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Редактирование генома методом CRISPR/Cas для создания сублинии клеток  
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Технология CRISPR/Cas, являющаяся наиболее эффективной среди существующих методов редактирования генома, позволяет 
модифицировать таргетные участки молекулы ДНК и находит применение в различных отраслях биологии, генетики, сельского 
хозяйства, биотехнологии и медицины. С ее помощью создаются модели клеточных линий, необходимые для исследования роли 
определенных генов в развитии и терапии злокачественных и других заболеваний. Одним из таких генов является р21 (CDKN1A), 
регулируемый опухолевым супрессором р53 и негативно контролирующий прогрессию клеточного цикла. Неоднозначное 
влияние белка р21 на процессы канцерогенеза и ключевое участие в ответе клеток на терапию определяют его как перспективную 
мишень для исследований в этих областях. В нашей работе мы получили сублинию клеток рака легкого А549, нокаутную по 
гену р21, с помощью метода CRISPR/Cas, Ее использование планируется в экспериментах по изучению роли белка р21, а также 
опосредуемых им механизмов влияния других генов, в ответе клеток на терапию онкологических заболеваний, в частности, 
становлении фенотипа старения при применении низких доз терапии и выхода отдельных клеток из этой стадии (формирование 
рецидива опухоли), а также определении механизмов возникновения устойчивости опухолевых клеток.
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The CRISPR/Cas technology, which is the most efficient among the existing genome editing methods, allows modifying target regions 
of the DNA molecule and is used in various fields of biology, genetics, agriculture, biotechnology, and medicine. Models of cell lines 
required for studying the role of certain genes in the development and therapy of malignant and other diseases can be created using 
CRISPR/Cas method. One of such genes is p21 (CDKN1A), which is regulated by the p53 tumor suppressor and negatively controls cell 
cycle progression. The ambiguous influence of the p21 protein on the processes of carcinogenesis and its key role in the response of 
cells to therapy make it a promising target for research in these areas. In our work, we obtained a subline of lung cancer cells A549, 
knockout for the p21 gene, using the CRISPR/Cas method. It is planned to use it in experiments to study the role of the p21 protein, as 
well as the mechanisms mediated by it, the influence of other genes, in the cell response to cancer therapy. in particular, the formation 
of the senescence phenotype after treatment with low-dose therapy and the escape of individual cells from this stage (formation of 
tumor recurrence), as well as determining the mechanisms for the emergence of tumor cell resistance.
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Введение

Редактирование генома широко применяется 
в фундаментальных и прикладных научных ис-
следованиях, в биотехнологии и медицине [1]. 

Данный метод используется для модификации опре-
деленных генов с целью установления их роли в раз-
личных процессах, в частности, в развитии онкологи-
ческих заболеваний; применяется в качестве подхода 
для терапии генетических болезней [2]; позволяет вно-
сить изменения в геном лимфоцитов ex vivo при имму-
нотерапии рака [3] и др. В исследуемый участок ДНК 
с помощью специфических нуклеаз вносится двухце-
почечный разрыв, который в дальнейшем «застраива-
ется» либо путем негомологичного соединения концов 
(non-homologous end joining, NHEJ), либо, при нали-
чии специфической матрицы, с помощью гомологич-
ной репарации (homology-directed repair (HDR)). Та-
ким способом можно внести различные изменения по-
следовательности гена, которые приведут к изменению 
структуры и функционирования его белкового продук-
та или к его полному отсутствию (нокаут гена). В на-
стоящее время редактирование ДНК осуществляется 
с использованием нуклеаз типа «цинковые пальцы» 
(ZFNs), TALEN (Transcription Activator-Like Effector 
Nucleases) и метода CRISPR/Cas. В отличие от первых 
двух в системе CRISPR/Cas таргетный участок ДНК 
распознается не белком, а молекулой РНК. Техноло-
гия CRISPR/Cas является инновационной и обладает 
преимуществами над ZFNs и TALEN, в частности, бо-
лее высокой эффективностью и сравнительно более 
простой процедурой конструкции самой системы [4].

Широко используемой областью применения ме-
тода CRISPR/Cas является создание моделей для опре-
деления роли того или иного гена в развитии злока-
чественных процессов, механизмов установления ре-
зистентности клеток, а также перепрограммирования 
транскрипции генов, становления фенотипа старения 
при действии низких доз химиолучевой терапии и т.п. 
[5]. Регулятор прогрессии клеточного цикла белок р21 
(ген CDKN1A) играет ключевую роль в процессах кан-
церогенеза, поддерживая баланс между пролиферацией 
и апоптозом [6]. Показано, что он имеет двоякое вли-
яние на развитие опухоли [7]. С одной стороны, вы-
ступает в качестве опухолевого супрессора, индуцируя 
апоптоз и снижая рост опухоли in vitro [8] и in vivo [9], 
с другой стороны, в ряде работ отмечаются противопо-
ложные эффекты р21 на развитие опухоли – активация 
апоптоза и ингибирование пролиферации клеток при 
снижении экспрессии гена р21 [10, 11]. Кроме того, р21 

является основным участником развития ответа кле-
ток на терапию – при незначительных повреждениях 
ДНК (низкие дозы терапии) его уровень повышается, 
что приводит к остановке деления и развитию стадии 
клеточного старения [12, 13], тогда как при примене-
нии высоких доз терапии происходит снижение уровня 
р21 и активация апоптоза [14]. Следствием повышения 
уровня белка р21 является поддержание жизнедеятель-
ности клетки [15], а также развитие устойчивости к те-
рапии [16]. Однако обнаруженное снижение уровня р21 
после устранения повреждений, вызванных терапи-
ей, имеет негативные для организма последствия, так 
как коррелирует с возвратом опухолевых клеток к по-
вторному делению с последующим развитием рециди-
ва опухоли [17]. Внесение изменений в экспрессию ге-
на р21 с помощью редактирования его последователь-
ности может использоваться для комбинированной 
терапии определенных опухолей с целью улучшения 
эффективности терапии первой линии.

Целью нашей работы является создание модель-
ной клеточной сублинии рака легкого А549 с нокаути-
рованным геном р21 с помощью технологии CRISPR/
Cas. Данную модель можно использовать не только для 
изучения роли самого белка р21, но и установления на-
личия р21-опосредованного механизма влияния других 
генов и белков, манипуляции с которыми предполо-
жительно повысят эффективность противоопухолевой 
терапии на процессы канцерогенеза, развития ответа 
клеток на действие химиолучевой терапии, способно-
сти подвергшихся терапии клеток к формированию ре-
цидива опухоли и др. 

Методы

Ведение клеточных культур. Клетки линии рака 
легкого А549 культивировали в среде DMEM (С455п, 
Панэко, Россия), с добавлением 10% телячьей эмбри-
ональной сыворотки (S1810, Biowest, Южная Амери-
ка) и комбинации антибиотиков пенициллин-стреп-
томицин (А065’, Панэко, Россия).

Создание конструкции. sgRNA клонировали в век-
тор рХ458 (Addgene plasmid #48138), содержащий по-
следовательность нуклеазы Cas9 и GFP, по сайту ре-
стрикции BbsI. sgRNA к гену р21 подбирали, используя 
программу CHOPCHOP (https://chopchop.cbu.uib.no/). 
Подбор осуществляли таким образом, чтобы сайт для 
распознавания нуклеазой находился на стыке интрона 
и экзона (см. результаты). Смысловая и анти-смысло-



37

ISSN 2073-7998� Медицинская генетика 2023. Том 22. Номер 11

Медицинская генетика [Medical genetics] 2023; 22(11)

https://doi.org/10.25557/2073-7998.2023.11.35-39� Medical genetics 2023. Vol. 22. Issue 11

вая последовательности sgRNA, отобранной для соз-
дания сублинии клеток, приведены ниже:

смысловая: 5’-CACCGTGCAGGCGCCATGTCA
GAACCGG-3’

анти-смысловая: 5’-AAACCCGGTTCTGACATGG
CGCCTGCAC-3’

К каждой цепи был добавлен соответствующий 
участок сайта рестрикции. Синтез олигонуклеоти-
дов проводили в компании Евроген (Москва, Рос-
сия). Цепи отжигали (95oC – 5сек, 95oC – 1oC/цикл – 
70 циклов) для получения двухцепочечной молекулы 
ДНК и клонировали в указанный выше вектор.

Трансфекция и сортировка клонов. Трансфекцию 
вектора рХ458, содержащего sgRNA, Cas9 и маркер 
GFP, в клетки А549 осуществляли с помощью реаген-
та липофектамина 3000 (L3000015, Lipofectamine 3000, 
Invitrogen), согласно протоколу производителя.

Через 48 часов после трансфекции проводили сор
тировку единичных клеток по маркеру GFP на про-
точном цитофлуориметре (BD FACSAria™ III, США) 
в плоскодонные 96-луночные планшеты (30196’, SPL 
Lifesciences, Корея). На следующий день клоны под 
микроскопом оценивали на наличие одиночных кле-
ток (лунки, в которые попали две или более клетки, 
не брали для дальнейшего нароста культуры). Наращи-
вание клонов осуществляли в течение двух-трех недель.

Вестерн блот анализ. Клетки каждого клона ресу-
спендировали в лизирующем буфере RIPA (150 мМ 
хлорид натрия, 1% NP-40, 0,5% дезоксихолат натрия, 
0,1% SDS, 50 мМ TRIS, рН 8,0). 20 мкг белка нано-
сили в лунку для проведения электрофореза белков 
в полиакриламидном геле. Белки из геля переносили 
на мембрану PVDF (1620177, Bio-Rad, США), пред-
варительно активированную метанолом. Электрофо-
рез и перенос белков проводился в системе Биорад 
(Mini-PROTEAN®, Bio-Rad, США). Для предотвраще-
ния неспецифического связывания антител мембрану 
с белками блокировали в нежирном молоке (Bio-Rad, 
США). Далее проводили окраску антителами к бел-
ку р21 (2947, Cell Signaling, США) и актину (AC026, 
Abclonal, Китай) в течение ночи при температуре +4оС. 
После отмывки от первичных антител, мембрану ин-
кубировали со вторичными антителами анти-кролик 
(7074, Cell Signaling, США) при комнатной температуре 
в течение 40 минут. После отмывки от вторичных ан-
тител мембрану проявляли с помощью хемилюминес-
центного HRP-субстрата (Clarity Western ECL Substrate, 
Bio-Rad, США) на хемилюминометре (ImageQuant LAS 
4000, GE Healthcare, США).

Результаты исследования и их обсуждение

Для получения модельной сублинии клеток рака 
легкого А549, в которой отсутствует белок р21 (нока-
ут), нами был выбран метод CRISPR/Cas, на насто-
ящий момент являющийся наиболее эффективной 
технологией для создания нокаутных линий клеток 
[18]. Как отмечено в материалах и методах, после-
довательность sgRNA подбиралась на стыке интро-
на и экзона гена р21 (рис. 1А). Это делалось для то-
го, чтобы нуклеаза не узнавала и не делала разрывов 
в последовательности экзогенного гена р21, получен-
ной из кДНК и не имеющей в своем составе интро-
на. Таким образом, это позволяет одновременно экс-
прессировать белок Cas и экзогенный ген р21 в одной 
клетке при отсутствии эндогенного р21. При вве-
дении нуклеазы в клетки может быть использова-
на трансфекция плазмиды или трансдукция виру-
са, содержащего таргетную плазмиду [18]. Широко 
используемые ленти- и ретровирусная трансдукции 
сопровождаются встраиванием последовательности 
Cas в геном клетки. При введении в такую клетку эк-
зогенного гена, содержащего сайт узнавания для ну-
клеазы, она будет делать в нем разрывы, что сдела-
ет невозможным получение белка. В нашем случае 
этого не произойдет. Введение в нокаутную по гену 
р21 клетку экзогенного гена р21 может понадобиться 
в различных исследованиях, в частности, для полу-
чения модели индуцированного терапией клеточно-
го старения, когда для становления фенотипа старе-
ния необходимо наличие белка р21; с целью возоб-
новления экспрессии гена для подтверждения ранее 
полученного эффекта и т.п. Экспрессия экзогенно-
го гена под индуцибельным промотором позволит 
в дальнейшем отменить его экспрессию, если это 
необходимо для исследования, например, при изу-
чении зависимости выхода клеток из стадии старе-
ния от уровня белка р21.

Через 48 часов после трансфекции клетки, по-
ложительные по маркеру GFP, были отсортирова-
ны в 96-луночный планшет из расчета одна клетка 
в одну лунку (рис. 1Б). Анализ клонов на наличие 
в них белка р21 методом вестерн блоттинга пока-
зал его отсутствие в клоне №7 (рис. 1В). Таким об-
разом, мы получили сублинию клеток А549, нокаут-
ную по гену р21. Кроме того, мы показали эффектив-
ность подобранной нами sgRNA, что в последующем 
позволит нам создавать сублинии других опухоле-
вых клеток, в которых будет отсутствовать эндоген-
ный белок р21. 
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Заключение

Нами была получена сублиния клеток рака лег-
кого А549, нокаутная по гену р21, методом CRISPR/
Cas. В дальнейшем, используя полученную нокаут-
ную сублинию А549, мы планируем исследовать роль 
белка р21, а также опосредуемых им механизмов вли-

яния других генов, в ответе клеток на терапию он-
кологических заболеваний, в частности, формирова-
нии фенотипа старения при применении низких доз 
терапии и выхода отдельных клеток из этой стадии 
(формировании рецидива опухоли), а также опре-
делении механизмов возникновения устойчивости 
опухолевых клеток.

Рис. 1. Получение клонов клеток сублинии А549, нокаутных по гену р21. А) Подбор sgRNA к последовательности гена р21 с по-
мощью программы CHOPCHOP (https://chopchop.cbu.uib.no/ (рисунок с сайта программы). Стрелкой показана выбранная нами 
sgRNA. Б) Анализ трансфекции и сортировка клеток, положительных по маркеру GFP. В) Проверка полученных клонов клеток 
на наличие в них белка р21 методом вестерн-блоттинга. Окраска на актин использовалась в качестве контроля нанесения об-
разцов.

Fig. 1. Obtaining a subline of lung cancer cells A549, knockout for the p21 gene. A) Selection of sgRNA to the p21 gene sequence us-
ing the CHOPCHOP program (https://chopchop.cbu.uib.no/ (picture from the program website). The arrow shows the sgRNA we select-
ed. Б) Analysis of transfection and sorting of cells positive for the GFP marker. B)  Checking the resulting cell clones for the presence of 
p21 protein using Western blotting. Actin staining was used as a control for sample application.
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