
36

Îïòèìèçàöèÿ óñëîâèé òðàíñôåêöèè
êëåòî÷íîé êóëüòóðû CFTE29o- äëÿ ðàçðàáîòêè
ðåäàêòèðîâàíèÿ ìóòàöèè F508del â ãåíå CFTR*

Ñìèðíèõèíà Ñ.À.1*, Áàííèêîâ À.Â.1, Ëàâðîâ À.Â.1,2

1 — Ôåäåðàëüíîå ãîñóäàðñòâåííîå áþäæåòíîå íàó÷íîå ó÷ðåæäåíèå «Ìåäèêî-ãåíåòè÷åñêèé íàó÷íûé öåíòð»,

e-mail: smirnikhinas@gmail.com
2 — Ãîñóäàðñòâåííîå áþäæåòíîå îáðàçîâàòåëüíîå ó÷ðåæäåíèå âûñøåãî ïðîôåññèîíàëüíîãî îáðàçîâàíèÿ

«Ðîññèéñêèé íàöèîíàëüíûé èññëåäîâàòåëüñêèé ìåäèöèíñêèé óíèâåðñèòåò èì. Í.È. Ïèðîãîâà»

Ìèíèñòåðñòâà çäðàâîîõðàíåíèÿ Ðîññèéñêîé Ôåäåðàöèè

Òåõíîëîãèè ãåíîìíîãî ðåäàêòèðîâàíèÿ, âêëþ÷àÿ íåäàâíî ïîÿâèâøèéñÿ ìåòîä CRISPR/Cas9, ÿâëÿþòñÿ íàèáîëåå ïåðñïåê-
òèâíûìè äëÿ ðàçðàáîòêè ýòèîòðîïíîãî ëå÷åíèÿ ìóêîâèñöèäîçà. Äëÿ äîñòàâêè êîìïîíåíòîâ ñèñòåìû CRISPR/Cas9 â êëåòêè
îáû÷íî èñïîëüçóþò òðàäèöèîííûå ìåòîäû òðàíñôåêöèè. Öåëüþ äàííîé ðàáîòû áûëà îïòèìèçàöèÿ íåâèðóñíîé äîñòàâêè
ïëàçìèäû pEGFP-N1 â êëåòêè òðàõåàëüíîãî ýïèòåëèÿ ÷åëîâåêà CFTE29o- ñ ãîìîçèãîòíîé ìóòàöèåé F508del. Ýôôåêòèâíîñòü
ëèïîôåêöèè ðàçëè÷íûìè ðåàãåíòàìè, Metafectene, Metafectene Pro, Unifectine-56 è Maxifectine-56, áûëà íèçêîé è ïëîõî âîñ-
ïðîèçâîäèìîé. Ýëåêòðîïîðàöèÿ, äàæå ïðè «ìÿãêèõ» óñëîâèÿõ, ïðèâîäèëà ê âûñîêîé ñìåðòíîñòè êëåòîê. Ïîäõîäÿùèì ìåòî-
äîì äëÿ CFTE29o- îêàçàëàñü êàëüöèé-ôîñôàòíàÿ òðàíñôåêöèÿ, ýôôåêòèâíîñòü êîòîðîé ñîñòàâèëà 46,3—48,0%. Âûñîêàÿ ýô-
ôåêòèâíîñòü ìåòîäà ïîçâîëÿåò òðàíñôèöèðîâàòü ïëàçìèäû CRISPR/Cas9 äëÿ èõ äàëüíåéøåé ñðàâíèòåëüíîé õàðàêòåðèñòèêè
â öåëÿõ îïòèìèçàöèè ãåíîìíîãî ðåäàêòèðîâàíèÿ F508del â ãåíå CFTR.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: CFTE29o-, êàëüöèé-ôîñôàòíàÿ òðàíñôåêöèÿ, ëèïîôåêöèÿ, ýëåêòðîïîðàöèÿ, GFP

Ââåäåíèå

Ìóêîâèñöèäîç (ÌÂ, OMIM 219700) — òÿæåëîå àóòî-
ñîìíî-ðåöåññèâíîå çàáîëåâàíèå, îáóñëîâëåííîå ìóòà-
öèÿìè â ãåíå CFTR, ïðèâîäÿùèìè ê íàðóøåíèþ òðàíñ-
ïîðòà èîíîâ õëîðà è íàòðèÿ ÷åðåç êëåòî÷íóþ ìåìáðàíó.
Íà ñåãîäíÿøíèé äåíü ñóùåñòâóþò ïåðñïåêòèâíûå ðàç-
ðàáîòêè ïàòîãåíåòè÷åñêîãî ëå÷åíèÿ, îäíàêî èâàêàôòîð
è êîìáèíèðîâàííûé ïðåïàðàò ëþìàêàôòîð-èâàêàôòîð
îòëè÷àþòñÿ íåâûñîêîé ýôôåêòèâíîñòüþ, âûñîêîé ñòîè-
ìîñòüþ è ïîäõîäÿò äëÿ ëå÷åíèÿ ïàöèåíòîâ ëèøü ñ îïðå-
äåëåííûìè ìóòàöèÿìè â ãåíå CFTR [1—3]. Ýòèîòðîïíî-
ãî ëå÷åíèÿ ÌÂ íå ñóùåñòâóåò, è äëÿ åãî ðàçðàáîòêè òåõ-
íîëîãèè ãåíîìíîãî ðåäàêòèðîâàíèÿ ÿâëÿþòñÿ íàèáîëåå
ïåðñïåêòèâíûìè.

Ãåíîìíîå ðåäàêòèðîâàíèå — íîâûé ìîùíûé èíñò-
ðóìåíò, ïîçâîëÿþùèé ñîçäàâàòü öåëåâûå èçìåíåíèÿ ãå-
íîìîâ ñ èñïîëüçîâàíèåì ñïåöèôè÷íûõ íóêëåàç. Íàèáî-
ëåå ÷àñòî èñïîëüçóþò ìåòîäû íà îñíîâå íóêëåàç öèíêî-
âûõ ïàëüöåâ (ZFN) [4], ýíäîíóêëåàç ýôôåêòîðîâ, ïîäîá-
íûõ àêòèâàòîðó òðàíñêðèïöèè (TALEN) [5], à òàêæå íå-
äàâíî ïîÿâèâøèéñÿ ìåòîä ñ èñïîëüçîâàíèåì ãðóïï ðåãó-
ëÿðíî ïåðåìåæàþùèõñÿ êîðîòêèõ ïàëèíäðîìíûõ ïî-
âòîðîâ (CRISPR) è CRISPR-àññîöèèðîâàííîãî áåëêà 9
(Cas9) [6]. Ïîñëåäíèé ìåòîä ÿâëÿåòñÿ äîâîëüíî ïðî-
ñòûì, ÷òî ïîçâîëÿåò áûñòðî è íåäîðîãî ðàçðàáîòàòü ñèñ-
òåìó öåëåâîãî ãåíîìíîãî ðåäàêòèðîâàíèÿ íà îñíîâå
CRISPR/Cas9. Ñèñòåìà ñîñòîèò èç äâóõ îáÿçàòåëüíûõ
êîìïîíåíòîâ: sgRNA (åäèíàÿ íàïðàâëÿþùàÿ ÐÍÊ), íå-

îáõîäèìîé äëÿ ðàñïîçíàâàíèÿ è ñâÿçûâàíèÿ ñ öåëåâîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ ÄÍÊ, è íóêëåàçû Cas9, ñïîñîáíîé
ñîçäàòü äâóöåïî÷å÷íûé ðàçðûâ (ÄÖÐ) ÄÍÊ â ìåñòå ñâÿ-
çûâàíèÿ sgRNA ñ ÄÍÊ. Ðåïàðàöèÿ ÄÖÐ îñóùåñòâëÿåòñÿ
ëèáî íåãîìîëîãè÷íûì ñîåäèíåíèåì êîíöîâ, ëèáî ïðè
íàëè÷èè äîíîðíîé ÄÍÊ ïóòåì íàïðàâëåííîé ãîìîëî-
ãè÷íîé ðåïàðàöèè [7].

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ñóùåñòâóåò íåñêîëüêî âàðèàíòîâ
áåëêîâ Cas9, äîñòóïíûõ äëÿ ñèñòåìû CRISPR/Cas9 ëî-
êóñîâ âîêðóã íàèáîëåå ÷àñòî âñòðå÷àþùåéñÿ ïðè ÌÂ
ìóòàöèè F508del [8], êîòîðûå ìîæíî èñïîëüçîâàòü äëÿ
ðåäàêòèðîâàíèÿ ìóòàöèè. Ñðàâíåíèå ýôôåêòèâíîñòè
ïÿòè ðàçðàáîòàííûõ êîìáèíàöèé Cas9 è sgRNA íåîá-
õîäèìî ïðîâåñòè íà ìîäåëüíîé ñèñòåìå, â êà÷åñòâå êî-
òîðîé âûáðàíà êëåòî÷íàÿ êóëüòóðà òðàõåàëüíîãî ýïèòå-
ëèÿ ÷åëîâåêà CFTE29o- ñ ãîìîçèãîòíîé ìóòàöèåé
F508del. Äëÿ äîñòàâêè êîìïîíåíòîâ CRISPR/Cas9
â êëåòêè èñïîëüçóþò òðàäèöèîííûå ïîäõîäû òðàíñôåê-
öèè: ëèïîôåêöèþ, ýëåêòðîïîðàöèþ, íóêëåîôåêöèþ è
êàëüöèé-ôîñôàòíóþ òðàíñôåêöèþ, à òàêæå âèðóñíóþ
òðàíñäóêöèþ. Íåâèðóñíûå ìåòîäû áåçîïàñíû è ïðîñòû
â èñïîëüçîâàíèè è ïîçâîëÿþò â áîëüøèíñòâå ñëó÷àåâ
ïîëó÷èòü âûñîêóþ ýôôåêòèâíîñòü òðàíñôåêöèè, ïðè-
ãîäíóþ äëÿ ñðàâíèòåëüíîé îöåíêè ðàçíûõ êîíñòðóêöèé
CRISPR/Cas9 [9].

Öåëüþ ïåðâîãî ýòàïà ÿâèëàñü îïòèìèçàöèÿ íåâèðóñ-
íîé äîñòàâêè ïëàçìèäû, ñîäåðæàùåé ðåïîðòåðíûé ãåí
GFP, â êóëüòóðó êëåòîê CFTE29o-.

* Àâòîðû çàÿâëÿþò îá îòñóòñòâèè êîíôëèêòà èíòåðåñîâ.



Ìàòåðèàëû è ìåòîäû

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè äâå êëåòî÷íûå êóëüòóðû —
CFTE29o- (Ðîññèéñêàÿ êîëëåêöèÿ êëåòî÷íûõ êóëüòóð,
ÔÃÁÓÍ Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ) è HEK293N (ëþáåç-
íî ïðåäîñòàâëåíà ê.á.í. Ì.Þ. Ñêîáëîâûì èç ëàáîðàòî-
ðèè ôóíêöèîíàëüíîé ãåíîìèêè ÔÃÁÍÓ «ÌÃÍÖ»). Îáå
êóëüòóðû êóëüòèâèðîâàëè â DMEM (ÏàíÝêî, Ðîññèÿ)
ñ äîáàâëåíèåì 10% ýìáðèîíàëüíîé áû÷üåé ñûâîðîòêè
(PAA Laboratories GmbH, Àâñòðèÿ) è 4 ìÌ L-ãëóòàìèíà
(ÏàíÝêî, Ðîññèÿ).

Òðàíñôåêöèþ ïðîâîäèëè ïëàçìèäîé pEGFP-N1
(Clontech, ÑØÀ). Êîëè÷åñòâî ôëóîðåñöåíòíûõ êëåòîê
îöåíèâàëè ÷åðåç 48—72 ÷àñà ïîñëå òðàíñôåêöèè íà ïðî-
òî÷íîì öèòîìåòðå (Flowmax, Partec, Ãåðìàíèÿ).

Ëèïîôåêöèþ ñ èñïîëüçîâàíèåì Metafectene, Meta-
fectene Pro (îáà Biontex, Ãåðìàíèÿ), Unifectine-56 è Ma-
xifectine-56 (îáà Unifect Group, Ðîññèÿ) ïðîâîäèëè
â êóëüòóðå CFTE29o- ïðè 80—90% êîíôëþåíòíîñòè â 6-
(4 ìêã ïëàçìèäû íà ëóíêó) èëè 12-ëóíî÷íîì ïëàíøåòå
(1 ìêã ïëàçìèäû íà ëóíêó) ñîãëàñíî ïðîòîêîëó ïðîèçâî-
äèòåëÿ. Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè äâà ñîîòíîøåíèÿ
ÄÍÊ:ðåàãåíò — 1:2 è 1:4. Ðîñòîâóþ ñðåäó ìåíÿëè ÷åðåç
3—6 ÷àñîâ ïîñëå òðàíñôåêöèè.

Äëÿ ýëåêòðîïîðàöèè êëåòêè CFTE29o- èëè HEK293N
â êîëè÷åñòâå 4*105 ðåñóñïåíäèðîâàëè â 400 ìêë áóôåðà äëÿ
ýëåêòðîïîðàöèè (Eppendorf, Ãåðìàíèÿ) è ïðîâîäèëè ýëåê-
òðîïîðàöèþ â 2 ìì êþâåòàõ (Eppendorf, Ãåðìàíèÿ) ïðè
ðàçíîì íàïðÿæåíèè (150 Â/ìì, 200 Â/ìì, 300 Â/ìì) â òå-
÷åíèè 50 ìêñ ñ èñïîëüçîâàíèåì ýëåêòðîïîðàòîðà Multipo-
rator (Eppendorf, Ãåðìàíèÿ), ïîñëå ÷åãî ðàññåèâàëè ïî
ëóíêàì 6-ëóíî÷íûõ ïëàíøåòîâ.

Êàëüöèé-ôîñôàòíóþ òðàíñôåêöèþ êëåòîê CFTE29o-

ïðîâîäèëè â ëóíêàõ 12-ëóíî÷íûõ ïëàíøåòîâ ïðè 80-90%
êîíôëþåíòíîñòè. Çà 1 ÷àñ äî òðàíñôåêöèè ðîñòîâóþ
ñðåäó â ëóíêàõ ìåíÿëè íà DMEM áåç ñûâîðîòêè ñ äî-
áàâëåíèåì 4 ìÌ L-ãëóòàìèíà. Íåïîñðåäñòâåííî ïåðåä
òðàíñôåêöèåé ãîòîâèëè ðåàêöèþ ïðåöèïèòàöèè: ñìå-
øèâàëè âîäó, ðàñòâîð ïëàçìèäû (1 ìêã íà ëóíêó) è 1Ì
CaCl2 (250 ìÌ), çàòåì ê ïîëó÷åííîé ñìåñè äîáàâëÿëè
ðàâíûé îáúåì 2õHBS (280 ìÌ NaCl, 1,5 ìÌ Na2HPO4,
50 ìÌ HEPES, 10 ìÌ KCl, 12 ìÌ D-ãëþêîçû). Ïîñëå
ýòîãî ðàñòâîð áûñòðî ïåðåìåøèâàëè è äîáàâëÿëè èç ðàñ-
÷åòà 100 ìêë íà ëóíêó 12-ëóíî÷íîãî ïëàíøåòà. Âñå èñ-
ïîëüçóåìûå ðàñòâîðû áûëè õîëîäíûìè (+4Ñ). ×åðåç 1,
2, 4 èëè 6 ÷àñîâ ïîñëå òðàíñôåêöèè ñðåäó ìåíÿëè íà
ïîëíóþ ðîñòîâóþ, ñîäåðæàùóþ 10% ýìáðèîíàëüíîé áû-
÷üåé ñûâîðîòêè.

Äëÿ îöåíêè âûæèâàåìîñòè êëåòêè CFTE29o- â êîëè-
÷åñòâå 105 ðåñóñïåíäèðîâàëè â 100 ìêë ãèïîîñìîëÿðíîãî
áóôåðà äëÿ ýëåêòðîïîðàöèè è ïðîâîäèëè ýëåêòðîïîðà-
öèþ áåç ïëàçìèäû â 1 ìì êþâåòàõ (Eppendorf, Ãåðìàíèÿ)
ïðè ðàçíûõ êîìáèíàöèÿõ íàïðÿæåíèÿ (50 Â/ìì,
75 Â/ìì, 100 Â/ìì, 150 Â/ìì, 200 Â/ìì, 300 Â/ìì) è
äëèòåëüíîñòè óäàðà (40, 45 è 50 ìêñ) ñ èñïîëüçîâàíèåì
ýëåêòðîïîðàòîðà Multiporator, ïîñëå ÷åãî îöåíèâàëè êî-
ëè÷åñòâî ïîãèáøèõ êëåòîê ïóòåì îêðàøèâàíèÿ 0,1% ðàñ-

òâîðîì òðèïàíîâîãî ñèíåãî â ðàñòâîðå 0,9% NaCl (âñå
ÏàíÝêî, Ðîññèÿ) ïîñëå èíêóáàöèè 10 ìèí ïðè 37°Ñ â êà-
ìåðå Ãîðÿåâà (ÌèíèÌåä, Ðîññèÿ).

Â èññëåäîâàíèè èñïîëüçîâàëè ñðåäíåå, ñòàíäàðòíîå
îòêëîíåíèå è ñòàíäàðòíóþ îøèáêó ñðåäíåãî. Ñòàòèñòè÷å-
ñêóþ îáðàáîòêó ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðîãðàì-
ìíîãî îáåñïå÷åíèÿ MS Excel 2007 (Microsoft, ÑØÀ).

Ðåçóëüòàòû

Ïîäáîð îïòèìàëüíûõ óñëîâèé òðàíñôåêöèè êëåòî÷-
íîé êóëüòóðû CFTE29o- íà÷àëè ñ ëèïîôåêöèè. Â ðàáîòå
èñïîëüçîâàëè íåñêîëüêî ðåàãåíòîâ äëÿ òðàíñôåêöèè îò
ðàçíûõ ïðîèçâîäèòåëåé äëÿ òîãî, ÷òîáû âûáðàòü íàèáî-
ëåå ýôôåêòèâíûé äëÿ êëåòî÷íîé êóëüòóðû CFTE29o-.
Îáû÷íî ïðîèçâîäèòåëè ðåêîìåíäóþò îïòèìèçèðîâàòü
ñîîòíîøåíèå ïëàçìèäíîé ÄÍÊ è ðåàãåíòà äëÿ óâåëè÷å-
íèÿ ýôôåêòèâíîñòè òðàíñôåêöèè êàæäîé êîíêðåòíîé
êóëüòóðû. Ìû èñïîëüçîâàëè 4 ðåàãåíòà â äâóõ ñîîòíîøå-
íèÿõ ÄÍÊ:ðåàãåíò — 1:2 è 1:4. Ýêñïåðèìåíòû ñî âñåìè
ðåàãåíòàìè ïðîâîäèëè ïàðàëëåëüíî â òðåõ ïîâòîðàõ ïðè
90—100% êîíôëþåíòíîñòè êëåòîê. Êàê âèäíî íà ðèñ. 1,
íàèáîëåå ýôôåêòèâíûì ðåàãåíòîì îêàçàëñÿ Ìåòàôåê-
òåí (Metafectene) â ñîîòíîøåíèè 1:2 (ýôôåêòèâíîñòü
15,88%). Îñòàëüíûå óñëîâèÿ ïðîäåìîíñòðèðîâàëè çà-
ìåòíî õóäøóþ ýôôåêòèâíîñòü — äîëÿ êëåòîê, ýêñïðåñ-
ñèðóþùèõ GFP, ñîñòàâèëà îò 5,11% äî 7,48%.

Äàëüíåéøóþ îïòèìèçàöèþ óñëîâèé ëèïîôåêöèè
ïðîâîäèëè òîëüêî ñ èñïîëüçîâàíèåì Ìåòàôåêòåíà â ñî-
îòíîøåíèè ÄÍÊ:ðåàãåíò 1:2. Ñîãëàñíî ïðîòîêîëó ïðî-
èçâîäèòåëÿ, ýôôåêòèâíîñòü òðàíñôåêöèè àäãåçèâíûõ
êóëüòóð ìîæíî óâåëè÷èòü, åñëè ïðîèçâîäèòü òðàíñôåê-
öèþ ñâåæåðàññåÿííûõ êëåòîê, êîòîðûå åùå íå óñïåëè
àäãåçèðîâàòüñÿ. Äåéñòâèòåëüíî, ýôôåêòèâíîñòü ëèïî-
ôåêöèè ñâåæåðàññåÿííûõ êëåòîê áûëà âûøå, îäíàêî
â äàííîì ýêñïåðèìåíòå ýôôåêòèâíîñòü òðàíñôåêöèè
êëåòîê äàæå â ñóñïåíçèè îêàçàëàñü íèæå (12,31%), ÷åì
â ïðåäûäóùåì ýêñïåðèìåíòå ñ àäãåçèðîâàííûìè êëåò-
êàìè (15,88%), ÷òî óêàçûâàåò íà ïëîõóþ âîñïðîèçâîäè-
ìîñòü ìåòîäà (ðèñ. 2). Íèçêàÿ ýôôåêòèâíîñòü è ïëîõàÿ
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Ðèñ. 1. Ýôôåêòèâíîñòü ëèïîôåêöèè CFTE29o- ïëàçìèäîé
pEGFP-N1. Â ñêîáêàõ óêàçàíî ñîîòíîøåíèå ÄÍÊ:ðåàãåíò. Äàííûå
ïðèâåäåíû êàê ñðåäíåå ñî ñòàíäàðòíîé îøèáêîé ñðåäíåãî (n = 3).



âîñïðîèçâîäèìîñòü ìåòîäà ïîäòâåðæäåíà ïîâòîðíûìè
ýêñïåðèìåíòàìè, â òîì ÷èñëå ñ ïëàçìèäîé â ðàçëè÷íûõ
êîíöåíòðàöèÿõ è ñ ðàçíîé ãëóáèíîé î÷èñòêè äëÿ èñêëþ-
÷åíèÿ ñíèæåíèÿ ýôôåêòèâíîñòè ëèïîôåêöèè èç-çà âîç-
ìîæíûõ çàãðÿçíåíèé ïëàçìèäû (ðèñ. 2).

Èç ïðîâåäåííûõ ýêñïåðèìåíòîâ âèäíî, ÷òî ýôôåê-
òèâíîñòü ëèïîôåêöèè êóëüòóðû CFTE29o- ïëàçìèäîé
pEGFP-N1 î÷åíü íèçêàÿ è ïëîõî âîñïðîèçâîäèìà, ïîý-
òîìó ñëåäóþùèì ýòàïîì ñòàë ïîäáîð îïòèìàëüíûõ óñëî-
âèé ýëåêòðîïîðàöèè.

Àíàëèç âûæèâàåìîñòè êëåòîê ïðè ðàçëè÷íûõ óñëîâèÿõ
ýëåêòðîïîðàöèè áåç ïëàçìèäû ïîêàçàë, ÷òî êëåòêè õîðî-
øî ïåðåíîñÿò ïðîöåäóðó â øèðîêîì äèàïàçîíå óñëîâèé
(òàáëèöà), îäíàêî ïðè ýëåêòðîïîðàöèè êëåòîê ñ ðàçíûì
êîëè÷åñòâîì ïëàçìèäû pEGFP-N1 ïðè ðàçíûõ óñëîâèÿõ
ïîëó÷àëè îäèí è òîò æå ðåçóëüòàò — ãèáåëü ïðàêòè÷åñêè
âñåõ êëåòîê, çà èñêëþ÷åíèåì ñëó÷àÿ ñ òðàíñôåêöèåé ìàëî-
ãî êîëè÷åñòâà ïëàçìèäû — 0,1 ìêã íà 4*105 êëåòîê ïðè
300 Â/ìì, 50 ìêñ. Îäíàêî â ïîñëåäíåì ñëó÷àå ýôôåêòèâ-

íîñòü òðàíñôåêöèè áûëà êðàéíå íèçêîé — åäèíè÷íûå
êëåòêè (äàííûå íå ïðåäñòàâëåíû). Ïðè ýëåêòðîïîðàöèè
êëåòî÷íîé ëèíèè HEK293N ýòîé æå ïëàçìèäîé ïîëó÷åíà
50% ýôôåêòèâíîñòü òðàíñôåêöèè ïðè ìèíèìàëüíîé ãèáå-
ëè êëåòîê (äàííûå íå ïðåäñòàâëåíû). Ýòî óêàçûâàåò íà íå-
ïðèìåíèìîñòü ýëåêòðîïîðàöèè äëÿ êóëüòóðû CFTE29o- è
îáóñëîâëåíî âûñîêîé ÷óâñòâèòåëüíîñòüþ êëåòîê äàííîé
êóëüòóðû ê ýëåêòðîïîðàöèè â ñî÷åòàíèè ñ áîëüøèì êîëè-
÷åñòâîì ÷óæåðîäíîé ÄÍÊ.

Òàáëèöà

Âûæèâàåìîñòü êëåòîê CFTE29o- ïðè ýëåêòðîïîðàöèè
â ãèïîîñìîëÿðíîì áóôåðå áåç ïëàçìèäû

Äëèòåëü-
íîñòü óäàðà

Íàïðÿæåíèå

50
Â/ìì

75
Â/ìì

100
Â/ìì

150
Â/ìì

200
Â/ìì

300
Â/ìì

50 ìêñ 91% 87% 97% 89% 79% 67%

45 ìêñ 92% 92% 93%

40 ìêñ 87% 80% 91%

Î÷åíü âûñîêàÿ ñìåðòíîñòü è íèçêàÿ ýôôåêòèâíîñòü
òðàíñôåêöèè ïðè «ìÿãêèõ» óñëîâèÿõ ýëåêòðîïîðàöèè íå
ïîçâîëÿþò èñïîëüçîâàòü ýòîò ìåòîä äëÿ òðàíñôåêöèè
êóëüòóðû CFTE29o-.

Êàëüöèé-ôîñôàòíàÿ òðàíñôåêöèÿ ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç
ñàìûõ ïåðâûõ ìåòîäîâ, ðàçðàáîòàííûõ äëÿ óâåëè÷åíèÿ
ïðîíèêíîâåíèÿ ÄÍÊ â êëåòêè [10], îäíàêî â íàñòîÿùåå
âðåìÿ îíà ñ÷èòàåòñÿ ìåíåå ýôôåêòèâíîé, ïî ñðàâíåíèþ
ñ ëèïîôåêöèåé è ýëåêòðîïîðàöèåé [9]. Òåì íå ìåíåå, ìû
ïðîâåðèëè å¸ ýôôåêòèâíîñòü äëÿ êóëüòóðû CFTE29o-,
êîòîðàÿ áûëà èììîðòàëèçîâàíà èìåííî ýòèì ìåòîäîì
[11]. Ñòàíäàðòíûå óñëîâèÿ êàëüöèé-ôîñôàòíîé òðàíñ-
ôåêöèè ñ èñïîëüçîâàíèå 1 ìêã ïëàçìèäû pEGFP-N1 ïî-
êàçàëè, ÷òî îíà äåéñòâèòåëüíî íàèáîëåå ýôôåêòèâíà äëÿ
äàííîé êóëüòóðû. Íàèáîëüøàÿ ýôôåêòèâíîñòü íàáëþ-
äàåòñÿ ïðè ñìåíå ðîñòîâîé ñðåäû ÷åðåç 6 ÷àñîâ ïîñëå
òðàíñôåêöèè. Â ýòîì ñëó÷àå ýôôåêòèâíîñòü ñîñòàâèëà
46,3—48,0% (ðèñ. 3), ÷òî áûëî ïîäòâåðæäåíî âî âñåõ ïî-
ñëåäóþùèõ ýêñïåðèìåíòàõ (äàííûå íå ïðèâîäÿòñÿ).

Çàêëþ÷åíèå

Ïîêàçàíî, ÷òî êëåòî÷íàÿ êóëüòóðà CFTE29o- íå ïåðå-
íîñèò ýëåêòðîïîðàöèþ, ëèïîôåêöèÿ êàê ìåòîä òðàíñ-
ôåêöèè òàêæå ÿâëÿåòñÿ íèçêîýôôåêòèâíûì ñïîñîáîì
äîñòàâêè ïëàçìèäû. Íàèáîëüøóþ ýôôåêòèâíîñòü
(46—48%) ïðîäåìîíñòðèðîâàëà êàëüöèé-ôîñôàòíàÿ
òðàíñôåêöèÿ. Ìåòîä îòëè÷àåòñÿ ïðîñòîòîé, íåâûñîêîé
ñòîèìîñòüþ, âûñîêîé ýôôåêòèâíîñòüþ è õîðîøåé âîñ-
ïðîèçâîäèìîñòüþ. Âûñîêàÿ ýôôåêòèâíîñòü ìåòîäà ïî-
çâîëÿåò òðàíñôèöèðîâàòü ïëàçìèäû CRISPR/Cas9 äëÿ èõ
äàëüíåéøåé ñðàâíèòåëüíîé õàðàêòåðèñòèêè â öåëÿõ îï-
òèìèçàöèè ãåíîìíîãî ðåäàêòèðîâàíèÿ ìóòàöèè F508del
â ãåíå CFTR.
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Ðèñ. 3. Ýôôåêòèâíîñòü êàëüöèé-ôîñôàòíîé òðàíñôåêöèè êóëüòóðû
CFTE29o- ïëàçìèäîé pEGFP-N1 â çàâèñèìîñòè îò âðåìåíè èíêóáà-
öèè â ðîñòîâîé ñðåäå, ñîäåðæàùåé ïðåöèïèòàò ôîñôàòà êàëüöèÿ
ñ ïëàçìèäíîé ÄÍÊ. Äàííûå ïðèâåäåíû êàê ñðåäíåå ñî ñòàíäàðòíîé
îøèáêîé ñðåäíåãî (n = 2).

Ðèñ. 2. Ýôôåêòèâíîñòü ëèïîôåêöèè CFTE29o- ïëàçìèäîé
pEGFP-N1. Äàííûå ïðèâåäåíû êàê ñðåäíåå ñî ñòàíäàðòíîé îøèá-
êîé ñðåäíåãî.
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Optimization of transfection for CFTE29o- cell culture
to develop editing of F508del mutation in CFTR gene

Smirnikhina S.A.1, Bannikov A.V.1, Lavrov A.V.1,2

1 — Laboratory of Mutagenesis, Federal State Budgetary Institution «Research Centre for Medical Genetics», Moscow, Russian Federation
2 — The Russian National Research Medical University named after N.I. Pirogov,

Moscow, Russian Federation

Genome editing technologies, including the newly appeared CRISPR/Cas9, are the most promising for development of etiotropic
treatment of cystic fibrosis. Traditional transfection methods are commonly used to deliver components of CRISPR/Cas9 system. We
aimed at optimizing non-viral delivery of plasmid pEGFP-N1 into human tracheal epithelial cells CFTE29o- with homozygous F508del
mutation. Efficiency of lipofection with various reagents, Metafectene, Metafectene Pro, Unifectine-56 and Maxifectine-56, was very
low and poorly reproducible. Electroporation, even in «soft» conditions, led to high cell mortality. Calcium phosphate transfection
turned out to be suitable for CFTE29o- showing efficiency of 46.3—48.0%. High efficacy of this method allows to transfect
CRISPR/Cas9 plasmids for their further comparative characterization in order to optimize genome editing of F508del mutation in
CFTR gene.

Key words: CFTE29o-, Electroporation, Transfection, Gene Transfer Techniques, Green Fluorescent Proteins
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