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ИММУННАЯ СИСТЕМА ПРОКАРИОТ: 
МОЛЕКУЛЯРНЫЕ МЕХАНИЗМЫ, ПРИМЕНЕНИЕ В МИКРОБИОЛОГИИ

Аннотация. Система CRISPR/Cas за короткие сроки завоевала популярность среди ученых различных областей 
медицинских, биологических и химических наук. Данная система, кассета которой состоит из кодирующих Cas-белки 
генов лидерной последовательности, спейсеров и палиндромов, используется для защиты собственного генома от чуже-
родного генетического материала прокариоты. Сas-белки являются ключевым звеном, без которых эта система не спо-
собна выполнять свои функции. При взаимодействии с чужеродной ДНК система CRISPR/Cas проходит три этапа: 
иммунизацию, экспрессию и интерференцию. Иммунизация происходит при первичном контакте клетки с чужеродной 
ДНК с запоминанием информации об инвазивном агенте. При повторной встрече отмечается образование белкового комп- 
лекса и разрушение чужеродной ДНК. Различия в механизме процесса зависят от класса и типа системы CRISPR/Cas. 
Различают 2 класса системы CRISPR/Cas, которые разделены на 5 типов и 16 подтипов. Для поиска CRISPR у бактерий 
используются биоинформационные методы, разработаны специализированные программы. В связи с высокой эффек-
тивностью работы и простотой сборки отдельных компонентов в лабораторных условиях CRISPR/Cas стали применять 
для решения широкого круга задач в микробиологии, генетике, молекулярной эпидемиологии, генной инженерии, 
прикладной медицине и фармакологии для редактирования геномов, контроля экспрессии генов, лечения и моделиро-
вания патологических процессов, типирования микроорганизмов, определения филогенетических отношений между 
ними и др. Для редактирования генома эукариот хорошо зарекомендовала себя система CRISPR/Cas9 N. meningitidis. 
Однако эксперименты в области редактирования человеческого генома сопряжены с биоэтическими проблемами.
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PROCARIOTIC IMMUNE SYSTEM: MOLECULAR MECHANISMS, APPLICATION IN MICROBIOLOGY

Abstract. During a short time, the CRISPR/Cas system has gained popularity among scientists in various fields of medicine, 
biology, and chemistry. Prokaryotes use the CRISPR/Cas system to protect their own genome from foreign genetic material, 
the cassette of which consists of Cas-protein coding genes, leader sequence, speisers and palindromes. Cas-proteins are the main 
thing without which the CRISPR/Cas system cannot work. While interacting with foreign DNA, the CRISPR/Cas system 
passes 3 stages: immunization, expression, and interference. Immunization takes place during the first bacterial contact with foreign 
DNA collecting information about an invasive agent. The next meeting reveals the protein complex creation and the foreign 
DNA destruction. The differences in the mechanisms of action depend on the system class and type. There are 2 classes 
of the CRISPR/Cas system separating into 5 types and 16 subtypes. Bioinformation methods are used to find the CRISPR/Cas 
system in a bacterial cell. Due to the high efficiency and the easy individual component assembly, scientists quickly learned 
how to benefit from the CRISPR/Cas system, applying it for a wide range of tasks. The CRISPR/Cas system is used in micro-
biology, genetics, molecular epidemiology, gene engineering, applied medicine, and pharmacology for genome editing, gene 
expression control, pathological process treatment and modeling, microorganism typing, determination of phylogenetic 
relationships of microorganisms and so on. The CRISPR/Cas system of N. meningitidis can successfully edit eucariotic 
genome. But experiments with human genome are connected with biomedical ethics. 
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Введение. Мир микробов разнообразен вследствие необычайно высокой изменчивости и дивергенции 
предковых форм. Эволюция генома бактерий – биологический процесс, посредством которого содержа-
щаяся в клетке генетическая информация изменяется во времени либо под воздействием факторов окру-
жающей среды, включая бактериофаги и ДНК других микроорганизмов. В этом процессе участвует мно-
жество механизмов: точечные мутации, генетические перестройки (инверсии, транслокации, делеции, 
дупликации), интеграция плазмид, транспозонов и прочего чужеродного генетического материала [1, 2].

В процессе эволюции прокариоты создали уникальную защитную систему против проникновения 
извне в геном чужеродного генетического материала. В 1987 г. группа японских ученых, исследуя геном 
Escherichia coli, обнаружила повторяющиеся участки ДНК, разделенные неповторяющимися последователь-
ностями, но не придали этому значения [3]. Затем в 1993 г. испанский исследователь обнаружил подобные 
участки в геноме археи Haloferax mediterranei, а в 2000 г. они были выявлены еще у 20 видов микроорганиз-
мов. Эта система, называемая CRISPR-Cas (от англ. clustered regularly interspaced short palindromic repeats – 
короткие палиндромные повторы, регулярно расположенные группами), представляет собой участок гено-
ма микроорганизмов, состоящий из многочисленных повторов. Через 2 года нидерландские ученые обна-
ружили гены, кодирующие белки Cas, связанные с системой CRISPR [4]. Классификация систем CRISPR, 
а также предположительный механизм их работы были предложены в 2006 г. [5]. Отношение системы CRISPR 
к адаптивному иммунитету прокариот, а также ключевая роль Сas-белков были экспериментально дока-
заны в 2007 г. Изучение механизмов действия углублялось, и в 2008 г. была показана способность данной 
системы осуществлять ДНК-интерференцию [6].

Благодаря открытиям, касающимся строения и функций системы CRISPR-Cas, уже в 2012 г. стало 
возможным впервые экспериментально апробировать первую искусственную систему CRISPR II, а в 2013 г. 
была показана успешность ее применения как в клетках бактерий in vitro, так и в клетках эукариот [6]. 
В 2015 г. группа китайских ученых опубликовала результаты своих исследований по редактированию ге-
нома эмбрионов человека, однако точность редактирования была крайне низкой. Редактирование генома 
человека сопряжено с определенными биоэтическими проблемами, и подобный эксперимент вызвал не-
однозначную реакцию в обществе. Тем не менее, исследования по редактированию человеческого генома 
не были остановлены, и в 2016 г. группа ученых из США сообщила, что им удалось повысить точность ре-
дактирования [7]. Эксперименты по совершенствованию методов редактирования геномов продолжаются. 

Таким образом, механизмы адаптивного иммунитета на уровне генома характерны не только для эу-
кариот. Имеются также доказательства, свидетельствующие о причастности системы CRISPR к другим 
биологическим процессам. 

Характеристика системы CRISPR-Cas. В строении системы CRISPR бактерий при общем сходстве 
имеются некоторые различия (рис. 1) [6, 8, 9]. Число локусов CRISPR варьируется от 1 (M. tuberculosis, 
N. meningitidis) до 20 (M. jannaschii), а количество повторов внутри локуса может быть от 2 до 124 [4, 10].

Cas-гены. Системы CRISPR включают cas-гены, кодирующие Сas-белки. Каждый класс CRISPR со-
держит свой набор cas-генов, расположенных с двух сторон CRISPR-локуса. Последовательность располо-
жения cas-генов зависит от вида микроорганизма, однако у многих из них они расположены в следующем 
порядке: сas3–cas4–cas1–cas2 [4, 11]. Гены cas1 и cas2 имеются во всех системах, в то время как cas3/cas7, 
cas9 и cas10 характерны для систем I, II и III типов соответственно [12]. Cas-белки относятся к различным 
семействам, но, как правило, содержат домены с полимеразной, хеликазной и нуклеазной активностью. 
Гены, кодирующие Cas-белки, подразделяются на обязательные, присутствие которых в геноме указывает 
на наличие системы CRISPR, и дополнительные, которые могут быть найдены в некоторых из них [13].

Без участия Cas-белков система CRISPR не может выполнять функции адаптивного иммунитета. 
В табл. 1 представлены характеристики некоторых Сas-белков [9, 14]. Установлено, что последние прини-
мают участие в процессах интерференции (т. е. защите генома от чужеродной генетической информации) 
и формировании новых спейсеров. Помимо адаптивного иммунитета эти белки участвуют и в других 
процессах [9, 14, 15]: а) регуляции экспрессии генов посредством разрушения мРНК; б) регуляции генов 
группового поведения; в) изменении вирулентности за счет модификации поверхностных структур (Cas9); 
г) ремоделировании генома; д) репарации ДНК (Cas1); е) апоптозе клетки при фаговой инфекции (Cas1 и Cas2) 
[4, 8, 16].

Лидерная последовательность – последо-
вательность нуклеотидов длиной до 550 п. н., 
содержащая богатые АТ участки. Она грани- 
чит с CRISPR на 5′-конце и принимает участие 
во встраивании фрагментов ДНК в геном в виде 
новых спейсеров. Служит в качестве промотора 
для транскрипции CRISPR [9]. 

Рис. 1. Схема строения системы CRISPR [9]

Fig. 1. Scheme of constructing the CRISPR/Cas system [9]
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Т а б л и ц а  1.  Cas-белки и их функции

T a b l e  1.  Cas-proteins and their functions

Белок Функциональная характеристика

Cas1 Металлозависимая эндонуклеаза ДНК, универсальный маркер CRISPR-Cas-системы; участвует в захвате 
и встраивании новых спейсеров

Cas2 Специфическая эндорибонуклеаза; проявляет ДНКазную и РНКазную активность
Cas3 Есть во всех CRISPR-Cas-системах I типа; содержит 7 функциональных доменов, среди которых хеликаз-

ный SF2 и нуклеазный HD; вводит разрывы в ДНК-мишени, инициируя деградацию
Cas4 recB-подобная нуклеаза; участвует в захвате и встраивании новых спейсеров
Cas5 Семейство RAMP-белков (PAMP – pathogen-associated molecular patterns)
Cas6 Семейство RAMP-белков; металлозависимая эндорибонуклеаза; участвует в образовании crРНК
Cas7 Участвует во встраивании новых спейсеров
Cas8 Участвует в интерференции
Cas9 Есть во всех CRISPR-Cas-системах II типа; содержит HNH и RuvC – эндонуклеазные домены, участвует 

в процессинге и накоплении crРНК, в процессе интерференции; есть аналоги, расщепляющие молекулы РНК
Cas10 Есть во всех CRISPR-Cas-системах III типа; содержит Palm-домен (РНК-распознающий домен), обладает 

ДНКазной активностью, участвует в интерференции

Спейсеры – уникальные фрагменты чужеродной ДНК длиной 27–72 п. н., приобретаемые в результате
иммунизации. Иммунизация бактерий представляет собой копирование и вставку чужеродных генетиче-
ских элементов в кассету CRISPR. В одной кассете число таких повторов различается и зависит от вида
чужеродных агентов, с которыми контактировала клетка. Последовательности спейсеров обычно гомоло-
гичны ДНК бактериофагов, плазмид и других внехромосомных факторов наследственности. Встраива-
ние в геном новых спейсеров осуществляется 
со стороны лидерной последовательности. В ре-
зультате они располагаются в хронологической 
последовательности [14, 20]. Спейсеры инте-
грированы с геномом клетки и передаются 
по наследству (вертикально). Во избежание чрез- 
мерного увеличения генома у бактерий инте-
грация новых спейсеров сочетается с делецией 
избыточных генов [8, 11].

Палиндромы представляют собой корот-
кие (до 40 нуклеотидов) прямые повторы, раз-
деляющие спейсеры. Они обеспечивают воз-
можность формирования вторичной структу-
ры зрелой crРНК.

Молекулярные механизмы функциониро-
вания CRISPR-Cas системы. Молекулярный
механизм защиты генома системой CRISPR-Cas
от чужеродной генетической информации со-
стоит из следующих этапов [8, 9, 14–16]:
иммунизации, экспрессии CRISPR (формиро-
вание зрелых crРНК), интерференции (узнава-
ние и деструкция чужеродной ДНК либо РНК).

Ответная реакция бактериальной клетки
на проникновение извне чужеродной инфор-
мации зависит от того, встречалась ли она
с данной чужеродной ДНК или РНК ранее,
либо же это первое взаимодействие. Отмечено,
что при повторной встрече бактерии с одним
и тем же фагом клетки могут встраивать раз-
личные отличающиеся последовательности ге-
нома данного фага. В результате популяция
клеток становится более защищенной и спо-
собна эффективней бороться с фагами даже
при условии возникновения в них мутаций [17]. 

Рис. 2. Схематичное функционирование системы CRISPR-Cas:
иммунизация (взаимодействие вирусной ДНК с Cas-белками,
создание нового спейсера, встраивание в кассету), экспрессия
(транскрипция кассеты, создание процессированной РНК, встраи-
вание в комплекс с Cas-белками), интерференция (нацеливание 

и инактивация вирусной ДНК)
Fig. 2. Schematic functioning of the CRISPR/Cas system: immuni-
zation (interaction of viral DNA with Cas-proteins, making of a new
speiser, insertion into the cassette), expression (cassette transcription,
insertion of processed RNA, insertion into the Cas-protein complex),

interference (targeting and inactivation of viral DNA)
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При повторной встрече бактерии с известной чужеродной ДНК (РНК) начинается образование crРНК 
из пре-crРНК. Затем зрелые crРНК встраиваются в каскадный комплекс, состоящий из Cas-белков, и ини-
циируется CRISPR-интерференция. Механизм интерференции и состав каскадного комплекса зависят 
от класса и типа системы CRISPR-Cas [5, 9, 14, 18]. 

Классы и типы систем CRISPR-Cas. Существует 2 класса систем CRISPR-Cas, подразделяющихся 
на 5 типов и 16 подтипов. К классу 1 относятся типы I, III и IV, а к классу 2 – типы II и V [19, 20]. Тип VI, 
относящийся к классу 2, был предсказан методами биоинформационного анализа. Механизм его действия 
изучается [9, 14, 19, 20].

Для предотвращения аутоиммунной агрессии, т. е. реагирования системы CRISPR-Cas в отношении 
мишеней собственного генома, бактерия имеет возможность различать инородный генетический элемент 
от компонентов собственного генома. У одних систем это происходит за счет распознавания особой по-
следовательности PAM (рrotospacer adjacent motif), предшествующей протоспейсеру. В других системах 
она обусловлена комплементарностью crРНКtag и последовательности CRISPR [8, 11]. Регуляция актив-
ности системы CRISPR-Cas осуществляется посредством белка Acr, который связывается с Cas3-crРНК 
через домены Cas3, ингибируя транскрипцию ДНК [21, 22].

Класс 1, тип I характеризуется наличием белка Cas3, проявляющим как нуклеазную, так и хеликаз-
ную активность за счет доменов HD и SF2 соответственно. Действие данной системы начинается с созре-
вания crРНК из пре-cr-РНК. Далее формируется каскадный комплекс, включающий Cas3-белок и crРНК. 
Cas3 вносит разрывы в молекулу ДНК, что приводит к ее деградации [14, 20]. Белок Cse1, распознающий 
мотив PAM, тормозит деградацию ДНК и защищает геном от аутоиммунной агрессии [23]. Система 
СRISPR-Cas I типа обнаружена у таких микроорганизмов, как Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, 
Yersinia pestis, Corynebacterium diphteriae, Myxococcus xanthus, Pectobacterium atrosepticum [6, 9, 24].

Класс 1, тип III ассоциируются с белком Cas10, содержащим Palm-домен, аналогичный РНК-распо- 
знающим доменам полимераз. Cas10, работая в паре либо с белком Csm (подтип IIIA), либо с белком Cmr 
(подтип IIIB), отвечает за ДНКазную активность комплекса интерференции, в то время как белки Csm и Cmr 
проявляют рибонуклеазную активность. Таким образом, комплекс интерференции системы CRISPR-Cas 
III типа обладает активностью как в отношении РНК, так и в отношении ДНК. 

Созревание crРНК происходит следующим образом: не входящая в состав комплекса интерференции 
рибонуклеаза Cas6 разрезает последовательности CRISPR на спейсеры, фланкируемые с обеих сторон. 
Так формируется crРНКtag, который представляет собой 8 нуклеотидов 5′-фланкирующего конца. Далее 
в зависимости от подтипа crРНК включается в комплексы с белками Csm или Cmr, где и происходит до-
полнительный процессинг со стороны 3′-конца [11]. Защита генома от аутоиммунной агрессии основана 
на комплементарности crРНКtag и последовательности CRISPR. Если комплементарность полная, то процесс 
интерференции не запускается. Бактерии Staphylococcus epidermidis, Streptococcus agalactiae, Staphylococcus 
aureus, Streptococcus thermophilus, Thermus thermophilus, Pyrococcus furiosus, Marinomonas mediterranea 
содержат CRISPR-Cas систему III типа [6, 13].

Класс 1, тип IV. В данной системе имеется ген csf1, ассоциированный с генами cas5 и cas7. Но так как 
у этих генов нет связи с CRISPR, то, вероятнее всего, их функции не связаны с адаптивным иммунитетом [14]. 

Класс 2, тип II. В комплексе интерференции данного типа содержится белок Cas9, имеющий эндону-
клеазные домены HNH и RuvC, crРНК и tracrРНК, комплементарной CRISPR-повторам. Формирование 
зрелой crРНК из пре-crРНК происходит при участии tracrРНК и РНКазы III. Далее комплекс интерферен-
ции, включающий crРНК, tracrРНК и Cas9, распознает последовательность PAM в ДНК-мишени, форми-
рует R-петлю и вводит разрывы в цепи ДНК, завершая таким образом процесс деградации [7, 14, 25, 26]. 
Подобно системе класса 1 типа I, защиту против аутоиммунной агрессии осуществляет белок Cse1, рас-
познающий предшествующий протоспейсеру мотив PAM [23]. Система CRISPR-Cas II типа выявлена 
у следующих бактерий: Neisseria meningitidis, Corynebacterium diphteriae, Campylobacter jejuni, Francisella 
novicida, Listeria monocytogenes, Streptococcus agalactiae [24, 25]. 

Класс 2, тип V содержит белок Cpf1, схожий с белками Cas9 наличием RuvC-нуклеазного домена 
и отличается отсутствием HNH-нуклеазного домена. В некоторых случаях для созревания crРНК не нужны 
РНКаза III и tracrРНК, в связи с чем можно предположить, что белок Cpf1 сам катализирует процесс со-
зревания crРНК. Далее процесс интерференции и защита генома от аутоиммунной агрессии происходят 
по аналогии с характерными для типа II класса 2 [23, 25, 26]. 

Методы анализа системы CRISPR-Cas в геноме бактерий. Исследование систем CRISPR-Cas 
осуществляется при помощи биоинформационных программ, основанных на математических методах 
компьютерного анализа последовательностей нуклеотидов.

MacSyFinder (Macromolecular System Finder) – программа для моделирования свойств молекулярных сис- 
тем, их компонентов, эволюционных связей с другими организмами. Программа позволяет анализировать 
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данные как полногеномного секвенирования бактерий, так и данные метагеномных образцов. MacSyFinder 
рассматривает три типа компонентов: обязательные (mandatory), идентифицируемые во всех системах CRISPR, 
дополнительные (accessory) – компоненты, которые могут иметь значение для сборки и функционирования 
системы, но не могут быть идентифицированы в связи с быстрой эволюцией), и некоторые специфические 
фрагменты, условно обозначаемые (в зависимости от целей и задач эксперимента) как запрещенные (forbidden). 

Для работы MacSyFinder требуются дополнительные программные обеспечения Hmmer и makeblastdb 
для поиска точной гомологии последовательностей. В качестве языка программирования используется 
Python. Программа MacSyView позволяет визуализировать данные, полученные в MacSyFinder. Расшиф-
ровка CRISPR-кассет осуществляется при помощи онлайн-приложения «CRISPR: a CRISPR Interacrative 
database» на Gen Quest Bioinformatics Platform [12]. Программа MacSyFinder имеется в свободном доступе 
на сайте https:// github.com/gem-pasteur/macsyfinder. Она совместима с любыми платформами, поддержи-
вающими Python, Hmmer и makeblastdb.

Для просмотра полученных результатов анализа используется приложение MacSyView, которое до-
ступно по ссылке https:// github. com/gem-pasteur/macsyview.

CRISPRFinder – программа для идентификации систем CRISPR-Cas в геноме бактерий. Программа 
использует язык программирования Perl и работает с файлами в формате fasta, содержащими последователь-
ности ДНК до 67 Мб. Возможные места нахождения CRISPR определяются наличием максимального количе-
ства повторов. Программа доступна по следующей ссылке: http:// crispr.u-psud.fr/Server/CRISPRfinder.php [24].

Применение системы CRISPR-Cas в биологии и медицине. Системы CRISPR-Cas инвазивных бакте-
рий Streptococcus pyogenes, Streptococcus thermophilus и Neisseria meningitidis были адаптированы для исполь-
зования в биоинженерных целях. Чтобы системы работали, белок Cas9 и sgРНК (синтетическая РНК, 
включающая в себя crРНК и tracrРНК) должны быть введены в клетки и экспрессированы. Направление 
Cas9 к сайту-мишени осуществляется за счет аналога протоспейсера sgРНК (20 нуклеотидов на ее 5′-конце). 
Сайт-мишень должен находиться непосредственно на 5′-конце мотива PAM [7, 22, 27]. Таким образом, для раз-
резания ДНК in vitro необходимы следующие компоненты: белок Cas9, пре-crРНК и tracrРНК, РНКаза III. Cas9 
осуществляет как процессинг пре-crРНК, так 
и CRISPR-интерференцию. Белок реагирует на мо-
тив PAM. Последовательности PAM, которые рас-
познаются белками Cas9 в бактериальных систе-
мах CRISPR/Cas, представлены в табл. 2 [27, 28]. 
Система Nme является более точной, так как по-
следовательность PAM длиннее, следовательно, 
специфичность повышается за счет снижения 
количества нецелевых сайтов-мишеней. Разли-
чия в активности систем Nme и Spy могут быть 
также связаны с размером белков Cas9. Это мо-
жет влиять на такие моменты, как доступ к сайту-
мишени, стабильность связывания, раскручива-
ние и разрезание ДНК [26, 28].

Следующим обязательным компонентом системы является crРНК и tracrРНК, которые могут быть 
сшиты в единую sgРНК. Задача sgРНК – найти мотив PAM. CRISPR-Cas система может работать как 
с одной sgРНК, так и с двумя – crРНК и tracrРНК [15, 26]. Присутствие РНКазы III обязательно для систе-
мы Nme при редактировании бактериального генома, в то время как для работы с эукариотическими 
клетками РНКаза III не обязательна в связи с наличием собственных РНКаз клетки [29].

Заключение. Таким образом, в процессе эволюции прокариоты сформировали механизм защиты 
против внедрения чужеродного генетического материала путем формирования адаптивного иммуните- 
та не только у контактировавшей с чужеродной ДНК (РНК) клеткой, но и у потомков иммунизированной 
клетки в последующих поколениях. В микробиологии и молекулярной эпидемиологии системы CRISPR-Cas 
могут использоваться для типирования штаммов микроорганизмов, выявления их происхождения и геогра-
фического распространения, филогенетических отношений между ними, получения новой информации 
о микробиоме человека [9].

Систему CRISPR-Cas также можно применять для активации и репрессии транскрипции генов с целью 
изучения транскрипционных сетей, изменения топологии ДНК, изучения модификаций хроматина, регу-
ляции экспрессии генов, селекции клеток [27, 29, 30].

В медицине методы, основанные на системах CRISPR-Cas, могут применяться для лечения наслед-
ственных [31, 32], аллергических [33], иммунологических, онкологических [34] и прочих заболеваний [35], 
а также вирусных и прионных инфекций [11], выполнения фундаментальных исследований (например, 

Т а б л и ц а 2. Бактериальные системы CRISPR/Cas9 
стрептококков и нейссерий

T a b l e 2. Bacterial CRISPR/Cas9 systems of streptococci 
and neisseria

Система 
CRISPR/Cas Микроорганизм PAM-мотив

Spy Streptococcus pyogenes 5′-NGG-3′
реже 5′-NАG-3′

Nme Neisseria meningitidis
5′-NNNNGATT-3′
5′-NNNNGCTT-3′
5′-NNNNGTTT-3′

Sth Streptococcus thermophiles 5′-NNAGAAW-3′
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в опытах на экспериментальных животных при моделировании заболеваний человека) [36], в скрининге 
лекарственных препаратов и пр. [29, 37].

Применение систем CRISPR-Cas в биотехнологии позволяет модифицировать метаболические пути 
микроорганизмов и таким образом создавать технологически значимые штаммы, новые трансгенные ви-
ды [38] и организмы с важными сельскохозяйственными характеристиками [39, 40].
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