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Детекция ДНК – важная биоаналитическая задача. В настоящее время для этой цели наиболее широко используется метод ПЦР. Однако изотермические амплификационные методы ДНК-детекции, исключающие необходимость в термоциклере, существенно упрощают процедуру тестирования. Перспективным направлением в этой области является разработка аналитических систем на основе CRISPR-Cas. 

В настоящей работе использовалась РНК-зависимая эндонуклеаза Cas12a, обладающая высокой специфичностью к детектируемой двуцепочечной (дц) ДНК. При связывании с дцДНК комплекс РНК-Cas12a приобретает транс-эндонуклеазную активность в отношении любых одноцепочечных (оц) ДНК фрагментов (ДНК-зондов). Включение метки в состав ДНК-зонда, закрепленного на носителе, позволяет по высвобождению этой метки регистрировать транс-эндонуклеазную активность Cas12a, отражающую наличие в пробе определенной дцДНК. Целью настоящей работы являлось сравнение ДНК-зондов, отличающихся длиной и структурой.  
В качестве носителя был выбран 96-луночный микропланшет. На носителе иммобилизовали ДНК-зонд, либо полностью являющийся оцДНК (поли-dT последовательности длиной от 10 до 145 нк.), либо включающий двуцепочечный фрагмент (от 20 до 1000 п.о.), соединенный через ПЭГ-линкер с одноцепочечным участком поли-dT (15 нк.). Все зонды были мечены флуоресцеином и биотином на противоположных концах. Закрепление зонда на поверхности микропланшета обеспечивало взаимодействие адсорбированного стрептавидина с биотином. Флуоресценцию до и после нуклеазной активности Cas12a регистрировали при длинах волн 498/517 нм. Детектируемая дцДНК и дцДНК-зонды были получены методом ПЦР, оцДНК-зонды приобретены в Lumiprobe. Детектируемый дцДНК фрагмент соответствовал участку рибосомальной ДНК бактерии Dickeya solani (возбудитель черной ножки картофеля). Гайдовая (г) РНК получена транскрипцией и очищена от ДНК-фрагментов ДНКазой 1. Все полученные ДНК и РНК охарактеризованы методом электрофореза.
Анализ проводился согласно следующей схеме: 1) получение комплекса гРНК с Cas12a, 2) активация транс-нуклеазной активности детектируемой дцДНК, 3) добавление активированного комплекса к предварительно иммобилизованным ДНК-зондам, 4) измерение сигнала меток после гидролиза ДНК-зондов. Длительность гидролиза была выбрана по выходу кинетической кривой на насыщение и составила 30 мин. 
Регистрация флуоресцеина, отщепленного в результате гидролиза, показала, что оптимальная длина дцДНК-зондов составляет 160 п.о., а оцДНК-зондов, не содержащих дцДНК, – 30 нк. Аналитическим сигналом также может быть флуоресценция метки, оставшейся на поверхности микропланшета. В этой схеме оптимальная длина дцДНК-зондов составляет 300 п.о., а оцДНК-зондов – 145 нк. 
Полученные результаты подтверждают, что ДНК-зонды, иммобилизованные на носителе, могут быть эффективным инструментом регистрации нуклеазной активности Cas12a в аналитических CRISPR-Cas системах.
