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Программируемые нуклеазы – важнейший инструмент для манипуляций с генами и геномами про-
кариот и эукариот. С конца XX века ведется разработка подходов к направленному изменению кон-
кретных участков генома без модификации остальной ДНК. В обзоре кратко рассмотрены достоин-
ства и недостатки основных известных на сегодня генетических редакторов. Основное внимание
уделено программируемым нуклеазам из семейства прокариотических белков-Аргонавтов. Эти бел-
ки узнают и расщепляют определенные последовательности ДНК с использованием коротких ком-
плементарных молекул-гидов и играют важную роль в защите клеток прокариот от чужеродной
ДНК. Белки-Аргонавты уже нашли применение в биотехнологии для направленного расщепления
и детекции нуклеиновых кислот и потенциально могут быть использованы для редактирования ге-
номов.
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ОСНОВНЫЕ ГРУППЫ 
ПРОГРАММИРУЕМЫХ НУКЛЕАЗ

Направленные изменения последовательно-
сти ДНК на уровне конкретных генов и регуля-
торных участков генома имеют ключевое значе-
ние как для фундаментальных исследований ме-
ханизмов работы генома и изучения функций
определенных белков, так и для решения при-
кладных задач ‒ от создания штаммов-продуцен-
тов до лечения генетических заболеваний. Важ-
нейшим инструментом в этих исследованиях слу-
жат программируемые нуклеазы – ферменты,
которые могут быть направлены в определенное
место генома для внесения изменений в последо-
вательность ДНК. Каталитически неактивные ва-
рианты программируемых нуклеаз могут исполь-
зоваться для редактирования эпигенетических
меток и регуляции экспрессии генов за счет при-
влечения в определенные участки генома различ-
ных функциональных доменов и для визуализа-
ции целевых участков генома в клетках. Програм-
мируемые нуклеазы также применяют для
идентификации целевых последовательностей в

биологических образцах и для расщепления нук-
леиновых кислот in vitro.

К настоящему времени известно несколько
групп программируемых нуклеаз природного и
синтетического происхождения, различающихся
по механизму распознавания и разрезания ДНК и
потенциалу практического применения. Во всех
случаях внесение разрывов в целевой участок
ДНК может затем приводить к потере функцио-
нальности данного гена либо к требуемому изме-
нению его последовательности в ходе репарации.
Можно выделить две большие группы таких фер-
ментов: нуклеазы, узнающие сайт расщепления с
помощью ДНК-белковых взаимодействий, и
нуклеазы, узнающие ДНК посредством связан-
ной короткой комплементарной РНК или ДНК.
Хотя исторически ферменты первой группы были
найдены и использованы раньше, ферменты вто-
рой группы обладают гораздо большей гибкостью
в узнавании целевых участков ДНК и именно их
используют в качестве основных инструментов
редактирования генома в последние годы. Срав-
нение разных классов программируемых нуклеаз
приведено на рис. 1.# Эти авторы внесли равный вклад.
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Мегануклеазы

Мегануклеазы распознают длинные (от 12 до
44 п.н.) участки ДНК [4, 5]. Встречающиеся в
природе мегануклеазы относятся к группе хо-
уминг-эндонуклеаз (homing endonucleases), обес-
печивающих перенос мобильных элементов. Мега-
нуклеазы расщепляют цепи ДНК в области четырех
центральных нуклеотидов в сайте узнавания с обра-
зованием двухцепочечного разрыва с 3'-концевыми
4-нуклеотидными выступающими концами [6, 7].
Небольшой размер этих белков с длинным ДНК-
узнающим сайтом привлекает к ним внимание
как к инструментам для манипуляций с геномом.
Ограничение заключается в том, что сайт узнава-
ния должен быть искусственно внесен в геном. К
началу 2000-х было открыто и описано несколько
сотен эндонуклеаз с различными сайтами узнава-
ния [5], а также созданы ферменты с измененной
специфичностью [8–10].

Химерные нуклеазы
Идея создания химерных нуклеаз путем соеди-

нения в одной белковой молекуле нуклеазного
домена одного белка и ДНК-распознающего до-
мена другого белка была высказана в 1994 году
Kim & Chandrasegaran [11]. Исследователи объеди-
нили нуклеазный домен эндонуклеазы рестрикции
Flavobacterium okeanokoites FokI, не обладающий спе-
цифичностью к определенной последовательности
ДНК, и гомеодомен регуляторного белка Ultrabitho-
rax дрозофилы, распознающий последовательность
длиной 9 нуклеотидов. Авторы также предложили
варианты ДНК-распознающих доменов из других
белков, которые позже, действительно, были ис-
пользованы для создания новых химерных нуклеаз.

SGN
SGN (structure-guided endonuclease) – это спе-

цифичная к структурам эндонуклеаза. Нуклеазы

Рис. 1. Разнообразие программируемых нуклеаз. (a–г) – Эндонуклеазы, не требующие для каталитической активно-
сти наличия последовательности PAM (protospacer adjacent motif) в мишени; д, е – эндонуклеазы, требующие наличия
PAM в 5'-области от сайта узнавания; ж, з – эндонуклеазы, требующие наличия PAM в 3'-области от сайта узнавания.
a – химерная эндонуклеаза на основе ДНК-связывающего домена цинкового пальца (PDB ID: 7ZNF) и FokI (PDB
ID: 2FOK) (структуры белков объединены для иллюстрации); б – химерная эндонуклеаза на основе ДНК-связываю-
щего домена TALE (PDB ID: 4HPZ) и FokI (PDB ID: 2FOK) (структуры белков объединены для иллюстрации); в – ме-
гануклеаза I-AabMI (PDB ID: 4YIT); г – белок-Аргонавт, может быть РНК- или ДНК-зависимой эндонуклеазой и
проявлять каталитическую активность в отношении РНК или ДНК (TtAgo, PDB ID: 4NCB); д – РНК-зависимая
ДНК-эндонуклеаза TnpB (структура TnpB ISDra2 предсказана с использованием алгоритма AlphaFold2 [1]); е ‒ РНК-зави-
симая ДНК-эндонуклеаза Cas12 (PDB ID: 7EU9) [2]; ж – РНК-зависимая ДНК-эндонуклеаза Cas9 (PDB ID: 6M0X)
[3]; з – РНК-зависимая ДНК-эндонуклеаза IscB (структура предсказана с использованием алгоритма AlphaFold2 [1]).
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могут быть направлены к определенному месту в
геноме с помощью распознавания определенных
структур в ДНК. Примером может быть нуклеаза,
состоящая из f lap-эндонуклеазы (flap endonucle-
ase-1) FEN1 археи Archaeoglobus fulgidus и нуклеаз-
ного домена FokI [12, 13]. Для внесения разрыва в
нужное место в ДНК используют ДНК-гиды,
комплементарные необходимому участку за ис-
ключением одного 3'-концевого нуклеотида.
Этот нуклеотид распознается FEN1 в составе
SGN, далее FokI вносит разрыв в ДНК на рассто-
янии 9‒10 нуклеотидов от 3'-конца гида. Однако
SGN может узнавать и 3'-выступающие однони-
тевые фрагменты, возникающие при репарации и
репликации. Это приводит к значительным неце-
левым перестройкам генома [12, 13]. Наряду с не-
высокой эффективностью это стало весомым
ограничением развития технологии SGN.

Цинковые пальцы

Впервые домен типа “цинковый палец” (ZF,
zinc finger) был описан J. Miller и соавт. в 1985 году
[14] при изучении транскрипционного фактора
TFIIIA из ооцитов лягушки. TFIIIA представляет
собой 9 повторяющихся мотивов длиной 30 ами-
нокислотных остатков (а.о.), содержащих два
консервативных гистидина и два цистеина, на
вершине каждого “пальца” сконцентрированы
полярные и оснóвные аминокислоты, которые
отвечают за взаимодействие с нуклеиновыми
кислотами [14, 15]. Один цинковый палец отвеча-
ет за узнавание 3-нуклеотидной последователь-
ности [16, 17]. Первая сайт-специфическая нук-
леаза, содержащая цинковые пальцы в качестве
ДНК-распознающего домена и нуклеазный до-
мен FokI (ZFN, zinc finger nuclease), получена и
описана Y. Kim и соавт. в 1996 году [18]. Распозна-
вание отдельных нуклеотидов с помощью отдель-
ных аминокислот внутри цинкового пальца и
способность последних работать как независи-
мые модули при узнавании протяженных после-
довательностей ДНК позволяют использовать
эти домены для программирования искусствен-
ных белковых инструментов, предназначенных
для работы с нуклеиновыми кислотами. В ходе
исследований химерных молекул ZFN в клетках
дрозофилы и млекопитающих выявлена их высо-
кая цитотоксичность, обусловленная неспеци-
фическим распознаванием и разрезанием ДНК
(off-target effect) [16]. Очевидный способ повы-
сить специфичность узнавания мишени с помо-
щью ZFN ‒ увеличить число цинковых пальцев.
Однако Y. Shimizu и др. [19], обнаружили, что ак-
тивность нуклеаз с пятью или шестью цинковы-
ми пальцами гораздо ниже в сравнение с белками
с одним таким доменом. Таким образом, созда-
ние функциональных нуклеаз с несколькими

цинковыми пальцами представляет собой слож-
ную задачу.

TALEN
TALEN (transcription activator-like effectors nu-

clease) – это эффекторная нуклеаза, подобная ак-
тиваторам транскрипции. TALE – большое се-
мейство транскрипционных активаторов, кото-
рые относятся к факторам вирулентности
фитопатогенных бактерий рода Xanthomonas. Еще
в 1989 году U. Bonas и др. [20] показали, что они
содержат повторяющиеся элементы. Повторы
имеют одинаковую последовательность, за ис-
ключением аминокислот в позициях 12 и 13 (re-
peat variable di-residues, RVDs). Именно эта пара
аминокислот отвечает за специфическое распо-
знавание единичного нуклеотида в ДНК [21–23].
Модульное строение и специфичность к отдель-
ным нуклеотидам ДНК-распознающих доменов
TALE открывает возможность их применения в
качестве компонента химерных нуклеаз. Первые
химерные нуклеазы на основе TALE (TALEN ‒
TALE nuclease) были сконструированы на основе
фрагмента TALE-белка, содержащего повторы, и
нуклеазного домена FokI [24].

Cas-нуклеазы
В последние годы наиболее широко в геном-

ном редактировании используют Cas-нуклеазы,
которые являются частью CRISPR-Cas-систем
адаптивного иммунитета прокариот (от англ. clus-
tered regularly interspaced short palindromic repeats ‒
короткие палиндромные повторы, регулярно рас-
положенные группами). Системы CRISPR-Cas
имеют модульную организацию. Два основных
компонента – модуль, ответственный за адапта-
цию (вставку в CRISPR-кассету новых спейсе-
ров), и эффекторный модуль, ответственный за
интерференцию. Модули представлены комплек-
сами белков Cas, гены которых находятся в одном
опероне. На основе строения эффекторного мо-
дуля выделяют два класса CRISPR-Cas систем. В
системах Класса 1 эффекторный модуль пред-
ставлен многосубъединичным комплексом, в ко-
торый входит несколько Cas-белков. В системах
Класса 2 его функцию выполняет один крупный
белок, включающий большое число доменов.
Класс 1 включает CRISPR-Cas системы I, III, IV
типов, Класс 2 – II, V и VI [25]. Наибольший ин-
терес для практического применения представля-
ют эффекторные модули Класса 2, так как они
представлены единой белковой молекулой с нук-
леазной активностью.

Наиболее полно изучена нуклеаза Cas9 бакте-
рии Streptococcus pyogenes (SpCas9), представи-
тель II типа CRISPR-Cas систем. Для работы
Cas9 необходимы две РНК: crРНК (CRISPR RNA),
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содержащая последовательность спейсера, и
tracrРНК (trans-activating crRNA). Cas9, загру-
женная crРНК-tracrРНК, вносит двунитевой раз-
рыв в последовательность, соответствующую
спейсеру, в ДНК-мишени. Для удобства практи-
ческого применения Cas9 в качестве сайт-специ-
фической программируемой нуклеазы crРНК и
tracrРНК объединяют в одну молекулу РНК ‒ sin-
gle guide RNA (sgРНК). Cas9 – крупная ДНК-эн-
донуклеаза (SpCas9 состоит из 1368 а.о.), внося-
щая двухцепочечный разрыв с образованием ту-
пого конца внутри участка, узнаваемого sgРНК,
на расстоянии 3 нуклеотидов от его правого кон-
ца. Расщепление ДНК осуществляется двумя
нуклеазными доменами. HNH-подобный домен
разрезает нить ДНК, комплементарную РНК-ги-
ду (целевая нить). RuvC-подобный домен имеет
укладку, подобную РНКазе Н, и разрезает проти-
воположную нить (нецелевая цепь) [26]. В начале
2013 года было опубликовано три исследования, в
которых показана возможность применения Сas9
в качестве программируемой ДНКазы для внесе-
ния изменений в геном в культурах клеток чело-
века [27–29]. Это положило начало использова-
нию нуклеазы Cas9 в науке и биотехнологии.

sgРНК позволяет направлять Cas9 к любой по-
следовательности ДНК, но при условии наличия
в ней мотива PAM (protospacer adjacent motif, при-
легающий к протоспейсеру мотив) справа от
узнаваемой последовательности. PAM, распозна-
ваемый SpCas9, представляет собой тринуклео-
тид 5'-NGG-3', где N ‒ любой из четырех нуклео-
тидов ДНК [30], для разных белков семейства Cas
длина и последовательность этого мотива могут
отличаться. Для расширения спектра последова-
тельностей, доступных для распознавания Cas9,
были сконструированы варианты фермента с из-
мененной специфичностью к РАМ [31, 32], а так-
же использованы белки Cas9 из других бактерий
[33–40].

Вторая проблема применения Cas9 – разреза-
ние нецелевой частично комплементарной ДНК.
Ошибки в распознавании ДНК могут быть след-
ствием неточного спаривания гида и мишени вне
района первичного связывания (seed) [40, 41]. Су-
ществуют два принципиальных подхода к сниже-
нию нецелевых эффектов: повышение специ-
фичности Cas9 [42] и ограничение времени ее
воздействия на ДНК [40, 43–47].

Практическое применение нашли и другие
представители CRISPR-Cas-систем II класса. В
2015 году была описана эффекторная нуклеаза
Cas12a (также известная как Cpf1) из системы V
типа бактерий Acidaminococcus и Lachnospiraceae
bacterium [48]. Cas12а расщепляет обе цепи двуни-
тевой ДНК с помощью одного нуклеазного доме-
на RuvC, что приводит к образованию двунитево-
го разрыва с 4‒5-нуклеотидными 5'-липкими

концами [48, 49]. Как и в случае Cas9, для узнава-
ния мишени необходимо наличие в ней РАМ ‒ в
данном случае слева от узнаваемой последова-
тельности. После разрезания ДНК-мишени и вы-
свобождения одного из продуктов Cas12а может
осуществлять неспецифическое экзонуклеазное
расщепление однонитевых ДНК. Это явление
было названо “коллатеральной активностью”. В
клетке такое расщепление может нарушать раз-
личные процессы метаболизма ДНК. На основе
коллатеральной активности Cas12a разработаны
системы детекции целевых последовательностей
ДНК в биологических образцах HOLMES (an
one-HOur Low-cost Multipurpose highly Efficient
System) [50] и DETECTR (DNA endonuclease-tar-
geted CRISPR trans reporter) [51].

Эффекторная нуклеаза VI типа CRISPR-Cas-
систем – Cas13 (также известная как С2с2) ‒ име-
ет два РНКазных домена HEPN (higher eukaryotes
and prokaryotes nucleotide binding). Впервые нук-
леаза этого типа была выделена в 2016 году из бак-
терии Leptotrichia shahii [52]. Cas13 с помощью
crРНК распознает целевую однонитевую РНК и
расщепляет ее, при этом также проявляется не-
специфическая коллатеральная активность.
Cas13 может быть направлена к целевым тран-
скриптам в клетках бактерий, растений и млеко-
питающих [53]. Эффективность разрушения це-
левой РНК сравнима с активностью РНК-интер-
ференции с помощью коротких РНК (см. ниже).
Однако для Cas13 показано значительно меньше
нецелевых эффектов. На основе коллатеральной
активности Cas13 создан высокочувствительный
метод детекции нуклеиновых кислот SHERLOCK
(Specific High-Sensitivity Enzymatic Reporter Un-
locking) [54, 55]. В настоящее время технологии
детекции с помощью Cas-нуклеаз продолжают
разрабатываться и совершенствоваться. Так, в
2020‒2021 гг. на этой платформе разработано
множество систем для обнаружения коронавиру-
са-2 тяжелого острого респираторного синдрома
(SARS-CoV-2) – возбудителя COVID-19 [56].

В конце 2021 года описаны две группы про-
граммируемых нуклеаз транспозонов прокариот.
Транспозоны группы IS200/IS605 кодируют бел-
ки IcsB ‒ предковые формы Cas9 ‒ и TnpB, от ко-
торых произошли нуклеазы Cas12. Они могут на-
правляться к целевой последовательности ДНК с
помощью гидовой РНК: ωРНК в случае IscB и
reРНК (right end RNA) для TnpB. Как и в случае
Cas-нуклеаз, для взаимодействия данных нуклеаз
транспозонов с целевой ДНК необходимо нали-
чие в ней определенной короткой последователь-
ности TAM (target-adjacent motif, или transposon-
associated motif) справа или слева от узнаваемой
последовательности для IcsB и TnpB соответ-
ственно. Показана возможность внесения на-
правленных изменений в геном клеток с помо-
щью описанных нуклеаз [57, 58].
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БЕЛКИ-АРГОНАВТЫ – НОВАЯ ГРУППА 
ПРОГРАММИРУЕМЫХ НУКЛЕАЗ

Аргонавты эукариот – ключевые белки 
РНК-интерференции

Белки-Аргонавты (Ago), как и Cas-белки,
узнают и разрезают мишень, будучи загруженны-
ми комплементарной гидовой нуклеиновой кис-
лотой (рис. 2). В отличие от Cas-нуклеаз, никаких
дополнительных последовательностей в мишени
(таких как РАМ) для этого не требуется. Белки-
Аргонавты найдены во всех доменах жизни: у
многих бактерий, архей и практически у всех эу-
кариот, из чего следует вывод об их древнем про-
исхождении и функциональной важности [59–
61]. У эукариот белки-Аргонавты участвуют в
процессе регуляции экспрессии генов малыми
РНК, подавлении активности транспозонов и за-
щите клеток от вирусных инфекций [62–68]. Они
связывают короткие интерферирующие РНК
(siРНК), микроРНК (miРНК) или РНК, ассоции-
рованные с белком PIWI (piРНК), и координиру-
ют последующие события сайленсинга генов,
взаимодействуя с другими белковыми факторами
[68–71]. Образующиеся эффекторные комплексы
распознают комплементарные РНК-мишени и
могут расщеплять их благодаря эндонуклеазной
активности Аргонавтов. Также для них описана
не зависящая от расщепления дестабилизация
РНК, репрессия транскрипции и трансляции че-
рез взаимодействия с другими белками [72, 73].

Среди эукариотических белков-Аргонавтов
выделяют три группы [74–76]. Первая включает
AGO-подобные белки, которые участвуют в ци-
топлазматическом посттранскрипционном сай-
ленсинге генов. Вторая группа включает PIWI-
подобные белки, которые встречаются преиму-
щественно в герминальных клетках животных;
они подавляют экспрессию мобильных генетиче-
ских элементов и тем самым вносят вклад в поддер-
жание целостности генома [69, 77–79]. Третья груп-
па, WAGO, представлена исключительно белками

червей и исследована на примере Caenorhabditis ele-
gans. У разных видов организмов встречается раз-
ное число белков-Аргонавтов разных групп. На-
пример, у человека известно четыре белка, относя-
щихся к группе AGO, и четыре – к группе PIWI [68,
80]. Различные пути РНК-интерференции могут
работать в одном и том же организме и даже в од-
ной клетке [81].

РНК-интерференция с участием белков груп-
пы AGO реализуется по двум альтернативным пу-
тям: на уровне РНК или хроматина [80, 82–85].
Собирается комплекс, отвечающий за подавле-
ние экспрессии генов с участием РНК (RISC –
RNA induced silencing complex). siРНК образуют-
ся в цитоплазме в результате процессинга экзо-
генных и эндогенных двухцепочечных РНК под
действием фермента Dicer и представляют собой
двухцепочечные РНК длиной 20‒30 нуклеоти-
дов. miРНК образуются в ядре из РНК-предше-
ственников, содержащих структуру шпильки, эндо-
нуклеазой Drosha [70, 77, 86–90]. После загрузки
короткими двухцепочечными РНК белка-Аргонав-
та происходит диссоциация одной из цепей дуп-
лекса siРНК, после чего такой комплекс может рас-
познавать полностью или частично комплементар-
ную мРНК-мишень. В результате происходит
ингибирование трансляции, эндонуклеазное рас-
щепление мишени Аргонавтом или экзонуклеазная
деградация мРНК другими нуклеазами [59, 91–93].
РНК-интерференция может проходить и на уровне
хроматина с помощью модификации гистонов
или метилирования ДНК, что также позволяет
подавить экспрессию генов или в редких случаях
приводит к активации транскрипции [80, 94, 95].
Белки группы PIWI также транслоцируются в яд-
ро при загрузке piРНК и подавляют экспрессию
транспозонов с помощью транскрипционного
сайленсинга генов [69, 84, 96, 97]. В целом, пути
РНК-интерференции вовлечены в широкий
спектр клеточных функций, включая рост, разви-
тие, апоптоз, а также в патофизиологические
процессы, такие как канцерогенез [98].

Рис. 2. Расщепление нуклеиновых кислот белками-Аргонавтами. Аргонавт загружается гидовой одноцепочечной мо-
лекулой нуклеиновой кислоты (связывание гида), после чего происходит поиск мишени на основании комплементар-
ного соответствия (распознавание мишени). Если мишень комплементарна гиду, конформация фермента меняется,
происходит катализ (разрезание мишени) и разрезанная мишень высвобождается (высвобождение мишени).

Связывание гида Распознавание мишени Разрезание мишени Высвобождение мишени
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Все эукариотические Аргонавты имеют в сво-
ем составе четыре домена: N-концевой, PAZ (Piwi-
Argonaute-Zwille), MID (middle) и PIWI (P-element
Induced Wimpy Testis), ‒ они образуют канал, в ко-
тором располагаются нуклеиновые кислоты [83,
99–101].

PIWI-домен белков-Аргонавтов содержит кон-
сервативную тетраду аминокислотных остатков
DEDX (где X, как правило, остаток аспарагино-
вой кислоты, гистидина или лизина), которая ко-
ординирует два двухвалентных катиона, необхо-
димых для катализа [59]. Многие белки-Аргонав-
ты содержат замены отрицательно заряженных
аминокислотных остатков каталитической тетрады
и не способны к расщеплению мишени [59–61].

В MID-домене находится карман для связыва-
ния 5'-конца молекулы-гида. В ряде случаев
5'-концевой нуклеотид гидовой цепи связывается
специфично. Так, hAgo2 человека, KpAgo из
дрожжей Kluyveromyces polysporus и SIWI из шел-
копряда Bombyx mori связывают гиды, содержа-
щие остаток уридина на 5'-конце [99, 102, 103].
Соответствующий неспаренный нуклеотид цепи-
мишени может специфически распознаваться в
отдельном кармане домена PIWI [104].

PAZ – небольшой домен (~140 а.о.), который
участвует в связывании 3′-конца гидовой цепи,
однако не является для этого абсолютно необхо-
димым. Интересно, что PAZ присутствует не
только в Аргонавтах, но и в белке Dicer. Вероятно,
PAZ-домен предка современных эукариотиче-
ских Аргонавтов претерпел дупликацию и попал
в Dicer [105].

N-концевой домен наименее консервативен и,
по-видимому, способствует разделению РНК-
дуплекса [99, 106–108].

Аргонавты прокариот: разнообразие структур

О существовании генов Аргонавтов у бактерий
и архей было известно достаточно давно, и белки
AfAgo из археи Archaeoglobus fulgidus [109–112] и
AaAgo из бактерии Aquifex aeolicus [113–115] даже ис-
пользовали в качестве модели для структурных ис-
следований РНК-интерференции. Первое описа-
ние разнообразия прокариотических Аргонавтов
выполнено в 2009 году [59]. K. Makarova и соавт.
обнаружили в невырожденной белковой базе
данных RefSeq 85 гомологов эукариотических Ар-
гонавтов, закодированных в 80 прокариотиче-
ских геномах. Быстрый рост числа секвенирован-
ных геномов бактерий и архей в последние годы
позволил найти намного больше Аргонавтов: 487
в 2014 году [61], 1010 в 2018 [60] и 1711 в 2020 [116].
В целом, около 10‒20% геномов бактерий и около
четверти архейных геномов кодируют хотя бы
один Аргонавт, а в редких случаях прокариотиче-

ский геном содержит сразу несколько генов Арго-
навтов.

На филогенетическом дереве белков-Аргонав-
тов (рис. 3) выделяют две большие группы: длин-
ные Аргонавты, содержащие те же 4 домена, что и
эукариотические белки, и короткие (“short”), в
которых отсутствуют домены N-концевой и PAZ
[59–61]. Все короткие Аргонавты имеют замены в
активном центре в домене PIWI, что свидетель-
ствует об отсутствии у них каталитической актив-
ности. Длинные Аргонавты подразделяются на
две группы, названные “longA” и “longB” [60].
Все представители группы В относятся к неактив-
ным Аргонавтам и зачастую имеют укороченный
домен PAZ, в то время как большинство длинных
Аргонавтов группы А обладает каталитической
тетрадой и полноразмерным PAZ. Тем не менее
некоторые представители различных ветвей груп-
пы А также содержат замены в каталитической
тетраде, что указывает на многократное появле-
ние неактивных форм в ходе эволюции [59–61].
Филогенетический анализ показал, что эукариоти-
ческие Аргонавты являются монофилетической
группой и происходят из длинных прокариотиче-
ских Аргонавтов группы А [59–61]. Интересно, что
филогенетическое дерево прокариотических Арго-
навтов не соответствует таксономическому дере-
ву живых организмов. Из этого можно сделать
вывод о существенном вкладе горизонтального
переноса в распространении генов Аргонавтов
среди бактерий и архей [59–61].

К настоящему моменту охарактеризовано не-
сколько десятков Аргонавтов прокариот из разных
ветвей филогенетического дерева. В таблице 1 при-
ведено описание свойств большинства исследо-
ванных к настоящему времени прокариотических
белков-Аргонавтов. Внимание большей частью
сфокусировано на изучении в системе in vitro Ар-
гонавтов бактерий и архей, обладающих нуклеаз-
ной активностью. В отличие от Аргонавтов эука-
риот, работающих в клетке с РНК-гидами и РНК-
мишенями, прокариотические Аргонавты преиму-
щественно распознают ДНК-мишени. Некоторые
из них расщеплют и РНК-мишени, хотя и менее
эффективно; функциональная значимость этого
феномена до сих пор не выяснена [100, 126, 148].
Большинство прокариотических Аргонавтов свя-
зывают ДНК-гиды, но некоторые (MpAgo из бак-
терии Marinitoga piezophila и его ближайшие гомо-
логи) предпочитают РНК-гиды [130]. Стоит ска-
зать, что некоторые Аргонавты эукариот тоже
могут использовать ДНК-гиды для распознава-
ния мишеней in vitro (например, hAgo2) [107, 156]
и даже участвовать в репарации ДНК (AGO1 из
Arabidopsis thaliana) [157], но, способны ли они
при этом взаимодействовать с ДНК in vivo, пока
неизвестно.
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Рис. 3. Филогенетическое дерево прокариотических белков-Аргонавтов. Дерево построено по данным, опубликован-
ным в статье [59]. Множественное выравнивание доменов MID и PIWI выполнено в программе MAFFT (v7.487) [117].
Для построения дерева использовали программу IQ-TREE (v2.1.4-beta) [118–120]. Цвета ветвей соответствуют группам
Аргонавтов: longA (темно-зеленый), longB (фиолетовый), short (бордовый). В кругах цветом отмечены особенности
устройства доменов PIWI (внутренний круг; активные белки ‒ зеленый, неактивные ‒ серый), MID (второй круг;
фосфатсвязывающий домен ‒желтый, ОН-связывающий домен ‒ черный) и PAZ (внешний круг; полноразмерный
PAZ ‒ светло-зеленый, укороченный ‒ розовый); в коротких Аргонавтах домен PAZ отсутствует.

Активные
Неактивные

Фосфатсвязывающий карман
OH-связывающий карман

Полноразмерный
Укороченный

PAZMIDPIWI

longB

Short

longA

PIWI
MID
PAZ

В отличие от Аргонавтов эукариот, прокарио-
тические Аргонавты не нуждаются во вспомога-
тельных белках для загрузки гидовыми нуклеино-
выми кислотами. Для TtAgo из бактерии Thermus
thermophilus, MjAgo из археи Methanocaldococcus
jannaschii, SeAgo из бактерии Synechococcus elongatus,
CbAgo из бактерии Clostridium butyricum и LrAgo из
бактерии Limnothrix rosea показан независимый
от гида процессинг плазмидной ДНК in vitro и за-
грузка фрагментами плазмиды в качестве гидов
без дополнительных белковых факторов [122, 132,
142, 145].

Домены MID и PIWI наиболее консервативны
и присущи всем белкам-Аргонавтам. MID-домен
играет ключевую роль в связывании 5'-конца
гидовой нуклеиновой кислоты. У прокариот и
PIWI-белков эукариот аминокислотные остатки
MID-кармана координируют двухвалентный ка-
тион (Mg2+ или Mn2+), участвующий в связыва-
нии 5'-концевого фосфата гида [100, 103, 110, 111,
148, 158]. Однако среди активных Аргонавтов
прокариот есть небольшая группа белков с гидро-
фобным карманом в MID-домене. Структурный
анализ одного из представителей этой группы,
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КРОПОЧЕВА и др.

MpAgo из Marinitoga piezophila, показал, что такие
Аргонавты не связывают двухвалентный катион в
MID-кармане и “предпочитают” нефосфорили-
рованные по 5'-концу гиды [60, 130].

Некоторые Аргонавты бактерий и архей дис-
криминируют гиды по азотистому основанию
5'-концевого нуклеотида: RsAgo из бактерии
Rhodobacter sphaeroides связывает гиды, содержа-
щие урацил на 5'-конце, TtAgo из бактерии Ther-
mus thermophilus – цитозин, FpAgo из археи Ferro-
globus placidus – гуанин, MjAgo из археи Methano-
caldococcus jannaschii – пурины. В то же время
другие исследованные Аргонавты прокариот не
проявляют специфичности в связывании 5'-кон-
цевого нуклеотида (табл. 1) [101–103, 122, 124,
125, 130, 141, 142, 146, 159]. Соответствующий не-
спаренный нуклеотид цепи-мишени может специ-
фически распознаваться в отдельном кармане доме-
на PIWI (G – для TtAgo, А – для RsAgo) [145, 158].

Будучи связанным в MID-кармане, 5'-конце-
вой нуклеотид молекулы-гида не участвует в об-
разовании водородных связей с мишенью и назы-
вается якорным (“anchor”). Также в гиде выделяют
район первичного связывания (“seed”) – 2‒8 нук-
леотидов, сайт расщепления – 10‒11 нуклеоти-
дов, 3'-дополнительный (“supplementary”) сайт –
12‒16 нуклеотидов и 3'-концевой участок, по-
следний нуклеотид которого обычно связывается
в кармане PAZ-домена [151, 160–164]. Большин-
ство активных Аргонавтов расщепляет мишень
между позициями, комплементарными 10 и 11
нуклеотидам гидовой цепи [100, 101, 132, 133, 148].
Некоторые прокариотические Аргонавты, в нор-
ме связывающие 5'-фосфорилированные гиды,
также могут использовать и 5'-OH гиды, напри-
мер CbAgo, LrAgo, KmAgo, SeAgo, однако в этом
случае сайт расщепления сдвигается на один нук-
леотид [122, 123, 126, 142].

Связывание комплементарной мишени Арго-
навтом, загруженным гидом, сопровождается
структурными перестройками, которые включа-
ют вращение домена PAZ и изменение взаимо-
расположения нескольких петель в домене PIWI
[100, 129, 144, 148]. 3'-Конец гидовой цепи высво-
бождается из PAZ и образуется каталитически ак-
тивный тройной комплекс Аргонавта с гидом и
мишенью [165, 166].

Для эукариотических Аргонавтов показана
важность комплементарности гида и мишени в
позициях 2‒8 дуплекса, считая от 5′-конца гида в
районе первичного связывания (“seed”). Неком-
плементарные нуклеотиды и инсерции в гиде на-
против места разрезания мишени также значи-
тельно уменьшают эффективность расщепления
мишеней, а мисматчи в 3'-концевом участке не
оказывают значительного влияния [151, 163, 167].
Такую общую закономерность нельзя выявить
для Аргонавтов прокариот, вероятно, в связи с их

большим разнообразием. Взаимодействия гидов
с не полностью комплементарными мишенями
могут по-разному влиять на активность прокари-
отических Аргонавтов. Показано, что TtAgo и
RsAgo могут связывать дуплекс гида с мишенью с
инсерциями в seed-районе без существенных из-
менений структуры [158, 168, 169]. У LrAgo и SeA-
go некомплементарные взаимодействия в районе
первичного связывания даже стимулируют рас-
щепление ДНК [122, 142]. Интересно отметить,
что наличие дополнительных или некомплемен-
тарных нуклеотидов в seed-районе стимулирует
высвобождение гибрида “гид‒мишень” из hAgo2
и прокариотического RsAgo, что может быть ме-
ханизмом замены молекул гида, связанных с Ар-
гонавтом [150, 158]. В отличие от Аргонавтов эу-
кариот, CbAgo, LrAgo, SeAgo и TtAgo чувстви-
тельны к наличию неспаренного участка в
3'-дополнительной области ДНК-гида [122, 142,
143]. В целом, подобные эксперименты необхо-
димы для понимания специфичности выбора и
разрезания мишени при изучении новых прока-
риотических Аргонавтов разных групп.

Остается открытым вопрос о том, какие именно
особенности строения прокариотических Аргонав-
тов отвечают за дискриминацию РНК/ДНК-гидов
и мишеней, а также за чувствительность к нару-
шениям комплементарности в дуплексе гид‒ми-
шень. Вероятно, эти особенности, в первую оче-
редь, определяются различиями в строении доме-
нов MID и PIWI. Для ответа на поставленный
вопрос необходимы дальнейшие исследования
активности и структур прокариотических белков-
Аргонавтов.

Белки-Аргонавты защищают клетки прокариот 
от чужеродных нуклеиновых кислот

Еще в 2009 году было высказано предположе-
ние о возможной роли прокариотических Арго-
навтов в защите клеток от вирусов [59]. В то же
время экспериментальные данные, подтвержда-
ющие эту гипотезу, появились совсем недавно.

Во-первых, показано, что гены Аргонавтов ча-
сто находятся в так называемых “защитных ост-
ровках” (defence islands) ‒ участках генома с по-
вышенной мобильностью, в которых кодируются
различные системы, защищающие бактерии и археи
от чужеродных нуклеиновых кислот. Наиболее из-
вестные защитные механизмы прокариот – это си-
стемы рестрикции-модификации и CRISPR-Cas.
На сегодняшний день известно более сотни таких
систем, и это число продолжает расти [170–173].
Гены с неизвестной функцией, часто закодиро-
ванные в защитных островках, с высокой вероят-
ностью также вовлечены в работу защитных си-
стем [59, 174–176]. Интересно, что некоторые
группы прокариотических Аргонавтов ассоции-
рованы с определенными защитными системами.
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Так, использующий РНК-гиды MpAgo и его бли-
жайшие гомологи кодируются вблизи систем
CRISPR-Cas [130]. Более обширный анализ пока-
зал, что активные Аргонавты бактерий и архей в
большинстве случаев кодируются в геномах, со-
держащих также CRISPR-Cas-системы, в то вре-
мя как геномы без Аргонавтов или с неактивны-
ми Аргонавтами содержат CRISPR-Cas-системы
намного реже [116]. Более подробный анализ ас-
социации различных групп Аргонавтов с другими
защитными системами прокариот ‒ предмет
дальнейших исследований.

Во-вторых, некоторые прокариотические Ар-
гонавты ассоциированы с дополнительными до-
менами, выполняющими защитные функции.
Так, многие короткие Аргонавты имеют в своем
составе домены SIR2 (silent information regulator 2)
или TIR (Toll/interleukin-1 receptor) или кодирую-
щие их последовательности находятся в соседнем
гене [59, 60]. Эти домены также входят в защит-
ную систему Thoeris, найденную у бактерий: в от-
вет на заражение клетки вирусом они расщепля-
ют NAD+, что приводит к смерти клетки и оста-
новке распространения вируса в популяции [175,
177, 178]. Недавно показано, что системы
SIR2/Ago и TIR/Ago защищают клетки бактерий
от фагов и плазмид: MID-PIWI домены Аргонав-
тов узнают чужеродную ДНК, а SIR2 или TIR рас-
щепляет NAD+ [178, 179]. Система TIR/Ago также
участвует в защите от плазмид. Некоторые Арго-
навты ассоциированы в оперонах с нуклеазами из
разных семейств, которые, предположительно,
участвуют в продукции гидов или выполняют роль
белков-эффекторов защитных систем [59, 60].

Наконец, в последние годы получены прямые
экспериментальные подтверждения защитной
роли длинных Аргонавтов в бактериях. Так, белок
CbAgo защищает клетки от фагов [116], белки
CbAgo [116], PfAgo (из археи Pyrococcus furiosus)
[141] и RsAgo [159] снижают эффективность
трансформации и способствуют деградации плаз-
мид в бактериальных клетках.

Помимо защиты клеток от чужеродной ДНК
Аргонавты могут выполнять и другие функции. К
настоящему моменту известен один такой при-
мер: показано, что в отсутствие гиразы TtAgo
участвует в клеточном делении, разрешая катена-
ны хромосом после репликации в клетках Ther-
mus thermophilus [149]. Разнообразие строения и
особенностей активности прокариотических Ар-
гонавтов может свидетельствовать о том, что их
функциональная роль в клетках бактерий и архей
не ограничивается известными на сегодняшний
день примерами.

ПЕРСПЕКТИВЫ ПРАКТИЧЕСКОГО 
ПРИМЕНЕНИЯ ПРОКАРИОТИЧЕСКИХ 

БЕЛКОВ-АРГОНАВТОВ

Белки-Аргонавты считаются перспективными
кандидатами для направленных манипуляций с
нуклеиновыми кислотами и редактирования ге-
номов. Способность белков-Аргонавтов работать
в качестве сайт-специфических программируе-
мых нуклеаз открывает широкие возможности
для их применения in vitro. Известные к настоя-
щему моменту области применения белков-Арго-
навтов бактерий суммированы на рис. 4.

В отличие от часто используемых в лаборатор-
ной практике эндонуклеаз рестрикции, с помо-
щью белка-Аргонавта можно внести разрез по-
тенциально в любую последовательность ДНК и
получать фрагменты с “липкими” концами необ-
ходимой длины и нуклеотидного состава. В связи
с тем, что Аргонавты имеют единственный актив-
ный центр и могут расщепить только одну цепь
ДНК, для расщепления двунитевой ДНК необхо-
димо загружать Аргонавты гидами, комплемен-
тарными противоположным цепям в районе сай-
та разрезания. Так, Аргонавт PfAgo термофиль-
ной бактерии успешно использован для сборки
генетических конструкций, а также для их анали-
за [185]. В масштабном исследовании с использо-
ванием панели гидов для Аргонавта TtAgo опре-
делены закономерности предпочтения к последо-
вательностям гидов. На основании результатов,
полученных в ходе этой работы, можно суще-
ственно оптимизировать “работу” TtAgo в каче-
стве программируемой эндонуклеазы [143, 186].

Важное направление применения белков-Ар-
гонавтов – детекция целевых последовательно-
стей и модификаций нуклеотидов в биологиче-
ских образцах. Система обнаружения искомой
последовательности в образце, разработанная на
основе PfAgo, получила название PAND (PfAgo-
mediated Nucleic acid Detection). В методике ис-
пользуют репортерную ДНК, при расщеплении
которой Аргонавтом происходит разобщение
флуоресцентной метки и гасителя и появляется
флуоресцентный сигнал (рис. 4). Гидом для раз-
резания репортера служит фрагмент искомой по-
следовательности ДНК, который вырезается из
ДНК образца с помощью PfAgo и комбинации
трех синтетических гидов. При использовании
репортеров с различными флуоресцентными ма-
ячками возможна детекция нескольких последо-
вательностей в одной пробирке [180]. Этот метод
успешно адаптировали для идентификации РНК
SARS-CoV-2 и его мутантного варианта (D614G в
белке шипа) в образцах, полученных от пациен-
тов [187]. Объединение двух методов: PAND и
лигазной цепной реакции, позволило упро-
стить процедуру детекции нуклеиновых кислот.
Комбинированный протокол получил название
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PLCR (PfAgo coupled with modified Ligase Chain
Reaction for nucleic acid detection). Термостабиль-
ная лигаза соединяет две половины гида, исполь-
зуя целевую ДНК как матрицу. Далее в ходе не-
скольких циклов происходит амплификация ги-
дов. Гид загружается в Аргонавт, происходит
разрезание репортерной ДНК, в результате чего
появляется флуоресцентный сигнал [181].

Другие предложенные методы основаны на
принципе снижения активности Аргонавта при
наличии в мишени замены или модификации ‒
по сравнению с ситуацией, когда гид и мишень
полностью комплементарны (рис. 4). Быстрый
анализ наличия инсерций или делеций в одной

или двух аллелях целевого гена, возникающих
при редактировании генома, возможен, если по-
добрать гиды к месту расщепления ДНК редакти-
рующей нуклеазой. В случае аллеля дикого типа
произойдет разрезание ДНК Аргонавтом. Про-
дукты реакции можно детектировать в геле [182].
Для обнаружения редких однонуклеотидных за-
мен, возникающих, например, в раковых клетках,
разработан метод NAVIGATER (Nucleic Acids of
clinical interest Via DNA-Guided Argonaute from
Thermus thermophilus). Для обнаружения ДНК или
РНК с однонуклеотидной заменой нужно подо-
брать гид так, чтобы он был комплементарен пре-
обладающим в образце последовательностям ди-

Рис. 4. Детекция целевых последовательностей в биологических образцах с использованием белков-Аргонавтов. a –
Детекция нуклеиновых кислот с помощью Аргонавтов. Аргонавт программируют так, чтобы вырезать из ДНК целе-
вую последовательность; кроме того, в образец добавляют комплементарный этой последовательности олигонуклео-
тидный зонд, имеющий структуру шпильки, к концам которой присоединены флуоресцентная метка (F) и гаситель (Q).
При первом раунде катализа Аргонавт вырезает целевую последовательность в образце, после чего связывают ее в ка-
честве гида и осуществляет второй раунд катализа, в результате чего происходит расщепление флуоресцентного зонда.
По увеличению интенсивности свечения судят о наличии целевой последовательности [180, 181]. б – Анализ мутант-
ных аллелей в биологических образцах. Для обнаружения мутантного аллеля ДНК сначала амплифицируют, а затем
ПЦР-продукты инкубируют при 98°С с Аргонавтом с парными ДНК-гидами, соответствующими одному из вариантов
целевой последовательности; продукты разделяют в агарозном геле [182]. в – Детекция редких вариантов ДНК. Обра-
зец с мутантной ДНК инкубируют с Аргонавтом, загруженным гидами к последовательности дикого типа; после ка-
тализа целыми остаются только мутантные ДНК; их количество можно оценить с помощью ПЦР в реальном времени
или другими методами [183]. НК – нуклеиновая кислота. г – Для детекции микроРНК каталитически неактивный Ар-
гонавт загружают гидом, соответствующим целевой последовательности и содержащим флуоресцентную метку; после
инкубации с иммобилизованными на чипе miРНК детектируют сигнал флуоресценции гидов, иммобилизованных в
комплексе с Аргонавтами и miРНК-мишенью [184]. д – Выявление модификаций в РНК (например, присутствие ино-
зина в интересующей последовательности предотвращает разрезание мишени) [131]. е – Анализ вторичной структуры
РНК. Структурированные РНК инкубируют с Аргонавтами, загруженными гидами к различным участкам последова-
тельности; сайты разрезания можно детектировать напрямую или с помощью обратной транскрипции [126, 127, 153].
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кого типа, а редкий вариант имел замену в 10 или
11 положении мишени, считая от 5'-конца гида.
Наличие замены резко снижает нуклеазную ак-
тивность TtAgo. В этом случае ДНК дикого типа
будет расщеплена Аргонавтом и относительное
содержание редкого варианта повысится. Такое
обогащение дает возможность детектировать ред-
кий вариант стандартными методами: различны-
ми вариантами ПЦР или секвенированием [183].

Для обнаружения замен и модификаций в
РНК необходимо использовать Аргонавт с соот-
ветствующей специфичностью. MpAgo использу-
ет в качестве гидов РНК и может связывать ком-
плементарную РНК-мишень. Для распознавания
мишени наиболее важны 6 и 7 нуклеотид. С по-
мощью определения прочности ассоциации ги-
довой РНК с мишенью возможно идентифициро-
вать мисматчи, а также модифицированные нук-
леотиды, такие как инозин (рис. 4) [131]. Разность
в эффективности расщепления одно- и двуните-
вой РНК может быть использована для изучения
строения высокоструктурированных РНК. Воз-
можность направлять Аргонавт к определенным
последовательностям РНК позволяет изучать
структуру конкретных участков РНК в различных
условиях [126, 127, 153].

Аргонавты также нашли применение в микро-
скопии супер разрешения для визуализации
структур, находящихся за дифракционным пре-
делом микроскопии. Метод DNA-PAINT (DNA
Point Accumulation In Nanoscale Topology) основан
на детекции ассоциации и диссоциации флуорес-
центного ДНК-зонда с закрепленной ДНК-мише-
нью. В случае, если меченый ДНК-гид загружен в
Аргонавт CbAgo, скорость процесса повышается за
счет того, что Аргонавт организует гидовую ДНК
для оптимального связывания мишени [188].
Способность Аргонавта ускорять связывание
флуоресцентно меченного ДНК-гида с РНК-ми-
шенью также была использована для специфиче-
ской визуализации miРНК. Авторы, S. Shin и др.
[184], назвали эту технологию Ago-FISH (Argo-
naute-based Fluorescence In Situ Hybridization)
(рис. 4).

Способность Аргонавтов вносить сайт-специ-
фические разрезы в нуклеиновые кислоты позво-
ляет рассматривать их как потенциальные ин-
струменты для редактирования генома и тран-
скриптома. В этом качестве Аргонавты могут
иметь некоторые преимущества перед наиболее
широко используемыми сейчас Cas-нуклеазами.
Во-первых, Аргонавты не требуют наличия PAM-
последовательности в целевой ДНК. Во-вторых,
гиды для большинства Аргонавтов прокариот
представляют собой короткие ДНК, в то время
как для Cas необходимы длинные РНК-гиды.
Синтез ДНК гораздо дешевле, это открывает воз-
можности для широкого применения системы

редактирования генома, основанного на исполь-
зовании Аргонавтов. В-третьих, размер молекулы
Аргонавта меньше, чем Cas9, поэтому их легче
доставлять внутрь клеток [189, 190].

В 2016 году опубликована работа по редакти-
рованию генома клеток человека с помощью Ар-
гонавта из галофильной археи Natronobacterium
gregoryi (NgAgo) [189]. Однако вскоре авторы ото-
звали статью, так как другие группы исследовате-
лей не подтвердили достоверность изложенных в
ней результатов при попытках внести с помощью
NgAgo изменения в геном клеток человека, эм-
брионов мыши и эмбрионов Danio rerio, а также
вируса гепатита В [135, 137, 138, 191–194]. Также
не удалась попытка редактирования генома кле-
ток человека с использованием Аргонавта TtAgo
[135]. Таким образом, вопрос о возможности при-
менения Аргонавтов в качестве инструмента ре-
дактирования генома остается открытым. Следу-
ет сказать, что выбор белка-Аргонавта может зна-
чительно повлиять на результаты таких
экспериментов. В опубликованных работах ис-
пользовали Аргонавты из термофильных микро-
организмов ‒ с оптимумом работы при высоких
температурах. Кроме того, NgAgo – белок из га-
лофильной археи, а известно, что экспрессия и
сворачивание таких белков происходит неэффек-
тивно в нормальных солевых условиях [195]. В не-
которых исследованиях, не давших положитель-
ного результата, на C-конец Аргонавта был до-
бавлен сигнал ядерной локализации (nuclear
localization signal, NLS) [135, 137, 193]. Это могло
повлиять на активность белка, так как C-конец
Аргонавта важен для катализа [144]. Также ис-
пользовали гиды к последовательностям, находя-
щимся на противоположных цепях ДНК на боль-
шом расстоянии друг от друга [194]. В нескольких
исследованиях с использованием NgAgo замети-
ли снижение уровня мРНК целевого гена без вне-
сения изменений в соответствующий участок ге-
нома, возможно, из-за взаимодействий Аргонав-
та с РНК-мишенями [137, 138]. Таким образом,
для проведения дальнейших экспериментов по
редактированию генома стоит выбирать высоко-
специфичные к ДНК-мишеням Аргонавты, ак-
тивность которых оптимальна при физиологиче-
ских условиях.

Аргонавты с нефункциональным каталитиче-
ским центром ‒ неактивные Аргонавты или му-
тантные формы активных Аргонавтов – также
имеют большой потенциал практического при-
менения. Такие Аргонавты распознают целевые
последовательности ДНК или РНК с помощью
гидов и потенциально могут быть использованы в
качестве ДНК-распознающего домена при кон-
струировании химерных белков с различными
функциями. Ранее подобные подходы с успехом
использовали в случае Cas-нуклеаз. Возможные
области применения каталитически неактивных
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белков-Аргонавтов бактерий суммированы на
рис. 5. Например, соединение Аргонавтов с фер-
ментами, модифицирующими азотистые основа-
ния, может быть использовано для внесения из-
менений в последовательность ДНК или РНК без
образования двухцепочечного разрыва. Цитидин-
дезаминаза конвертирует цитидин в уридин, что
приводит к замене пары C:G на T:A при реплика-
ции ДНК [196]. Провести обратную замену ‒ пары
Т:A на С:G ‒ может химерный белок, содержа-
щий в качестве функционального домена адено-
зиндезаминазу, которая превращает аденин в
инозин, распознаваемый полимеразами как гуа-
нин [197].

Аргонавты могут использоваться как ДНК-
распознающий домен для привлечения к нужным
местам ДНК факторов, изменяющих эпигенети-
ческие метки и тем самым активирующих или
инактивирующих экспрессию генов (рис. 5). Для
этого могут быть использованы подходы, ранее
предложенные для каталитически неактивных
вариантов Cas-нуклеаз. Активации или подавления
экспрессии генов можно добиться, соединив Арго-
навт соответственно с транскрипционными акти-

ваторами или репрессорами. Например, направле-
ние цитозин-ДНК-метилтрансферазы DNMT3A к
промотору целевого гена позволяет снизить его
экспрессию. Использование домена KRAB
(Krüppel-associated box), образующего комплекс с
двумя ДНК-метилтрансферазами гистонов, при-
водит к репрессии целевых генов. Соединение с
ацетилтрансферазой р300 приводит к ацетилиро-
ванию лизина в позиции 27 гистона Н3 и, как
следствие, к транскрипционной активации целе-
вых генов [40, 198]. Изменение взаиморасполо-
жения участков ДНК в ядре может приводит к из-
менению экспрессии генов, например при сбли-
жении промоторов и энхансеров [199]. Для этого
могут быть использованы неактивные Аргонав-
ты, соединенные с гетеродимеризующимися бел-
ковыми доменами. Также Аргонавты могут быть
использованы в качестве ДНК-распознающего
домена для визуализации различных структур и
процессов, происходящих в ядре в случае сшивок
с флуоресцентными белками, как это было пока-
зано для нуклеаз TALEN [200], или в качестве
РНК-распознающего домена для визуализации
местонахождения целевых РНК в клетке (рис. 5).

Рис. 5. Перспективные направления применения каталитически неактивных Аргонавтов в биотехнологии. a – Арго-
навт (Ago) может быть сшит с флуоресцентной меткой (F) и загружен гидом, комплементарным интересующей после-
довательности. б – Аргонавт может быть объединен с ферментами, заменяющими или модифицирующими нуклеоти-
ды в составе РНК. в – Объединение Аргонавта с транскрипционным фактором (ТФ) может усиливать транскрипцию
конкретного гена; сходный эффект достигается при конкуренции Аргонавта с белком-репрессором транскрипции;
Аргонавт с дополнительными доменами может усилить связь энхансера с промотором интересующего гена и тем са-
мым активировать транскрипцию. г – При нацеливании Аргонавта на конкретный участок пре-мРНК можно регули-
ровать ее сплайсинг. д – Для программируемого изменения конкретных участков генома Аргонавт может быть сшит
с различными ферментами системы редактирования ДНК. е – Для редактирования эпигенома Аргонавт может быть
соединен с ферментами, модифицирующими гистоны и ДНК (маленьким красным кругом обозначена модификация
гистона, сиреневым – метилирование цитозина в ДНК).
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Неактивные Аргонавты, взаимодействующие с
РНК-мишенями, могут быть использованы для
привлечения к РНК дополнительных функцио-
нальных доменов для регуляции экспрессии генов
на посттранскрипционном уровне. Например, эф-
фекторные домены белков YTHDF1 и YTHDF2
(YT521-B Homology Domain Family) в эукариоти-
ческих клетках распознают N6-метиладенозин в
РНК. YTHDF1 активирует трансляцию целевой
РНК, а YTHDF2, наоборот, приводит к ее дегра-
дации. Замена домена, распознающего N6-мети-
ладенозин, на РНК-распознающий домен позво-
ляет направить эти функции к произвольно вы-
бранной РНК [201]. Также возможно точечное
редактирование РНК с помощью дезаминазного
домена белка ADAR1 (Adenosine Deaminase Acting
on RNA) или ADAR2 человека. Этот белок пре-
вращает аденозин в инозин, преимущественно в тех
случаях, когда аденозин стоит напротив цитидина в
РНК-дуплексе [202]. Аналогично опубликованным
экспериментам с использованием dCas9 (каталити-
чески неактивным вариантом Cas-9), РНК-узнаю-
щие Аргонавты можно использовать и для регуля-
ции альтернативного сплайсинга, изменяя эффек-
тивность включение в зрелую мРНК определенных
экзонов (рис. 5) [203].

Эволюция инструментов для редактирования
генома шла от поиска и создания белков, способ-
ных узнавать конкретные последовательности
ДНК (мегануклеазы, TALEN, нуклеазы на основе
цинковых пальцев) к открытию универсальных
программируемых нуклеаз, специфичность кото-
рых определяется гидовыми нуклеиновыми кис-
лотами. К таким направляемым нуклеазам отно-
сятся ферменты на основе Cas-белков, которые
активно используют в настоящее время для ре-
дактирования генов, а также белки-Аргонавты.
Хотя пока не удалось достичь успехов в использо-
вании Аргонавтов для редактирования геномов,
их разнообразие, как структурное, так и функци-
ональное, позволяет надеяться, что в скором вре-
мени они составят конкуренцию нуклеазам Cas.

В настоящее время исследования белков се-
мейства Аргонавтов прокариот уже привели к
практическому применению результатов данных
работ ‒ в формате новых высокочувствительных
методов детекции нуклеиновых кислот, в том
числе РНК SARS-CoV-2. В ближайшее время сто-
ит ожидать появления работ с использованием
Аргонавтов как эффективных инструментов для
манипуляций с нуклеиновыми кислотами in vitro,
а затем и in vivo, в том числе для редактирования
геномных последовательностей.

Работа выполнена при поддержке гранта Рос-
сийского научного фонда 19-14-00359.

В работе не проводились эксперименты с ис-
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Procaryotic Argonaute Proteins as a Tool for Biotechnology

E. V. Kropocheva1, L. A. Lisitskaya1, A. A. Agapov1, A. A. Musabirov1,
A. V. Kulbachinskiy1, and D. M. Esyunina1, *

1Institute of Molecular Genetics of National Research Centre “Kurchatov Institute”, Moscow, 123182 Russia
*e-mail: es_dar@inbox.ru

Programmable nucleases are the most important tool for targeted manipulations with the genes and genomes
of both prokaryotes and eukaryotes. Since the end of the 20th century, many approaches have been developed
for specific modification of the genome. The review briefly considers the advantages and disadvantages of the
main genetic editors known to date. The main attention is paid to programmable nucleases from the family
of prokaryotic Argonaute proteins. Argonaute proteins can recognize and cleave DNA sequences using small
complementary guide molecules and play an important role in protecting prokaryotic cells from invading
DNA. Argonaute proteins have already found applications in biotechnology for targeted cleavage and detec-
tion of nucleic acids and can potentially be used for genome editing.

Keywords: programmable nucleases, Argonaute proteins, guide DNA, biosensors, genome editing
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