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Возникновение паразитических генетических элементов свойственно всем живым системам. В ходе эволю�
ции у клеточных организмов появилось множество систем защиты, которые препятствуют распростране�
нию паразитических элементов. Широко распространённые у прокариот системы CRISPR�Cas позволяют
специфически распознавать и уничтожать чужеродные нуклеиновые кислоты. Механизм работы систем
CRISPR�Cas основывается на приобретении и хранении фрагментов чужеродных нуклеиновых кислот и их
использовании для разрушения чужеродного комплементарного генетического материала эффекторными
рибопротеиновыми комплексами. Системы CRISPR�Cas активно изучаются, поскольку некоторые из них
используются для геномного редактирования. Системы CRISPR�Cas типа III широко распространены, но
мало изучены из�за повышенной в сравнении с системами других типов сложности механизма их работы.
Эффекторные комплексы систем типа III специфически распознают и расщепляют молекулы РНК. Распо�
знавание РНК�мишени активирует субъединицу эффектора – так называемую «CRISPR�полимеразу», ко�
торая расщепляет ДНК и производит небольшие циклические олигонуклеотиды. Последние активируют
ряд вспомогательных эффекторов, в частности, неспецифические рибонуклеазы. В этом обзоре рассмотре�
на история исследований систем CRISPR�Cas типа III, а также суммированы текущие данные о структуре и
активности компонентов этих систем, их биологической роли и эволюционной истории. С помощью струк�
турного моделирования с использованием программы AlphaFold2 показано, что консервативный ранее не
охарактеризованный белок HRAMP систем архей является вырожденным гомологом белка Cas10 CRISPR�
Cas типа III, что позволяет предположить, что системы HRAMP и системы CRISPR�Cas типа III имеют об�
щую эволюционную историю.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: системы CRISPR�Cas типа III, защитные системы прокариот, сигнальные олигонук�
леотиды, эволюция систем CRISPR�Cas, системы HRAMP.
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ВВЕДЕНИЕ

Все известные формы жизни на Земле обла�
дают универсальным свойством: практически
все их биологические признаки определены

последовательностями нуклеиновых кислот,
воспроизводящимися по матричному принципу.
Хотя изменения в последовательностях нуклеи�
новых кислот могут оказывать очень сильное
влияние на биологические признаки (напри�
мер, на структуры белков, которые они кодиру�
ют), сами эти изменения, как правило, не ока�
зывают влияния на химические и физические
свойства нуклеиновых кислот, что делает воз�
можным существование молекул нуклеиновых
кислот с практически любыми возможными
последовательностями. Поскольку повышение
точности репликации может быть достигнуто

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : ОАС – олигоаденилатсин�
тетаза; цГАС – синтаза циклического ГМФ�АМФ; цОА –
циклические олигоаденилаты; CARF – CRISPR�Cas
Associated Rossmann Fold; crРНК – CRISPR�РНК;
HEPN – Higher Eukaryotes and Prokaryotes Nucleotide�bind�
ing; PAM – Protospacer Adjacent Motifs; RAMP – Repair�
Associated Mysterious Proteins; RT – обратная транскриптаза.
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только за счёт повышения затрат энергии [1],
процесс репликации всегда подвержен ошиб�
кам, из�за которых возникает изменчивость био�
логических признаков, кодируемых нуклеино�
выми кислотами. Эта изменчивость является
объектом действия естественного отбора и/или
генетического дрейфа и, таким образом, обеспе�
чивает эволюционный процесс.

В любом сообществе эволюционирующих
самовоспроизводящихся систем неизбежно по�
являются, с одной стороны, генетические пара�
зиты, а с другой – защитные системы для борь�
бы с ними [2]. Поэтому «гонка вооружений»
между эгоистичными генетическими элемента�
ми и их хозяевами, по�видимому, началась с мо�
мента возникновения жизни. В ходе этой гонки
у хозяев развиваются системы защиты, которые
нацелены на различные механизмы, существен�
ные для жизненного цикла паразита. В свою
очередь, паразиты вырабатывают механизмы,
позволяющие им избежать действия защитных
систем хозяина. Полностью избавиться от гене�
тических паразитов, по всей видимости, невоз�
можно, поскольку это снижает интенсивность
горизонтального переноса генов, необходимого
для поддержания стабильности генома и эволю�
ционного процесса [2]. Эволюция защитных
систем подчас идёт очень причудливыми путя�
ми и включает «перетасовку» компонентов раз�
ных защитных систем, а также захват генов са�
мих генетических паразитов. С этой точки зре�
ния системы CRISPR�Cas особенно интересны,
поскольку они представляют собой сложную
химеру, состоящую из «приручённых» транспо�
зонов, токсин�антитоксиновых систем и других
компонентов неясного происхождения. В этом
обзоре мы рассмотрим структурные и механис�
тические особенности систем CRISPR�Cas ти�
па III, которые являются самыми сложными из
известных на текущий момент защитных систем
прокариот.

Разнообразие систем CRISPR�Cas и меха�
низмов опосредованного ими иммунитета были
подробно описаны во множестве обзоров
(см., например, [3, 4]). Большинство локусов
CRISPR�Cas содержат кассеты CRISPR, кото�
рые состоят из идентичных повторов, разделён�
ных уникальными спейсерами, а также ассоци�
ированные с кассетами CRISPR кластеры бе�
лок�кодирующих генов cas. Механизм CRISPR�
Cas�опосредованного иммунитета можно разде�
лить на три стадии: а) адаптация, б) экспрессия
и в) интерференция (на рис. 1 приведена схема
этих стадий для систем CRISPR�Cas типа III).
На стадии адаптации короткие фрагменты ДНК
встраиваются в CRISPR�кассету с формирова�
нием нового спейсера. Встраивание новых

спейсеров производится комплексом белков
Cas1–Cas2. Этот комплекс наиболее консерва�
тивен и присутствует во всех полных системах
CRISPR�Cas, однако детали механизма адапта�
ции зависят от типа системы. На стадии
экспрессии CRISPR�кассеты транскрибируют�
ся с образованием молекул пре�CRISPR�РНК,
которые процессируются с образованием зре�
лых CRISPR�РНК (crРНК). Этап созревания
crРНК опосредуется различными механизмами,
которые зависят от типа системы CRISPR�Cas.
На стадии интерференции crРНК взаимодей�
ствуют с Сas�белками, формируя эффекторные
комплексы, которые распознают и расщепляют
нуклеиновые кислоты, комплементарные
crРНК. Системы CRISPR�Cas закодированы в
~90% последовательностей геномов архей и
~40% геномов эубактерий [5]. По составу эф�
фекторных комплексов системы CRISPR�Cas
можно разделить на два класса. Эффекторы сис�
тем класса 1 представляют собой комплексы,
состоящие из многих белков; эффекторы клас�
са 2 состоят из одного большого многодоменно�
го белка в комплексе с crРНК. На основе анали�
за состава и организации cas�локусов системы
CRISPR�Cas были подразделены на 6 типов и
несколько подтипов; типы I, III и IV относятся к
классу 1, а типы II, V и VI относятся к клас�
су 2 [4]. В этом обзоре будут подробно рассмот�
рены только системы типа III.

ОБЗОР ИСТОРИИ ИССЛЕДОВАНИЙ
СИСТЕМ CRISPR�CAS ТИПА III

Системы CRISPR�Cas типа III широко рас�
пространены в геномах бактерий и архей, состав�
ляя 34% и 25% полных локусов CRISPR�cas, об�
наруженных в геномах [5]. Впервые последова�
тельности cas&генов, относящихся к системам
типа III, были обнаружены в процессе поиска
консервативных кластеров генов в отсеквениро�
ванных на тот момент геномах гипертермофиль�
ных архей. В то время было выдвинуто предпо�
ложение, что эти гены принадлежат к ранее не�
известной системе репарации ДНК [6]. Среди
генов, содержащихся в обнаруженных класте�
рах, Makarova et al. [6] обнаружили группу генов,
кодирующих большие консервативные белки,
содержащие Palm�домены. Домены Palm входят
в состав некоторых ферментов, осуществляю�
щих матричный синтез полинуклеотидов, а так�
же в состав различных циклаз и нуклеотидил�
трансфераз [7, 8]. Поэтому было сделано пред�
положение, что эти, содержащие Palm�домены,
белки также являются полимеразами или цик�
лазами. Также было обнаружено несколько се�
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мейств других белок�кодирующих генов, ассо�
циированных с генами предполагаемых поли�
мераз/циклаз, но роль этих белков оставалась
неясной. Предполагая, что обнаруженные локу�
сы относятся к новой системе репарации ДНК,
Makarova et al. [6] назвали эти белки Repair�
Associated Mysterious Proteins, или RAMP. Кроме
локусов, кодирующих полимеразу/циклазу и
RAMP, Makarova et al. [6] обнаружили ещё одну
группу консервативных кластеров генов, кото�
рые сейчас известны как системы CRISPR�Cas
типа I. Тем не менее ассоциация обнаруженных
кластеров с CRISPR�кассетами на тот момент
не была установлена. Несколько лет спустя
Haft et al. [9] провели масштабный анализ бе�
лок�кодирующих генов, ассоциированных с
CRISPR�кассетами, и попытались классифици�
ровать эти гены по организации в локусы. Сре�
ди обнаруженных локусов CRISPR�Cas
Haft et al. [9] описали локусы типа Csm
(CRISPR�Cas Subtype Mycobacterium tuberculosis)

и локусы типа Cmr (CRISPR�Cas Module
RAMP). Между некоторыми белками, закоди�
рованными в локусах csm и cmr, было обнаруже�
но сходство – оба локуса кодируют белки, со�
держащие Palm�домены (csm1 и cmr2), и как ми�
нимум два белка семейства RAMP (csm3 и cmr4).
Позже локусы csm и cmr стали известны как сис�
темы типа III�A и типа III�В соответствен�
но [10]. Haft et al. [9] также отметили, что ло�
кус cmr никогда не бывает единственной систе�
мой CRISPR�Cas в прокариотическом геноме.
Позже было показано, что в системах CRISPR�
Cas типа III�B, как правило, отсутствует модуль
адаптации, и поэтому они используют адапта�
ционные модули, закодированные другими сис�
темами CRISPR�Cas [5].

Системы CRISPR�Cas типа III независимо
изучались в нескольких научных группах, и по�
началу результаты этих исследований были про�
тиворечивыми. Marraffini et al. [11], исходя из
результатов экспериментов in vivo, охарактери�
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Рис. 1. Схема иммунного ответа в системах CRISPR�Cas типа III. а – Адаптация – встраивание небольших фрагментов
нуклеиновых кислот мобильного генетического элемента в CRISPR�кассету хозяина. В некоторых системах спейсеры мо�
гут приобретаться из РНК за счёт активности домена обратной транскриптазы (RT), слитого с белком Cas1. б – Экспрес�
сия; созревание малых crРНК и формирование эффекторных комплексов. в – Интерференция; специфическое распозна�
вание чужеродной РНК запускает иммунный ответ
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зовали систему CRISPR�Cas типа III�А из
Staphylococcus epidermidis как специфичную
к ДНК. С другой стороны, было показано, что
эффекторные комплексы типа III in vitro специ�
фически распознают и расщепляют РНК
[12, 13]. Хотя сейчас известно, что выводы, сде�
ланные на основе результатов in vivo, были не�
верными, подробный разбор этих исследований
важен не только в рамках изучения систем
CRISPR�Cas, но и с точки зрения научной мето�
дологии. Marraffini et al. [11] для своего экспери�
мента использовали два штамма S. epidermidis и
конъюгативную плазмиду, способную реплици�
роваться в клетках этих бактерий. Один из
штаммов содержал систему CRISPR�Cas ти�
па III�A со спейсером, совпадающим по после�
довательности с участком плазмидного гена nes,
кодирующего никазу, которая является частью
механизма конъюгации. Было показано, что
система типа III�A подавляет конъюгативный
перенос плазмиды, несущей ген nes. Так как
последовательность спейсера совпадала с после�
довательностью кодирующей цепи гена nes
(т.е. crРНК не могла распознать смысловой
транскрипт за счёт комплементарных взаимо�
действий), был сделан вывод, что мишенью для
системы типа III�A является ДНК, а не РНК.
Тем не менее транскрипт nes может распозна�
ваться crРНК, транскрибированными с проти�
воположной цепи CRISPR�кассеты, однако та�
ких crРНК не обнаружили. Также известно, что
для конъюгативного переноса плазмиды
экспрессия никазы необходима лишь в клетках
донора, и расщепление транскрипта nes в клет�
ках реципиента не должно снижать эффектив�
ность конъюгации, что дополнительно подтверж�
дает предположение о специфичности систем
типа III�A к ДНК. Чтобы окончательно подтвер�
дить ДНК�специфичность системы типа III�A,
авторы провели изящный эксперимент, внедрив
в последовательность протоспейсера само�
сплайсирующийся интрон и показав, что такая
плазмида избегает иммунного ответа, опосредо�
ванного системой типа III�A. Однако они не
рассмотрели возможность того, что 1) ген nes в
клетке транскрибируется и с антисмысловой це�
пи, 2) иммунитет, опосредованный системами
CRISPR�Cas типа III, может запускаться, когда
эффектор узнает новосинтезирующиеся РНК.
Несколько лет спустя в той же лаборатории по�
казали, что протоспейсеры, закодированные в
исследуемых плазмидах, транскрибируются в
обоих направлениях, и специфичность систем
типа III�A к РНК in vivo была окончательно
подтверждена [14].

Несмотря на специфичность к молекулам
РНК, системы CRISPR�Cas типа III защищают

клетки от вирусов с ДНК�геномами и подавля�
ют трансформацию плазмидами, если ДНК ви�
руса или плазмиды транскрибируется с образо�
ванием РНК, комплементарной crРНК, даже
если эти транскрипты�мишени не важны в жиз�
ненном цикле вируса или плазмиды [14, 15].
Изучение активностей эффекторных комплек�
сов Csm и Cmr in vitro позволило отчасти объяс�
нить этот странный феномен. Большие субъеди�
ницы эффекторных комплексов типа III (белки
Csm1 и Cmr2, впоследствии названные Cas10),
кроме Palm�доменов, содержат HD�домены
(названные по присутствующим в них консер�
вативным остаткам гистидина и аспартата) [5].
Белки с HD�доменами присутствуют и в других
CRISPR�Cas�системах. Например, белок Cas3
систем типа I содержит HD�домен, обладающий
нуклеазной активностью в отношении к одно�
цепочечной ДНК (оцДНК); в ходе иммунного
ответа за счёт активности HD�домена бе�
лок Cas3 разрушает ДНК�мишени [16]. В эф�
фекторных комплексах типов III�A [17] и III�B
[18, 19] связывание РНК�мишени активирует
HD�домены субъединиц Cas10, и такие активи�
рованные комплексы способны расщеплять од�
ноцепочечную ДНК in vitro. С учётом этих на�
блюдений была предложена модель «котран�
скрипционного расщепления ДНК». Согласно
этой модели, эффекторы систем типа III распоз�
нают новосинтезированные транскрипты. При
этом происходит активация HD�доменов субъ�
единиц Cas10, за счёт которых происходит рас�
щепление однонитевой ДНК в области «тран�
скрипционного пузыря» (рис. 2, а) [17]. Ко�
транскрипционное расщепление ДНК было об�
наружено в экспериментах in vitro группой
Marraffini [20], однако, согласно более поздним
данным, наблюдаемое in vitro котранскрипци�
онное расщепление ДНК на деле может быть
следствием ошибочной интерпретации резуль�
татов эксперимента [21]. Вразрез с моделью ко�
транскрипционного расщепления ДНК было
показано, что мутации каталитических остатков
в HD�домене Cas10 не влияют на подавление
трансформации клеток плазмидами, в то время
как инактивация Palm белка Cas10 значительно
ослабляет антиплазмидный иммунный от�
вет [22]. Из этих результатов ясно, что, несмотря
на все изящество и правдоподобность модели
котранскрипционного расщепления ДНК, им�
мунный ответ систем типа III не может быть
сведён только лишь к ней.

Локусы CRISPR�Cas часто содержат гены
белков, напрямую не участвующих в процессах
приобретения новых спейсеров, созревания
crРНК или формирования эффекторных комп�
лексов. Роль большинства этих вспомогатель�
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ных генов до сих пор неясна. Некоторые из та�
ких генов кодируют белки, содержащие домен с
особым вариантом укладки Россмана, называе�
мым CARF (CRISPR�Cas Associated Rossmann
Fold). В этих белках CARF�домены часто слиты
с другими доменами с предсказанной РНКаз�
ной, ДНКазной или ДНК�связывающей актив�
ностями. Поскольку укладка Россмана часто
встречается в нуклеотид�связывающих белках,
было предположено, что белки с CARF�домена�
ми могут распознавать некие лиганды нуклео�
тидной природы, активирующие эффекторные
домены этих белков [23]. Вспомогательные бел�
ки важны для работы систем типа III: было по�
казано, что повреждение генов csx1 и csm6, кото�
рые кодируют CARF�домены и часто ассоци�
ированы с оперонами cas�систем типа III, зна�
чительно снижает способность этих систем по�
давлять трансформацию плазмидами [15, 22].

В белках Csx1 и Csm6 домены CARF слиты с
доменами HEPN (Higher Eukaryotes and
Prokaryotes Nucleotide�binding) [23]. Белки с
HEPN�доменами обычно обладают РНКазной
активностью и часто входят в состав различных
защитных систем [24]. Некоторые ортологи Csx1
и Csm6 способны расщеплять одноцепочечные
РНК in vitro за счёт активности HEPN�доменов.
Однако обнаруженная РНКазная активность
была довольно слабой, поэтому было предполо�
жено, что во время иммунного ответа in vivo мо�
жет быть задействована какая�то активация [25,
26]. Впоследствии это предположение пол�
ностью подтвердилось – было показано, что при
распознавании РНК�мишени эффекторные
комплексы типа III катализируют синтез цикли�
ческих олигоаденилатов (цОА) за счёт полиме�
разной активности Palm�доменов Cas10 [27, 28].
Эти олигоаденилаты играют роль вторичных
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Рис. 2. Модель котранскрипционного расщепления ДНК эффекторами типа III с активацией вспомогательных нуклеаз,
запускаемых при распознавании мишени. а – Распознавание транскрипта, комплементарного crРНК, активирует нукле�
азную активность домена HD и полимеразную активность домена Palm субъединицы Cas10. б – Циклические олигоаде�
нилаты (цОА), синтезированные за счёт активности Palm�домена, активируют вспомогательные эффекторы, неспецифи�
чески расщепляющие ДНК или РНК; активность вспомогательных эффекторов регулируется за счёт деградации цОА спе�
циализированными цОА�нуклеазами либо самими вспомогательными эффекторами. в – Предотвращение аутоиммунно�
го ответа в системах CRISPR�Cas типа III: при наличии комплементарных взаимодействий между РНК�мишенью и
«5′�тэгом» crРНК домены HD и Palm субъединицы Cas10 остаются неактивными

(чужеродный транскрипт)

Некомплементарный 3′′�антитэг

Комплементарный 3′′�антитэг

(«антисмысловой» транскрипт

CRISPR�кассеты)
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мессенджеров, активируя неспецифическую
РНКазную активность белков CARF–HEPN
(рис. 2, а, б) [27–29]. Роль неспецифической
РНКазной активности белков Csx1/Csm6 в им�
мунном ответе до сих пор не вполне ясна; пред�
полагается, что результатами такой неспецифи�
ческой деградации РНК может быть подавление
экспрессии вирусных транскриптов, прекраще�
ние роста/деления или даже гибель клетки [30,
31]. В последнем случае можно предположить,
что подавление инфекции ДНК�вирусами мо�
жет происходить по механизму абортивной ин�
фекции без привлечения ДНКазной активности
эффекторных комплексов систем типа III. Од�
нако, если бы системы типа III функционирова�
ли по принципу систем абортивной инфекции,
клетки, получившие спейсеры в процессе адап�
тации, не смогли бы дать потомства. Это сооб�
ражение подтверждается экспериментами – им�
мунный ответ, опосредованный системами ти�
па III, позволяет клеткам выжить после инфек�
ции литическими бактериофагами [32].

Поскольку иммунный ответ систем типа III
позволяет клеткам выжить после инфекции, ак�
тивация вспомогательных РНКаз, вызван�
ная цОА, должна быть временной. Существует
два наиболее очевидных способа контролиро�
вать активность вспомогательных эффекторов –
за счёт регуляции синтеза цОА и за счёт их рас�
щепления. Оба пути регуляции были экспери�
ментально подтверждены. Во�первых, синтез
цОА, осуществляемый Cas10, активируется при
связывании с РНК�мишенью и прекращается
при её расщеплении [33, 34]. Во�вторых, были
охарактеризованы несколько нуклеаз, способ�
ных расщеплять цОА. В некоторых организмах
деградация цОА осуществляется специализиро�
ванными цОА�нуклеазами [35]; в других – белки
с доменами CARF–HEPN способны сами де�
градировать цОА, которые являются их собствен�
ными лигандами (рис. 2, б) [36, 37]. Кроме цОА�
нуклеаз, задействованных в регуляции иммун�
ного ответа, известна высокоактивная цОА�
нуклеаза, кодируемая вирусом, заражающим
клетки археи Sulfolobus; эта нуклеаза позволяет
вирусу обойти иммунный ответ клетки�хозяина,
опосредованный системой типа III [38].

Интересно, что цОА�зависимый сигнальный
путь прокариотических иммунных систем схож
с одним из путей врождённого иммунитета мле�
копитающих. Присутствие молекул двухните�
вой РНК в цитоплазме клеток млекопитающих
активирует олигоаденилатсинтетазу (ОАС), ко�
торая превращает молекулы АТФ в 2′�5′�олиго�
аденилаты, активирующие РНКазу L, которая
неспецифически расщепляет РНК в цитоплаз�
ме [39]. Сходство этих механизмов оказывается

ещё более примечательным, если учесть, что ка�
талитический центр ОАС схож с Palm�доме�
ном [40], а РНКаза L содержит в своём составе
вариант HEPN�домена, который и обусловлива�
ет рибонуклеазную активность [24]. В последнее
время этот путь врождённого иммунитета при�
влёк к себе много внимания, так как было обна�
ружено, что некоторые полиморфизмы в локусе,
кодирующем ОАС, ассоциированы с дыхатель�
ной недостаточностью, вызванной COVID�19;
судя по этим данным, вероятно, этот сигналь�
ный путь играет важную роль в иммунном отве�
те против SARS�Cov�2 [41].

Если роль цОА�пути в иммунном ответе сис�
тем CRISPR�Cas типа III относительно понят�
на, функция HD�домена Cas10 остаётся неяс�
ной. В ранних исследованиях было показано,
что мутации в каталитических остатках HD�до�
мена белка Cas10 не влияют на опосредованное
системой III�A подавление конъюгативного пе�
реноса плазмид между клетками S. epider&
midis [22]. В этой работе эффективность конъю�
гации отслеживали по числу колоний транс�
конъюгантов, то есть колоний, образованных
клетками, получившими плазмиду в ходе конъ�
югативного переноса. Но позже было показано,
что система типа III�A с инактивированным
HD�доменом Cas10 не препятствовала форми�
рованию колоний трансконъюгантов, но сильно
замедляла их рост, так что такие колонии можно
было обнаружить только спустя длительное вре�
мя инкубации [31]. В случае, когда оба домена
(HD и Palm) были инактивированы, интерфе�
ренции не наблюдалось, и количество и внеш�
ний вид колоний трансконъюгантов, несущих
таргетируемую и нетаргетируемую плазмиды,
были одинаковыми [31]. Так, было установлено,
что для эффективного подавления конъюгации
требуется совместная активность обоих доменов
белка Cas10. На деле, необходимость в цОА�за�
висимом пути интерференции типа III�A может
зависеть от количества РНК�мишени: когда
транскрипта, распознаваемого эффектором ти�
па III�A, образуется много, активации HD�до�
мена оказывается достаточно для эффективной
интерференции; когда уровень транскрипции
протоспейсера низок, необходимы активности
обоих доменов белка Cas10. Вероятно, роль не�
специфических цОА�активируемых РНКаз в сис�
темах типа III состоит в подавлении репликации
мобильных генетических элементов, за счёт че�
го более медленная активность HD�домена
Cas10 успевает разрушить их ДНК [31]. Этот ме�
ханизм иммунного ответа предполагает ко�
транскрипционное расщепление ДНК, однако
чётких экспериментальных данных, подтверж�
дающих существование этого явления, на теку�
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щий момент нет. Котранскрипционное рас�
щепление ДНК было описано лишь в экспери�
ментах in vitro всего в одной статье [20]. В этих
экспериментах субстраты для in vitro транскрип�
ции были получены путём отжига двух компле�
ментарных дезоксиолигонуклеотидов – матрич�
ного и нематричного. Однако более поздние ис�
следования показали, что процесс, принятый за
котранскрипционное расщепление ДНК, может
происходить только в том случае, если олиго�
нуклеотид, соответствующий нематричной,
«таргетируемой» цепи ДНК, находится в избыт�
ке по отношению к олигонуклеотиду «не тарге�
тируемой» цепи ДНК, комплементарной РНК�
транскрипту [21]. Согласно этим исследовани�
ям, в экспериментах Samai et al. [20] эффекторы
типа III расщепляли не ДНК внутри «тран�
скрипционного пузыря», а свободную однони�
тевую ДНК, присутствующую в реакционной
смеси [21]. В качестве альтернативной гипотезы,
объясняющей способность систем типа III за�
щищать клетки от мобильных генетических эле�
ментов с ДНК�геномами так, чтобы клетки при
этом остались в живых, можно предположить,
что HD�домен Cas10 может расщеплять одноце�
почечную ДНК, которая формируется на про�
межуточных стадиях репликации некоторых ви�
русов и плазмид [21]. Таким образом, можно
заключить, что, хотя активность HD�домена
белка Cas10 необходима для интерференции в
системах типа III, роль этой активности остаёт�
ся неясной из�за отсутствия данных о мишенях
ДНКазного домена Cas10 in vivo. В недавнем ис�
следовании было показано, что активность HD�
домена Cas10 повышает частоту возникновения
мутаций в геноме бактерии, кодирующем систе�
му CRISPR�Cas типа III, что косвенно свиде�
тельствует о том, что HD�домен белка Cas10
способен неспецифически расщеплять клеточ�
ную ДНК [42].

Согласно представленным выше результа�
там, опосредованная системами типа III защита
против чужеродной ДНК подразумевает сла�
женную работу HD� и Palm�доменов белка
Cas10 вместе с цОА�активируемыми РНКазами.
Однако во многих системах III�типа нередко от�
сутствуют какие�либо из этих компонентов. Ве�
роятно, такие «неполные» системы либо задей�
ствуют какие�то механизмы, компенсирующие
отсутствующие компоненты, либо функциони�
руют иным путём.

Один из примеров такой неполной систе�
мы – система CRISPR�Cas типа III�B бактерии
Thermus thermophilus. В этой системе в бел�
ке Cas10 отсутствует HD�домен [43]. Однако,
поскольку в этом белке присутствует интактный
Palm�домен, он все ещё способен активировать

вспомогательные эффекторы за счёт цОА�пу�
ти [44]. В локусе типа III�B T. thermophilus, поми�
мо РНКазы Csm6, закодирована цОА�активиру�
емая ДНК�никаза Can1, которая, возможно,
осуществляет деградацию чужеродной ДНК,
компенсируя отсутствие HD�домена Cas10 [45].

В системах CRISPR�Cas типа III�F Palm�до�
мен Cas10 содержит мутации в каталитическом
центре и, вероятно, неактивен. В соответствии с
этим в локусах типа III�F отсутствуют гены, ко�
дирующие белки с CARF�доменами [4]. Можно
предположить, что за счёт активности HD�до�
мена Cas10 системы типа III�F могут обеспечи�
вать по крайней мере частичную защиту от мо�
бильных генетических элементов. Так, было по�
казано, что некоторые «полные» CRISPR�Cas�
системы типа III могут защищать клетки от ин�
фекции вирусами даже при удалении из генома
хозяина генов, кодирующих цОА�активируемые
РНКазы [30].

Системы типа III�E ещё более необычны,
поскольку в них полностью отсутствуют гены,
кодирующие субъединицы Cas10. Что ещё лю�
бопытнее, несколько субъединиц Cas7, которые
составляют многосубъединичный crРНК�свя�
зывающий филамент в других системах типа III,
в этих системах слиты и формируют один боль�
шой многодоменный белок. В локусах типа III�E
отсутствуют гены, кодирующие CARF�домен�
ные белки, но в некоторых локусах предсказаны
гены, кодирующие каспазоподобные эффекто�
ры [4]. Механизмы действия этих систем до сих
пор неясны.

Системы HRAMP (Halobacterial RAMP), био�
информатически предсказанные в геномах ар�
хей класса Halobacteria, представляют собой ещё
один пример «неполных» локусов, сходных с
системами типа III. В состав локусов HRAMP
входят так называемый «сигнатурный ген сис�
тем HRAMP», гены группы cas7 и cas5. Также
эти локусы часто кодируют нуклеазы, содержа�
щие домены DEDDy и HNH. CRISPR�кассеты в
этих системах отсутствуют. Функции систем
HRAMP на текущий момент неизвестны, одна�
ко, исходя из их состава, предполагается, что
они могут функционировать как иммунные сис�
темы, расщепляющие двухцепочечную ДНК. Ге�
ны «сигнатурных белков HRAMP» входят в сос�
тав всех известных локусов HRAMP, однако при
анализе аминокислотных последовательностей
не удавалось обнаружить какие�либо гомологи,
не входящие в локусы HRAMP, и функция этих
белков остаётся неизвестной [46].

Используя недавно разработанную систе�
му AlphaFold2, предсказывающую простран�
ственные структуры белков, мы обнаружили
структурное сходство между сигнатурными бел�
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ками HRAMP и белком Csm1 (белок Cas10 сис�
тем типа III�A) (моделирование было проведено
с помощью ColabFold AlphaFold2_mmseqs2 со
стандартными параметрами, поиск структурных
гомологов был осуществлён на сервере
Dali [47–49]; значения Z�коэффициента Dali
для предсказанной структуры HRAMP
WP_013440547.1 из Halogeometricum borinquense и
для структуры Csm1 из Streptococcus thermophilus
(PDB 6IFR�A) – 10.6). Согласно результатам
предсказания, в сигнатурном белке HRAMP
присутствует HD�домен, очень схожий с HD�
доменом в Csm1, содержащий характерный для
этого домена активный центр с остатками гис�
тидина и аспартата (рис. 3, а, б). Сигнатурный
белок HRAMP в два раза меньше белка Csm1, и
в нём нет доменов, необходимых для взаимо�
действия с белками Csm2 и Csm4, которые вхо�
дят в системы CRISPR�Cas типа III�A, но отсут�

ствуют в системах HRAMP (рис. 3, а–в). Сигна�
турный белок HRAMP также содержит домен,
схожий с Palm, но этот домен значительно мень�
ше Palm�домена Csm1 и, вероятно, неактивен.
В соответствии с этим предположением, в локу�
сах систем HRAMP отсутствуют гены белков с
CARF�доменами; тем не менее эта гипотеза все
же требует экспериментальной проверки.

Поскольку ближайшими гомологами белков
Cas7 систем HRAMP являются белки Cas7 из
систем CRISPR�Cas типа III, было сделано
предположение о родстве этих систем [46].
Структурная гомология между сигнатурными
белками HRAMP и белками Cas10 типа III так�
же подтверждает это родство. Возможно, систе�
мы HRAMP произошли от систем типа III, схо�
жих с современными, а CRISPR�кассеты и мо�
дули адаптации были утрачены в ходе эволю�
ции. В качестве альтернативной гипотезы мож�
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Рис. 3. Структурная гомология между сигнатурным белком HRAMP и белком Cas10. Структура Csm1 из Streptococcus ther&
mophilus (а) и модель сигнатурного белка HRAMP WP_013440547.1 из Halogeometricum borinquense, предсказанная
AlphaFold2 (б), показаны в виде ленточных диаграмм. Элементы со структурным сходством выделены соответствующими
цветами. Домены, сходство между которыми отсутствует, показаны светло�серым цветом. Активные центры His–Asp ука�
заны стрелками. в – Белок Csm1 из S. thermophilus в составе эффекторного комплекса типа III�A
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но предположить, что системы HRAMP про�
изошли от предковых систем типа III, которые
существовали ещё до появления CRISPR�кассет
и до приобретения адаптационных модулей.
В последнем случае системы HRAMP могут
быть молекулярными реликтами, а их изучение
может прояснить функции древних прототипи�
ческих систем типа III.

Хотя наиболее распространёнными вспомо�
гательными эффекторами в системах типа III
являются CARF�доменные РНКазы семей�
ства HEPN, активируемые циклическими оли�
гоаденилатами [4], в некоторых системах ти�
па III используются и другие цОА�активируе�
мые эффекторы.

Недавно был охарактеризован один из таких
необычных вспомогательных эффекторов, ассо�
циированных с системами типа III. Активируе�
мый циклическим тетрааденилатом белок
Card1, закодированный в локусе типа III�A бак�
терии Treponema succinifaciens, обладает нуклеаз�
ной активностью по отношению к одноцепо�
чечным ДНК и РНК in vitro. Однако, поскольку
активация Card1 в клетках Staphylococcus aureus
не приводит к заметным изменениям в тран�
скриптоме [50], РНКазная активность этого
белка либо подавлена in vivo, либо является вы�
сокоспецифичной и не вызывает массовой де�
градации транскриптов. Экспрессия Card1 ком�
пенсирует делецию гена csm6 в системе типа III�A
из S. epidermidis, восстанавливая способность
клеток противостоять фаговой инфекции. Од�
нако штаммы с каталитически неактивным HD�
доменом Cas10 не могли выжить после инфек�
ции даже при наличии Card1 [50], что говорит о
том, что ДНКазной активности Card1 недоста�
точно для эффективного иммунного ответа. Бы�
ло показано, что для того, чтобы клетки пол�
ностью избавились от плазмиды, содержащей
транскрибируемый протоспейсер, требуется ак�
тивность как HD�домена Cas10, так и Card1, что
косвенно подтверждает специфичность нукле�
азной активности HD�домена Cas10 к ДНК, не�
сущей протоспейсер [50].

ПРИОБРЕТЕНИЕ СПЕЙСЕРОВ
В СИСТЕМАХ CRISPR�Cas ТИПА III

Практически во всех системах CRISPR�Cas,
включая тип III, интеграция новых спейсеров в
CRISPR�кассету производится комплексом,
состоящим из консервативных белков Cas1 и
Cas2 (рис. 1, а) [4]. Интеграционные комплексы
Cas1–Cas2 способны захватывать короткие
фрагменты ДНК и встраивать их в CRISPR�кас�
сеты [51]. Происхождение этих фрагментов

ДНК остаётся малоизученным, однако для сис�
тем типов I и II было показано, что такие фраг�
менты могут образовываться в ходе деградации
ДНК комплексами RecBCD, или AddAB
[52, 53], или, в случае «праймированной адапта�
ции» в системах типа I, процессивной нуклеазой
Cas3 [54]. Иммунный ответ систем типа III про�
тив плазмид и вирусов с ДНК�геномами требует
транскрипции протоспейсера, поэтому для кле�
ток выгодны механизмы, обеспечивающие пре�
имущественное приобретение спейсеров из
транскрипционно активных участков мобиль�
ных генетических элементов. Модули адапта�
ции некоторых систем типа III содержат белки
Cas1, слитые с доменами обратной транскрип�
тазы (RT), которые могут приобретать новые
спейсеры напрямую из РНК (рис. 1, а) [55, 56].
Было показано, что при оверэкспрессии компо�
нентов адаптации cas1::RT–cas2 происходит
приобретение спейсеров из РНК, предпочти�
тельно из высокопредставленных транскрип�
тов [57, 58]. Однако приобретённые спейсеры
встраиваются в CRISPR�кассету в обеих ориен�
тациях, так что, вероятно, лишь половина при�
обретённых из РНК спейсеров может обеспе�
чить эффективный иммунный ответ.

Механизмы приобретения спейсеров из
РНК на текущий момент плохо изучены. Комп�
лекс белков Cas1::RT–Cas2 из Marinomonas
mediterranea в условиях in vitro способен присо�
единять 3′�концы молекул РНК к 5′�концам
повторов в молекулах ДНК, содержащих
CRISPR�кассету. Образующиеся гибридные мо�
лекулы РНК–ДНК могли служить матрицами
для обратной транскрипции, катализируемой
RT�доменом белка Cas1::RT [57]. В условиях
этих экспериментов молекулы РНК могут при�
соединяться к обеим сторонам первого повтора
CRISPR�касеты [57], что согласуется с наблюда�
емым в экспериментах in vivo отсутствием пред�
почтения к ориентации спейсеров относительно
цепи транскрипта. С другой стороны, белковый
комплекс Cas1::RT–Cas2 из Thiomicrospira спо�
собен присоединять молекулы РНК к содержа�
щим CRISPR�кассеты фрагментам ДНК in vitro,
но не может преобразовывать такие промежу�
точные продукты в удлинённые CRISPR�кассе�
ты. Это может означать, что in vivo для такого
преобразования либо требуются дополнитель�
ные факторы, либо синтез кДНК происходит до
интеграции пре�спейсеров в CRISPR�кассе�
ту [59].

Домен обратной транскриптазы, входящий
в состав некоторых адаптационных модулей,
вероятно, играет скорее вспомогательную
роль – белок Cas1�RT с инактивированным RT�
доменом способен встраивать спейсеры из
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ДНК подобно обычным белкам Cas1 [57]. Более
того, большинство локусов типа III кодируют
стандартные белки Cas1 [57] и не кодируют бел�
ки с RT�доменами. В таких системах новые
спейсеры должны приобретаться из ДНК, и
этот процесс не должен зависеть от транскрип�
ции протоспейсера, если только в этих системах
не используются другие, ещё не описанные ме�
ханизмы, позволяющие приобретать спейсеры
из транскрипционно активных участков. Мо�
дуль адаптации систем типа III бактерии T. ther&
mophilus содержит обычные гены cas1&cas2, а в
геноме бактерии не обнаружено никаких бел�
ков с RT�доменами. Тем не менее при адапта�
ции спейсеров в процессе инфекции литичес�
ким бактериофагом наблюдается крайне нерав�
номерное распределение приобретённых спей�
серов: практически все выжившие клетки
экспрессируют crРНК комплементарные ви�
русным транскриптам. Однако такой состав
приобретённых спейсеров является результатом
отбора crРНК на их способность защищать
клетки от инфекции фагом и не связан с какой�
либо специфичностью механизмов адапта�
ции [32].

ПРЕДОТВРАЩЕНИЕ АУТОИММУННОГО
ОТВЕТА В СИСТЕМАХ CRISPR�Cas ТИПА III

Эффекторные комплексы CRISPR�Cas рас�
познают нуклеиновые кислоты, комплементар�
ные спейсерной части crРНК. Поскольку
crРНК образуются из CRISPR�кассет, мишенью
эффекторов также может оказаться сама геном�
ная ДНК (или, в случае систем с РНК�мишеня�
ми, «антисмысловые» транскрипты CRISPR�
кассет). Такие «аутоиммунные» взаимодействия
вредны для клетки, и потому должны существо�
вать механизмы, позволяющие их предотвра�
тить. Для распознавания мишени ДНК�специ�
фичными системами CRISPR�Cas (к которым
относятся системы типов I, II и V) необходимы
короткие (порядка нескольких нуклеотидов)
вырожденные последовательности, располо�
женные в ДНК мишени рядом с протоспейсера�
ми, но отсутствующие вблизи спейсеров в
CRISPR�кассетах – так называемые PAM
(Protospacer Adjacent Motifs) [60]. Эффекторные
комплексы «сканируют» двухцепочечные моле�
кулы ДНК и после распознавания PAM иници�
ируют плавление дуплекса ДНК с последующим
внедрением crРНК и формированием R�пет�
ли [61–63]. В системах типа III механизм пред�
отвращения аутоиммунного ответа устроен со�
вершенно иначе. Эффекторы типа III распозна�
ют и расщепляют любые молекулы РНК, комп�

лементарные спейсерной части crРНК, но для
активации HD� и Palm�доменов субъедини�
цы Cas10 требуется отсутствие комплементар�
ных взаимодействий между мишенью и проис�
ходящим из повтора 5′�концевым участком («5′�
тэгом») crРНК (рис. 2, в) [17, 64, 65]. Любопыт�
но, что такой же принцип избегания аутоим�
мунного ответа используется в РНК�специфич�
ных CRISPR�Cas�системах типа VI [66, 67].

Можно задаться вопросом, почему все ДНК�
специфичные системы CRISPR�Cas избегают
аутоиммунного ответа за счёт распознавания
PAM, в то время как РНК�специфичные систе�
мы для этой цели используют другие механиз�
мы. Теоретически, стратегия «тэг�антитэг»
должна подходить и для ДНК�специфичных
систем (вообще говоря, механизм «тэг�антитэг»
был обнаружен в системах типа III, когда пред�
полагалось, что их мишенью является ДНК
[64]). Однако в ДНК�специфичных системах ис�
пользуются лишь PAM�зависимые механизмы,
которые независимо возникли как минимум
трижды [68]. Кроме того, согласно текущим
данным, системы типа III являются предшест�
венниками всех известных систем класса 1 [68].
Если исходить из этого эволюционного сцена�
рия, в системах типа I предковая стратегия избе�
гания аутоиммунности, основанная на взаимо�
действиях «тэг�антитэг», должна была сменить�
ся на PAM�зависимый механизм.

Такое предпочтение к PAM�зависимым ме�
ханизмам в ДНК�специфичных системах может
объясняться кинетикой распознавания мишени
эффекторными комплексами. В одноцепочеч�
ных молекулах РНК нуклеотидные основания
экспонированы, и молекулы crРНК в составе
эффекторных комплексов могут взаимодей�
ствовать с РНК�мишенями напрямую. Напро�
тив, в двухцепочечной ДНК комплементарное
взаимодействие с crРНК невозможно, по край�
ней мере, на начальном этапе. В этом случае для
осуществления комплементарных взаимодей�
ствий требуется локальное плавление дуплекса
ДНК, что существенно замедляет процесс поис�
ка мишени. Движущая сила для начала плавле�
ния обеспечивается энергией связывания бел�
ковых компонентов эффектора и дополнитель�
но взаимодействием с двухцепочечной PAM�
последовательностью. Поскольку плавление
дуплекса ДНК и формирование R�петли проис�
ходит только после распознавания PAM, это ог�
раничивает количество потенциальных мише�
ней по крайней мере на порядок, ускоряя тем
самым поиск протоспейсера. Таким образом,
можно предположить, что основная причина
использования PAM заключается не столько в
избегании аутоиммунных реакций, сколько в
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ускорении поиска протоспейсеров в двухцепо�
чечной ДНК, столь важном для эффективного
иммунного ответа.

ПРОИСХОЖДЕНИЕ СИСТЕМ
CRISPR�Cas ТИПА III

Иммунный ответ в системах CRISPR�Cas
типа III требует скоординированного взаимо�
действия нескольких сложных механизмов –
приобретения новых спейсеров, созревания
crРНК, сборки эффекторных комплексов, рас�
познавания мишени, синтеза сигнальных со�
единений, активации вспомогательных эффек�
торов и регуляции всех вышеперечисленных
процессов. При рассмотрении таких сложных
систем любой человек рано или поздно задаёт�
ся вопросом: «Как же все это смогло возник�
нуть?»

В геномах прокариот можно обнаружить го�
мологи некоторых генов cas, не ассоциирован�
ные с системами CRISPR�Cas, и анализ таких
генов отчасти прояснил эволюционную исто�
рию CRISPR�Cas�систем. Оказалось, что неко�
торые не ассоциированные с системами
CRISPR�Cas гены cas1 принадлежат к ранее не�
известному семейству мобильных генетических
элементов, названных каспозонами, которые
используют белки Cas1 для собственной интег�
рации/эксцизии [69, 70]. Механизм интеграции
каспозонов схож с механизмом интеграции но�
вых спейсеров в CRISPR�кассеты. По всей ви�
димости, CRISPR�ассоциированные белки Cas1
произошли от интеграз каспозонов, а повторы
CRISPR могли произойти от фланкирующих
каспозоны концевых повторов [68, 70]. Наряду с
белками Cas1 каспозоны также кодируют гомо�
логи белков Cas4 [69], участвующие в процессе

приобретения новых спейсеров в ряде систем
CRISPR�Cas [51].

Другим важным компонентом комплекса
интеграции спейсеров является белок Cas2, ко�
торый гомологичен нуклеазным токсинам се�
мейства VapD, и, вероятно, происходит от соот�
ветствующих токсин�антитоксиновых сис�
тем [71]. В комплексе интеграции белок Cas2
выполняет структурные функции, скрепляя
друг с другом димеры Cas1, однако во многих
системах белки Cas2 сохраняют нуклеазную ак�
тивность, хотя она не является необходимой для
адаптации [72].

Эволюционная история компонентов эф�
фекторных комплексов остаётся куда менее яс�
ной. В этом обзоре будет рассмотрен только сце�
нарий происхождения систем CRISPR�Cas
класса 1, включающего типы I, III и IV. Эффек�
торные комплексы систем класса 1 имеют сход�
ную архитектуру. Кроме того, между некоторы�
ми субъединицами этих комплексов прослежи�
вается гомология, что позволяет предположить
их общее происхождение (рис. 4). Центральная
часть эффекторов типов I и III представляет со�
бой филамент, состоящий из молекулы crРНК,
покрытой несколькими субъединицами Cas7,
находящимися в комплексе с малыми субъеди�
ницами Cas11; 5′�конец crРНК связан с белком
семейства Cas5. Большие субъединицы (Cas8 в
системе типа I и Cas10 в системе типа III) распо�
лагаются вблизи 5′�конца crРНК [73, 74]. Созре�
вание crРНК в системах типов I и III проходит
при участии белков Cas6, которые распознают
вторичные структуры, образованные элемента�
ми повторов в пре�crРНК [75]. Хотя эффектор�
ные комплексы систем типа IV на текущий мо�
мент плохо исследованы, известно, что в их ос�
нове также лежит филамент из нескольких субъ�
единиц Cas7, связанных с crРНК [76]; в локусах
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типа IV также закодированы гомологи белков
Cas5 и Cas6 [4]. Главные компоненты эффекто�
ров типов I и III – белки Cas10, Cas5, Cas7 и
Cas6 обладают структурным сходством и содер�
жат домены с RRM�укладкой [68, 77]. Кроме то�
го, белки малых субъединиц Cas11 систем типа I
имеют структурное сходство с С�концевым до�
меном Cas10 систем типа III [77].

Исходя из перечисленных сведений, Koonin
и Makarova [68] предложили сценарий проис�
хождения систем CRISPR�Cas класса 1 (рис. 5).
Согласно этому сценарию системы типа III,
несмотря на всю свою сложность, являются
предковыми по отношению ко всем известным
системам класса 1 [4, 68, 77]. Предполагается,
что эффекторы класса 1 произошли от гипоте�
тической сигнальной системы, состоящей из
Cas10�подобной полимеразы/циклазы и эффек�
торного белка CARF–HEPN. Эта сигнальная
система могла производить вторичные мессенд�
жеры нуклеотидной природы (вероятно, цикли�
ческие олигоаденилаты) в ответ на стресс или
какие�то другие сигналы окружающей среды с

последующей активацией РНКазной активнос�
ти белка CARF–HEPN [4]. Подобные локусы,
кодирующие гомологи Cas10, слитые с домена�
ми CARF–HEPN, были предсказаны биоин�
форматически [78], но на текущий момент ни
одна из таких систем не была экспериментально
охарактеризована. Дупликация предкового гена
Cas10�подобного белка с последующим разбие�
нием могла привести к появлению предковых
белков Cas7 и Cas11. Гены, кодирующие Cas5 и
Cas6, вероятно, возникли в результате слияния
двух сas7�подобных генов, поскольку все эти ге�
ны имеют специфический структурный мотив,
отсутствующий в белках Cas10 [68]. Наконец,
приобретение компонентов адаптационного
модуля от каспозонов и токсин�антитоксино�
вых систем привело к появлению функциональ�
ной адаптивной иммунной системы [68].

О первоначальных функциях предковых сиг�
нальных систем, состоящих из белка Cas10 и
эффекторов CARF–HEPN, и о том, какие сти�
мулы активировали полимеразную/циклазную
активность прототипического белка Cas10, мож�
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Рис. 5. Предлагаемая модель происхождения систем CRISPR�Cas III типа. Адаптировано из статьи Koonin и Makarova [68]
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но лишь предполагать. Функции прототипичес�
ких систем типа III, существовавших до приоб�
ретения модуля адаптации, также неизвестны.
Тем не менее известны отдельные варианты
систем класса 1, которые не ассоциированы с
CRISPR�кассетами [46]; исследование этих
систем, вероятно, может помочь выявить функ�
ции предковых эффекторов класса 1. Известно,
что эффекторные комплексы систем типа IV
при гетерологичной экспрессии в клетках
Escherichia coli преимущественно связывают ма�
лые РНК, транскрибируемые с плазмид, не�
смотря на присутствие функциональных ком�
понентов созревания crРНК и транскрибируе�
мой CRISPR�кассеты [79]. Можно предполо�
жить, что древние прототипические эффекторы
типа III также могли связывать транскрипты
мобильных генетических элементов и исполь�
зовать их для распознавания мишеней, функ�
ционируя как примитивная и малоэффектив�
ная иммунная система, сходная с современны�
ми прокариотическими белками�аргонавта�
ми [80, 81]. Кроме того, Palm�домен Cas10 име�
ет сходство с каталитическим доменом фермен�
та Thg1 – необычной 3′�5′ РНК�полимеразой,
необходимой для созревания гистидиновой
тРНК [8]. Учитывая этот факт и предполагая,
что РНК�связывающие белки Cas7 произошли
от RRM�домена Cas10, можно предположить,
что предковый белок Cas10 обладал РНК�свя�
зывающей и РНК�полимеразной активностью
и мог быть частью системы, участвующей в
синтезе, репарации и/или созревании молекул
РНК. Функция этой Cas10�РНК�полимеразы
со временем могла специализироваться для
синтеза сигнальных соединений. Лиганды, спо�
собные активировать полимеразную актив�
ность древнего белка Cas10, не известны, одна�
ко, учитывая, что древний Cas10 мог обладать
РНК�связывающей активностью, можно пред�
положить, что такими лигандами должны быть
молекулы РНК. Хотя достаточно трудно вооб�
разить, какие молекулы РНК могли активиро�
вать иммунный ответ в такой системе, стоит от�
метить, что многие мобильные элементы, в том
числе и некоторые каспозоны, используют ге�
ны тРНК в качестве мишеней для интегра�
ции [69, 82]. Поскольку эффекторы типа IV свя�
зывают и тРНК [83], можно предположить, что
до приобретения адаптационных модулей пред�
ковые системы типа III могли распознавать
транскрипты генов тРНК, повреждённые
вставками мобильных генетических элементов.

Защитные системы, которые синтезируют
сигнальные вещества нуклеотидной природы в
ответ на определенные стимулы, широко рас�
пространены среди всех клеточных организмов.

Помимо описанного цОА�пути в системах ти�
па III и эукариотической системы ОАС�РНКа�
зы L, стоит упомянуть большую группу
цГАС/DncV�подобных нуклеотидилтрансфераз.
У животных синтаза циклического ГМФ�АМФ
(цГАС) производит молекулы циклического
ГМФ�АМФ в ответ на присутствие ДНК в цито�
золе. Циклический ГМФ�АМФ активирует сиг�
нальный каскад, стимулирующий экспрессию
ряда генов, вовлечённых в иммунный ответ [84].
В геномах прокариот обнаружены многочислен�
ные гомологи цГАС, многие из них ассоцииро�
ваны с генами различных эффекторов, такими
как нуклеазы, фосфолипазы и трансмембран�
ные белки [85–88]. В таких защитных системах
передача сигнала между сенсорами (циклазами)
и эффекторами осуществляется малыми диф�
фундирующими молекулами, что позволяет су�
ществование большого количества пар сен�
сор/эффектор и взаимосвязей между различны�
ми системами. Любопытно, что некоторые из
цГАС/DncV�подобных циклаз производят цик�
лические олигоаденилаты и активируют цОА�
чувствительные эффекторы [88]; кроме того, не�
которые из таких эффекторов активируются и в
ходе иммунного ответа в системах CRISPR�Cas
типа III [89, 90].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Системы III типа, будучи самыми сложными
из всех известных систем CRISPR�Cas, по�ви�
димому, являются предковыми по отношению к
системам класса 1. Если учесть, что системы
класса 1 являются самыми распространёнными
среди прокариот, системы типа III, вероятно,
также являются самыми древними системами
CRISPR�Cas. В течение долгого времени меха�
низм работы систем типа III оставался малопо�
нятным. Хотя открытие сигнального пути, свя�
зывающего эффекторные комплексы и вспомо�
гательные нуклеазы, во многом прояснило ме�
ханизмы иммунного ответа в системах типа III,
некоторые аспекты работы этих систем все ещё
неясны. Хотя ДНКазная активность HD�домена
Cas10 необходима для иммунного ответа, до сих
пор неизвестно, какие мишени она расщепляет
в клетке. Вспомогательные РНКазы Csm6 и
Csx1 были охарактеризованы как неспецифи�
ческие в экспериментах in vitro, но до сих пор
нет данных об их специфичности in vivo. Суще�
ствует множество генов, связанных с системами
CRISPR�Cas типа III, но многие из них до сих
пор не охарактеризованы экспериментально.
Помимо полных систем типа III, в ходе биоин�
форматического анализа была предсказана
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группа упрощённых RAMP�содержащих локу�
сов; эти системы представляют интерес сами по
себе, но они также могут представлять собой
промежуточные звенья, отражающие эволюци�
онную историю систем CRISPR�Cas типа III.
В частности, обнаруженная нами структурная
гомология между сигнатурными белками
HRAMP и белками Cas10 систем типа III позво�
ляет предположить, что системы HRAMP прои�
зошли от существующих систем типа III или их
предков. Наконец, ещё предстоит охарактеризо�
вать активности и биологические функции сов�
ременных сигнальных систем Cas10�CARF�
HEPN. Таким образом, существенная часть раз�
нообразия систем CRISPR�Cas типа III и меха�
низмов работы этих систем остаётся неизучен�
ной, и многое из этого ещё предстоит открыть.
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The emergence and persistence of selfish genetic elements is an intrinsic feature of all living systems. Cellular organ�
isms have evolved a plethora of elaborate defense systems that limit the spread of such genetic parasites. CRISPR�Cas
are RNA�guided defense systems used by prokaryotes to recognize and destroy foreign nucleic acids. These systems
acquire and store fragments of foreign nucleic acids and utilize the stored sequences as guides to recognize and destroy
genetic invaders. CRISPR�Cas systems have been extensively studied, as some of them are used in various genome
editing technologies. Although Type III CRISPR�Cas systems are among the most common CRISPR�Cas systems,
they are also some of the least investigated ones, mostly due to the complexity of their action compared to other
CRISPR�Cas system types. Type III effector complexes specifically recognize and cleave RNA molecules. The recog�
nition of the target RNA activates the effector large subunit – the so�called CRISPR polymerase – which cleaves
DNA and produces small cyclic oligonucleotides that act as signaling molecules to activate auxiliary effectors, notably
non�specific RNases. In this review, we provide a historical overview of the sometimes meandering pathway of the
Type III CRISPR research. We also review the current data on the structures and activities of Type III CRISPR�Cas
systems components, their biological roles, and evolutionary history. Finally, using structural modeling with
AlphaFold2, we show that the archaeal HRAMP signature protein, which heretofore has had no assigned function, is
a degenerate relative of Type III CRISPR�Cas signature protein Cas10, suggesting that HRAMP systems have
descended from Type III CRISPR�Cas systems or their ancestors.

Keywords: CRISPR�Cas Type III, prokaryotic immunity, RNA�guided defense, cyclic oligonucleotides, CRISPR
evolution, HRAMP


