают, что такой белок по-

зволяет проводить детекцию с более высокой 

чувствительностью, чем Cas12a; есть успеш-

ные попытки использования без амплифика-

ции [46].

В платформе E-CRISPR тоже применяется 

Cas12a, при этом для детекции используется 

электрохимический анализ. Первые этапы схо-

жи с протоколом для DETECTR, однако в каче-

стве репортера используется конструкция, со-

стоящая из части с метиленовым синим и тио-

ловой составляющей. Последняя нужна для за-

крепления репортеров на сенсорных электродах 

системы. В присутствии мишени фрагмент с ме-

тиленовым синим отщепляется от репортера, 

сигнал на электродах меняется. При отсутствии 

мишени репортер остается целым, изменений 

сигнала не регистрируется. Платформа характе-

ризуется как точный и простой метод детекции 

целевых последовательнос тей. При этом преам-

плификация не требуется [14, 51].

В платформе STOPCovid также используются 

принципы DETECTR. При этом мишенью явля-

ется РНК. Для амплификации авторы предлага-

ют LAMP. Поскольку этот подход работает в тем-

пературном диапазоне 55–70°C, то используют 

AaCas12b — этот белок обладает термостабиль-

ными свойствами. Выделение РНК производят 

при помощи лизиса и магнитных шариков, тем 

самым временные затраты на этом этапе удается 

свести к 15 минутам. Далее к пробам добавляется 

реакционная смесь, содержащая нуклеазу и ре-
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портеры. Затем проводят или анализ флуорес-

ценции, или иммунохроматографический тест. 

По чувствительности, специфичности и уровню 

ложных результатов метод не уступает ПЦР в ре-

альном времени [22].

Платформы диагностики на основе систем 

CRISPR/Cas VI типа

SHERLOCK (specific high-sensitivity enzyma-

tic reporter unlocking — специфическое высоко-

чувствительное ферментативное отщепление 

репортера). По общему принципу платформа 

не слишком отличается от DETECTR. Отличие 

заключается в эффекторном белке — для 

SHERLOCK это Cas13. Как уже упоминалось, 

в отличие от Cas12 этот белок является рибону-

клеазой, осуществляющей разрезание оцРНК. 

Для Cas13 также характерна коллатеральная 

активность. При этом наработанная в ходе пре-

амплификации ДНК должна быть транскриби-

рована в РНК. Необходимость этого подразуме-

вает использование для амплификации прай-

меров, содержащих сайт промотора Т7. Далее 

следует детекция последовательности мишени 

и анализ флуоресценции, как в DETECTR. 

Платформу можно применять для анализа в од-

ной пробирке. Метод быстрый, высокочувстви-

тельный. Важный момент заключается в том, 

что для Cas13a не требуется PAM. Вместо этого 

значение играет PFS (protospacer flanking site — 

фланкирующий протоспейсер участок). PFS 

обычно не вносит столь строгого ограничения, 

как PAM, — его последовательность может быть 

вариабельной [24, 28].

Интересно, что модификация метода, 

SHERLOCKv2, допускает использование не-

скольких нуклеаз — это позволяет проводить 

мультиплексный анализ. Подход предусматри-

вает распознавание до четырех мишеней в од-

ной пробирке [15].

HUDSON (heating unextracted diagnostic 

samples to obliterate nucleases — нагревание не-

экстрагированных диагностических образцов 

для уничтожения нуклеаз) – способ быстрой 

подготовки образцов, позволяющей сэконо-

мить время на этапе экстракции нуклеиновых 

кислот. Нагревание и химическое восстанов-

ление приводит к инактивации нуклеаз, содер-

жащихся в пробах, далее производится лизис 

вирусных частиц — и таким образом получа-

ется раствор, в котором можно проводить де-

текцию мишеней. Сочетание данного метода 

с SHERLOCK позволяет проводить всю диагно-

стику за 2 часа [38].

SHINE (streamlined highlighting of infections 

to navigate epidemics — модифицированное опре-

деление инфекций с целью борьбы с эпидемия-

ми). Эта платформа была разработана в резуль-

тате сочетания вышеуказанных подходов для 

CRISPR/Cas-систем VI типа. Сначала образцы 

подвергают обработке, как в методе HUDSON, 

тем самым инактивируя клеточные ферменты, 

а затем высвобожденные нуклеиновые кислоты 

подвергают диагностике SHERLOCK. Метод 

применим для детекции SARS-CoV-2 [9].

CARMEN (Combinatorial Arrayed Reactions 

for Multiplexed Evaluation of Nucleic acids — муль-

типлексный анализ нуклеиновых кислот при 

помощи комбинаций реакций). На первом эта-

пе нуклеиновые кислоты амлифицируют при 

помощи ПЦР или RPA. Далее к каждому об-

разцу добавляют уникальный краситель. Смесь 

разделяют на капли. При этом также создают-

ся смеси, содержащие Cas13 с определенными 

егРНК с флуорофорами. Далее капли из каж-

дой смеси попарно загружают в микролунки 

чипа. При совпадении спейсера егРНК с мише-

нью Cas13 высвобождает флуорофор. Нужная 

комбинация капель детектируется. CARMEN 

не уступает по чувствительности SHERLOCK 

и разработан для мультиплексного анализа [5].

APC-Cas (allosteric probe-initiated catalysis and 

CRISPR-Cas13a — инициируемый аллостери-

ческим зондом запуск амплификации, сочета-

емый с CRISPR/Cas13a). Для данного подхода 

характерно использование специфического ал-

лостерического зонда, представляющего собой 

оцДНК. В зонде различают три участка: аптамер 

для распознавания мишени, сайт связывания 

праймера и последовательность промотора Т7. 

При отсутствии мишени зонд находится в неак-

тивном состоянии: представляет собой шпильку, 

при этом сайт связывания праймера и участок 

промотора Т7 оказываются заблокированными, 

и запуск амплификации невозможен. В присут-

ствии патогена-мишени аптамерный участок 

зонда может специфически распознавать ми-

шень и связываться с ней. В результате шпилька 

зонда будет разворачиваться, становясь актив-

ной, что позволяет праймерам отжигаться. Зонд 

работает в качестве матрицы, при помощи по-

лимеразы формируется дцДНК, которая может 

участвовать в последующих циклах связывания 

с зондом и амплификации. Далее при помо-

щи РНК-полимеразы Т7 образуется множество 

оцРНК. Полученный продукт взаимодействует 

с Cas13a, запуская коллатеральную активность, 

что приводит к расщеп лению репортера и флуо-

ресценции [43].

PECL-CRISPR (portable electrochemilumine-

scence chip — портативный электрохемилю-

минесцентный чип). Данная платформа раз-

работана для определения микроРНК, потен-

циальных маркеров ранней диагностики он-

кологических заболеваний. После связывания 

микроРНК с эффектором платформы, белком 

LbuCas13a, запускается коллатеральная актив-

ность последнего. В качестве репортера при-
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меняется так называемый претриггер. После 

расщепления его 5’-фрагмент может высту-

пать в качестве праймера для амплификации. 

Нарабатывается дцДНК, которая распознается 

никелирующей эндонуклеазой, вносящей раз-

рывы. За счет чередования циклов расщепления 

и удлинения нарабатываются большие количе-

ства ДНК. Разумеется, при отсутствии мишени 

такого не происходит. Таким образом, на этом 

этапе используется подход CAS-EXPAR. Далее 

добавляется рутениумный комплекс, в при-

сутствии ДНК способный к люминесценции. 

При этом осуществляется окисление ком-

плекса на аноде, регистрируемое платформой. 

Полученные показатели пропорциональны 

количеству мишени, поэтому метод позволя-

ет определять не только наличие микроРНК, 

но и их число [53].

Заключение

Итак, были рассмотрены основные применяе-

мые на данный момент методики молекуляр-

ной диагностики на основе систем CRISPR/Cas. 

Каждый из этих подходов обладает своими инте-

ресными особенностями, преимуществами и не-

Рисунок. Чувствительность и время проведения анализа различными платформами диагностики 

на основе CRISPR/Cas

Figure. Sensitivity and time frame for assay execution by diagnostic CRISPR/Cas-based platforms
Примечание. На точечной диаграмме платформы разделены по типам систем CRISPR/Cas. Для платформ 
установлено время проведения анализа, приведены величины чувствительности методов в одинаковых величинах [23]. 
По вертикали — показатель минимального времени выполнения анализа в минутах, оценивался по нижнему порогу 
временных затрат на проведение преамплификации (если требовалась в методе) и непосредственно детекции 
при помощи CRISPR/Cas. По горизонтали — показатель уровня чувствительности, который определялся как модуль 
десятичного логарифма от предела детекции в моль/л. Чем выше этот параметр, тем меньшие концентрации 
последовательностей-мишеней могут быть обнаружены при помощи платформы.
Note. Scatter plot demonstrates two important characteristics for diagnostic platforms based on different types of CRISPR/
Cas system [23]. The Y-axis shows minimal time period (minutes) for assay execution, it includes time of preamplification 
(if necessary) and detection procedure. The X-axis denotes the sensitivity level, which is defined as the modulus of the decimal 
logarithm of LOD (mol/L). The higher parameter, the lower ability of platform to detect decreasing concentrations of target 
sequences.
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достатками. Например, диагностические плат-

формы, разработанные на основе разных типов 

систем CRISPR/Cas второго класса [23], различа-

ются по двум важным показателям: по чувстви-

тельности обнаружения мишеней и по времени 

проведения анализа (рис.).

В целом за последние несколько лет множе-

ство вариаций разработанных платформ пока-

зали свою эффективность и перспективность. 

Стоит ожидать активного применения данных 

методов и в нашей стране — силами отечествен-

ных исследовательских институтов ведутся 

изыскания в области их оптимизации и разра-

ботка оригинальных патентоспособных техно-

логий [1, 3, 4].

В завершение данного обзора стоит отме-

тить: тенденция такова, что обоснованный 

интерес к системам CRISPR/Cas будет только 

расти в ближайшее время, поскольку конструи-

ровать и применять их относительно несложно, 

при этом необходимые операции производятся 

быстро, точно и не требуют серьезных затрат. 

В то же время возможности по применению 

систем необычайно широки, и одним из глав-

ных новых трендов выступает их использова-

ние в диагностических платформах [2]. Все это 

особенно актуально на данный момент в связи 

с непростой эпидемиологической обстановкой, 

выдвинувшей новые требования к подходам 

по выявлению возбудителей заболеваний. Уже 

существующие и создаваемые диагностичес-

кие платформы на базе CRISPR/Cas имеют все 

шансы занять нишу таких инструментов за счет 

своих преимуществ.
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