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Система CRISPR/Cas9 успела доказать свою эффективность и завоевать популярность
среди ученых всего мира с момента открытия возможности ее использования для моди-
фикации геномов эукариот в 2013 году [1-3]. Применение системы CRISPR/Cas9 открыло
новые возможности в генетике человека: она используется для моделирования, изучения и
даже редактирования генетических особенностей, предрасполагающих к развитию заболе-
ваний и определяющих реакцию организма на лечение [4-6]. Часто для исследовательских
целей требуется отключить какой-либо ген, то есть внести knock-out мутацию, из-за кото-
рой синтез белка, кодируемого данным геном, становится невозможным. Однако намного
интереснее вносить такие изменения, которые не будут нокаутировать интересующий нас
ген, а позволят получить клетки с изменённым уровнем экспрессии белка или измененной
его структурой - так называемые knock-in мутации. Получая варианты одного и того же
гена - полиморфизмы на уровне клеточной культуры или модельных организмов, ученые
могут изучать их роль в развитии заболеваний и предсказывать эффективность выбран-
ной терапии.

Целью нашего исследования было создать эффективную и точную систему лентиви-
русной доставки компонентов системы CRISPR/Cas9 для моделирования полиморфизмов
(knock-in мутаций). По итогам работы был создан комплекс двух взаимодополняющих лен-
тивирусных векторов (рис. 1), который предположительно способен вносить замены в ин-
тересующие последовательности ДНК (knock-in). Рестрикционный профиль полученных
плазмид совпал с предсказанным. Была показана эффективность экспрессии закодиро-
ванных в векторах белков на клетках линии HEK293T: клетки экспрессировали красный
и зеленый флуоресцентный белки.

В перспективе будет показано, что при заражении мезенхимных стромальных клеток
(МСК) полученными лентивирусными векторами удается получить клоны МСК, претер-
певшие искомую knock-in модификацию.
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Рис. 1. Полученные лентивирусные векторы
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