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Основная тематика конференции:

• Структура, каталитический механизм, генетическая инженерия фермен-
тов, методы и достижения в конструировании белков. Модели ферментов 
(биозимы).

• Получение и применение биокатализаторов на основе иммобилизован-
ных ферментов, мультиферментных систем и клеток микроорганизмов в 
пищевой промышленности, органическом синтезе, агробиотехнологии и 
экологии.

• Ферменты и эффекторы в медицине, иммунохимии, нейрохимии и гено-
мике. Биокаталитические технологии в развитии физико-химических ме-
тодов для биомедицинских исследований. Биосенсоры и биочипы. Циф-
ровые технологии в биокатализе. Ферменты резистентности. Ферменты и 
новая энергетика. Космическая энзимология.
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В последнее десятилетие метод рационального дизайна широко использовался для улучшения инструмен-
тов редактирования генома на основе белка Cas9 из Streptococcus pyogenes [1-3]. Подход заключался в анализе 
рентгеноструктурных данных и создание замен аминокислот, участвующих в стабилизации неадресуемой цепи 
ДНК или дестабилизации гетеродуплекса sgРНК/ДНК, чтобы повысить специфичность системы CRISPR/Cas9. 
В данной работе использовались методы молекулярной динамики и химической кинетики для того, чтобы про-
яснить термодинамические и кинетические аспекты активности и специфичности CRISPR/Cas9.

Посредством молекулярно-динамического анализа были идентифицированы аминокислоты, оказывающие 
наибольший вклад во взаимодействие с sgРНК/ДНК. Для дальнейшего аланинового скрининга были выбраны 
аминокислоты (K163, F164, R403, K918) с различной энергией взаимодействия.

Кинетические исследования показали, что нет существенных изменений в наблюдаемых константах скоро-
сти реакции для белков дикого типа (WT) и мутантов при расщеплении дуплексных субстратов без мисматча. 
Однако для всех субстратов с одним мисматчем (4, 9, 14, 18 п.н. от РАМ) наблюдалось снижение активности 
расщепления белком дикого типа. Профили специфичности белка дикого типа и мутантов K163A, F164A незна-
чительно отличались друг от друга. Мутант R403A был более специфичным, а K918A был менее специфичен 
относительно белка дикого типа.

Полученных данные свидетельствуют о том, что полная энергия белка и термодинамический вклад отдель-
ных аминокислот не коррелируют с кинетикой.

Для того, чтобы выявить основы термодинамической специфичности Cas9 было проведено моделирование 
гетеродуплекса с мисматчем в положение 14 п.н. от PAM для мутанта R403A и белка дикого типа, а также созда-
на библиотека всех сочетаний исследуемых замен для редактирования гена rpoB E. coli.
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