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[bookmark: _GoBack]Система CRISPR/Cas12a используется в биосенсорах для высокоспецифичного распознавания ДНК-мишеней. Распознавание запускает неспецифическое расщепление одноцепочечных ДНК (оцДНК), которое преобразуется в аналитический сигнал. Систему успешно комбинируют с бесприборной иммунохроматографической (ИХ) детекцией при использовании зондов – оцДНК с двумя аффинными метками (формат DETECTR). Эффективность ИХ-детекции зависит от взаимодействия оцДНК-зонда с конъюгатами золотых наночастиц (НЧЗ) с антителами (Ат), однако частичная инактивация антител при традиционной адсорбционной иммобилизации может снижать чувствительность. Цель данной работы – синтез конъюгатов «НЧЗ-оцДНК-Aт» с низким содержанием Ат на основе реакции клик-химии и их применение в формате DETECTR. 
НЧЗ с диаметром 8,0 ± 1,5 нм (согласно данным просвечивающей электронной микроскопии) синтезировали цитратным восстановлением Au3+. Управление количеством антител в конъюгате происходило на этапе иммобилизации олигонуклеотида состава 5′-N3-T7-GACATACTAGATTGAGAACCTCC-A10-SH-3′ (SA10-оцДНК-N3), где N3 участвует в реакции клик-химии, A10-SH – в иммобилизации на поверхности НЧЗ, средняя часть – линкер для антитела либо линкер и субстрат для Cas12a (в зависимости от схемы анализа). Методом замораживания-оттаивания (инкубация 1 час при –20 °С, оттаивание 20 мин при 25 °С) синтезировали конъюгаты НЧЗ с SA10-оцДНК-N3, варьируя соотношение компонентов и блокируя свободную поверхность коротким тиолированным олигонуклеотидом. Антитела к флуоресцеину (антиFAM) модифицировали дибензоциклооктином, ковалентно присоединяли к азид-содержащим олигонуклеотидам, иммобилизованным на НЧЗ (инкубация 12 часов при 37 °С). Формирование тройных конъюгатов НЧЗ-оцДНК-антиFAM подтверждали спектрофотометрически и методом динамического лазерного светорассеяния. На следующем этапе получали ИХ-тесты с двумя зонами связывания: в первой иммобилизовали стрептавидин из концентрации 1,5 мг/мл, во второй – стафилококковый белок А (0,5 мг/мл) в качестве антителосвязывающего реагента. Тройные конъюгаты смешивали с оцДНК-зондом, содержащим флуоресцеин (FAM) и биотин (Bio) на противоположных концах (FAM-dT10-Bio), и наносили смесь на тест-полоски, детектируя в двух зонах образование комплексов (стрептавидин – FAM-dT10-Bio – НЧЗ-конъюгат) и (белок А – НЧЗ-конъюгат). Были отобраны конъюгаты, показавшие максимальные сигналы в зонах связывания и отсутствие фона.
Для проведения CRISPR/Cas12a реакции использовали дцДНК-мишень (фитопатоген Clavibacter sepedonicus, регион 16S-23S, 503 п.о.) и гидовую РНК, в комплексе с Cas12а распознающую дцДНК-мишень. Реакцию распознавания подтверждали по разрезанию ROX-оцДНК-BHQ2 зонда с флуоресцентной детекцией. Далее проводили CRISPR/Cas12а реакцию c разрезанием зонда FAM-dT10-Bio или оцДНК-линкера в конъюгате НЧЗ-оцДНК-антиFAM. Реакцию останавливали добавлением ЭДТА (конечная концентрация 50 мМ), добавляли конъюгат НЧЗ-оцДНК-antiFAM (если разрезали FAM-dT10-Bio) и детектировали окрашивание на тест-полосках. Наибольшая чувствительность выявления дцДНК-мишени, сопоставимая с флуоресцентной детекцией (68 пМ), получена при разрезании FAM-dT10-Bio и последующем добавлении конъюгата.
Полученные результаты свидетельствуют о перспективности синтеза конъюгатов золотых наночастиц с использованием подходов замораживания-оттаивания и клик-химии для CRISPR/Cas12a систем с ИХ-детекцией.
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