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Ñèì ï òî ìà òè ÷å ñêîå è ïà òî ãå íå òè ÷å ñêîå ëå ÷å íèå ìó êî âèñ öè äî çà ïî çâî ëè ëî óâå ëè ÷èòü ïðî äîë æè òå ëü íîñòü æèç íè ïà öè åí -
òîâ äî 30 ëåò, îä íà êî çà áî ëå âà íèå äî ñèõ ïîð îñòà åò ñÿ íå èç ëå ÷è ìûì. Òåõ íî ëî ãèè ãåí íîé òå ðà ïèè, îñíî âàí íûå íà èñ ïî ëü çî -
âà íèè ñïå öè ôè ÷å ñêèõ íóê ëå àç, îò êðû âà þò íî âûå âîç ìîæ íî ñòè â ðàç ðà áîò êå ýòè îò ðîï íîé òå ðà ïèè íà ñëåä ñò âåí íûõ çà áî ëå âà -
íèé. Íàè áî ëåå øè ðî êî èñ ïî ëü çó å ìûì ìå òî äîì ãå íîì íî ãî ðå äàê òè ðî âà íèÿ ÿâ ëÿ åò ñÿ CRISPR/Cas9. Öåëü ðà áî òû: ñðàâ íå íèå
ýô ôåê òèâ íî ñòè ðå äàê òè ðî âà íèÿ ãå íà CFTR ñ èñ ïî ëü çî âà íè åì ðàç íûõ íà ïðàâ ëÿ þ ùèõ ÐÍÊ (sgRNA), ïî äî áðàí íûõ äëÿ êîð ðåê -
öèè ìó òà öèè F508del, è ïî âû øå íèå èõ àê òèâ íî ñòè. Â ðà áî òå èñ ïî ëü çî âà ëè ìî äè ôè öè ðî âàí íóþ spCas9 (eS p Cas9) è äâå
sgRNA, ïî äî áðàí íûå íà ïî ñëå äî âà òå ëü íîñòü ãå íà CFTR: sgCFTR#1 — íå ïî ñðåä ñò âåí íî íà ìó òà öèþ F508del, sgCFTR#2 — çà
14 íóê ëå î òè äîâ îò ìó òà öèè â 5’-îá ëà ñ òè. Â êà ÷å ñò âå êîí ò ðî ëÿ ðà áî òû íóê ëå à çû èñ ïî ëü çî âà ëè sgGFP, ïî äî áðàí íóþ íà ïî ñëå -
äî âà òå ëü íîñòü ãå íà GFP. Ìàò ðè öåé äëÿ sgCFTR#1 è #2 âû ñòó ïà ëà ïëàç ìè äà pGEM-TA-CFTR ñ ÷à ñòüþ ãå íà CFTR ñ ìó òà öèåé
F508del, êî-òðàíñ ôè öè ðî âàí íàÿ ñ ïëàç ìè äîé äëÿ CRISPR/Cas9, äëÿ sgGFP — ïëàç ìè äà pEGFP-C1. Íà êó ëü òó ðå HEK293T ïî êà -
çà íî, ÷òî sgCFTR#1 èìå åò íàè ìåíü øóþ ýô ôåê òèâ íîñòü ñðå äè èñ ïî ëü çó å ìûõ sgRNA — êî ëè ÷å ñò âî èí ñåð öèé/äå ëå öèé (èí äå -
ëîâ) ïðè T7E1 àíà ëè çå ñî ñòà âè ëî 6,37—20,82%; óðî âåíü ýê ñ ï ðåñ ñèè sgCFTR#1 ïî ñëå òðàíñ ôåê öèè íè æå, ÷åì sgGFP, ïðî äå -
ìîí ñò ðè ðî âàâ øåé íàè áî ëü øóþ àê òèâ íîñòü — äî 65% èí äå ëîâ. Äî áàâ ëå íèå G-êâàä ðóï ëåê ñîâ â ïî ñëå äî âà òå ëü íîñòü
sgCFTR#1 è sgGFP äëÿ ïî âû øå íèÿ èõ ñòà áè ëü íî ñòè ïðè âå ëî ê óìå íü øå íèþ èõ ýê ñ ï ðåñ ñèè è àê òèâ íî ñòè. Êó ëü òè âè ðî âà íèå
òðàíñ ôè öè ðî âàí íûõ êëå òîê ïðè áî ëåå íèç êîé òåì ïå ðà òó ðå (24 ÷à ñà ïðè 37°Ñ, çà òåì 48 ÷à ñîâ ïðè 30°Ñ) ïðè âå ëî ê äâó êðàò íî -
ìó ñíè æå íèþ àê òèâ íî ñòè sgCFTR#1, íå èç ìå íèâ ïðè ýòîì àê òèâ íîñòü sgGFP. Òà êèì îá ðà çîì, â ðà áî òå ïî ëó ÷å íà ïðÿ ìàÿ âçàè -
ìî ñâÿçü ìåæ äó ýê ñ ï ðåñ ñèåé íà ïðàâ ëÿ þ ùåé ÐÍÊ è åå àê òèâ íî ñòüþ, îä íà êî ýê ñ ï ðåñ ñèþ sgCFTR#1 è ýô ôåê òèâ íîñòü åå ðà áî -
òû ïî âû ñèòü íå óäà ëîñü. Íå îá õî äè ìî ïðåä ïðè íè ìàòü äà ëü íåé øèå ïî ïûò êè óñè ëå íèÿ ýê ñ ï ðåñ ñèè sgCFTR#1 è åå ñòà áè ëè çà -
öèè, ëè áî èñ ïî ëü çî âàòü äðó ãèå Cas9, ðàñ øè ðÿ þ ùèå âîç ìîæ íî ñòè ïîä áî ðà íà ïðàâ ëÿ þ ùèõ ÐÍÊ íà ìó òà öèþ F508del.
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Symp tom atic and pathogenetic treat ment of cys tic fi bro sis al lowed to in crease pa tients’ life span up to 30 years, but dis ease is still
in cur able. New gene ther apy tech nol o gies based on the use of spe cific nu cleases open up new op por tu ni ties in de vel op ment of eti ol -
ogy-based ther apy for he red i tary dis eases. Among these meth ods CRISPR/Cas9 is the most widely used ap proach for ge nome ed it -
ing. The aim of the study is to com pare cor rec tion ef fi cacy of CFTR gene by Cas9 with dif fer ent guide RNAs (sgRNAs), de signed to
F508del mu ta tion, and to in crease their ac tiv ity. We used mod i fied spCas9 (eSpCas9) and two sgRNAs de signed to CFTR gene:
sgCFTR#1 — di rectly to the F508del mu ta tion and sgCFTR#2 — 14 nu cleo tides 5’-upstream from the mu ta tion. SgGFP de signed to
GFP gene was used as a con trol of the nuclease ac tiv ity. PGEM-TA-CFTR plasmid with part of the CFTR gene with the F508del mu ta -
tion co-transfected with the plasmid for CRISPR/Cas9 was used as tem plate for sgCFTR#1 and #2; plasmid pEGFP-C1 was used as
tem plate for sgGFP. Ex per i ments per formed in HEK293T cell cul ture dem on strated, that sgCFTR#1 has the low est ef fi ciency among
used sgRNAs — num ber of in ser tions/de le tions (indels) by T7E1 as say was 6.37—20.82%. Ex pres sion level of sgCFTR#1 af ter
transfection was lower than ex pres sion of sgGFP, which showed the great est ac tiv ity — up to 65% of indels. Ad di tion of
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G-quadruplexes to sgCFTR#1 and sgGFP se quences with the aim to in crease their sta bil ity led to de crease of ex pres sion and ac tiv ity. 
Cul turing transfected cells at lower tem per a ture (24 hours at 37°C, then 48 hours at 30°C) re sulted in two-fold de crease of
sgCFTR#1 ac tiv ity, but with out af fect ing sgGFP ac tiv ity. Thus, di rect re la tion ship be tween sgRNAs ex pres sion and their ac tiv ity was
con firmed in the study; how ever, sgCFTR#1 ex pres sion and its ef fi cacy could not be in creased. Fur ther at tempts to en hance
sgCFTR#1 ex pres sion and its sta bi li za tion should be per formed, or other Cas9 en zymes, which ex pand the abil ity to se lect sgRNA di -
rect to F508del mu ta tion can be po ten tially used.

Key words: ñystic fi bro sis, CRISPR/Cas9, sgRNA ex pres sion, CFTR, G-quadruplex.

Ââå äå íèå

Ìó êî âèñ öè äîç (ÌÂ, OMIM#219700) — îä íî èç ñà -
ìûõ ÷à ñ òûõ è òÿ æå ëûõ íà ñëåä ñò âåí íûõ çà áî ëå âà íèé
ó ÷å ëî âå êà. Íå ñìîò ðÿ íà ñó ùå ñò âåí íûå óñïå õè, äî ñòèã -
íó òûå â åãî ëå ÷å íèè [1—3], ÌÂ îñòà åò ñÿ íå èç ëå ÷è ìîé
áî ëåçíüþ ñ ïðåä ñêà çàí íîé ìå äè à íîé ïðî äîë æè òå ëü íî -
ñòè æèç íè 41,7 ãî äà è ìå äè à íîé âîç ðà ñ òà ñìåð òè 30 ëåò
[4]. Ìî ëå êó ëÿð íîé ïðè ÷è íîé çà áî ëå âà íèÿ ÿâ ëÿ þò ñÿ ìó -
òà öèè â ãå íå CFTR, êî äè ðó þ ùåì òðàíñ ìåì á ðàí íûé íàò -
ðèé-õëîð íûé èîí íûé êà íàë [5]. Íàè áî ëåå ÷à ñ òîé ìó òà -
öèåé ñðå äè åâ ðî ïåé öåâ ÿâ ëÿ åò ñÿ F508del, ïðè âî äÿ ùàÿ
ê óòðà òå ôå íè ëà ëà íè íà â ïåð âè÷ íîé àìè íî êèñ ëîò íîé
ïî ñëå äî âà òå ëü íî ñòè, ÷òî âå äåò ê íà ðó øå íèþ ñî çðå âà íèÿ
áåë êà CFTR è åãî ïîë íî ìó îò ñóò ñò âèþ íà ïî âåð õ íî ñòè
êëå òîê [6]. Áëà ãî äà ðÿ øè ðî êî ìó âíå äðå íèþ ìå òî äîâ ãå -
íîì íî ãî ðå äàê òè ðî âà íèÿ â ëà áî ðà òîð íóþ ïðàê òè êó ïî -
òåí öè à ëü íî ïî ÿ âè ëàñü âîç ìîæ íîñòü êîð ðåê öèè áî ëü -
øèí ñò âà ìó òà öèé ó ÷å ëî âå êà, â òîì ÷èñ ëå è F508del
[7—11]. Ïåð âûå ïî ïûò êè èñ ï ðàâ ëå íèÿ ìó òà öèè F508del
ñ èñ ïî ëü çî âà íè åì íóê ëå àç öèí êî âûõ ïà ëü öåâ [9, 12—13], 
íóê ëå àç TALEN [10, 14] è CRISPR/Cas9 [8, 11, 15] äå -
ìîí ñò ðè ðó þò âîç ìîæ íîñòü óñïåø íî ãî ðå äàê òè ðî âà íèÿ,
îä íà êî èõ íå âû ñî êàÿ ýô ôåê òèâ íîñòü íå ïî çâî ëÿ åò èñ -
ïîëü çî âàòü èõ â êëè íè êå, ÷òî äå ëà åò êðàé íå àê òó à ëü íîé
çà äà ÷åé ïî èñê è ðàç âè òèå íî âûõ ïîä õî äîâ ê êîð ðåê öèè
F508del.

Ìå òîä ãå íîì íî ãî ðå äàê òè ðî âà íèÿ CRISPR/Cas9 ÷ðåç -
âû ÷àé íî ïî ïó ëÿ ðåí â ñè ëó ïðî ñòî òû èñ ïî ëü çî âà íèÿ, ëåã -
êî ñòè äè çàé íà ñè ñ òå ìû öå ëå âîé êîð ðåê öèè è äî ñòà òî÷ íî
âû ñî êîé ýô ôåê òèâ íî ñòè [7]. CRISPR/Cas9 ñî ñòî èò èç
äâóõ îáÿ çà òå ëü íûõ êîì ïî íåí òîâ: åäè íîé íà ïðàâ ëÿ þ ùåé
ÐÍÊ (sgRNA), íå îá õî äè ìîé äëÿ ðàñ ïî çíà âà íèÿ è ñâÿ çû -
âà íèÿ ñ öå ëå âîé ïî ñëå äî âà òå ëü íî ñòüþ ÄÍÊ, è íóê ëå à çû
Cas9, ñïî ñîá íîé ñî çäàòü äâó öå ïî ÷å÷ íûé ðàç ðûâ (ÄÖÐ)
ÄÍÊ â ìå ñ òå ñâÿ çû âà íèÿ sgRNA ñ ÄÍÊ. Ïðè íà ëè ÷èè
äî íîð íîé ÄÍÊ ðå ïà ðà öèÿ ÄÖÐ îñó ùå ñò â ëÿ åò ñÿ ïó òåì
íà ïðàâ ëåí íîé ãî ìî ëî ãè÷ íîé ðå ïà ðà öèè èëè íå ãî ìî ëî -
ãè÷ íî ãî ñî å äè íå íèÿ êîí öîâ (ÍÃÑÊ), ïðè îò ñóò ñò âèè —
òî ëü êî ïó òåì ÍÃÑÊ [16]. Îñíîâ íûì íå äî ñòàò êîì
CRISPR/Cas9 ÿâ ëÿ åò ñÿ íå ñïå öè ôè ÷å ñêàÿ àê òèâ íîñòü,
îáó ñëîâ ëåí íàÿ íà ëè ÷è åì ïñåâ äî ãå íîâ è âû ñî êî ãî ìî ëî -
ãè÷ íûõ ó÷à ñò êîâ â ãå íî ìå, à òàê æå íå áî ëü øîé äëè íîé
sgRNA [7]. Ñó ùå ñò âó åò íå ñêî ëü êî ñòðà òå ãèé ïî óìå íü øå -
íèþ íå öå ëå âîé àê òèâ íî ñòè CRISPR/Cas9 [17], îä íîé èç
êî òî ðûõ ÿâ ëÿ åò ñÿ âíå ñå íèå ìó òà öèé â Cas9, ïðè âî äÿ ùèõ
ê ñíè æå íèþ ñâÿ çû âà íèÿ íóê ëå à çû ñ íå öå ëå âîé ïî ñëå äî -
âà òå ëü íî ñòüþ ÄÍÊ çà ñ÷åò íåé òðà ëè çà öèè ïî ëî æè òå ëü íî
çà ðÿ æåí íûõ îñíî âà íèé [18, 19].

Äëÿ ðàç ðà áîò êè ýô ôåê òèâ íî ãî ñïî ñî áà êîð ðåê öèè
ìó òà öèè F508del ìû ïî äî áðà ëè íå ñêî ëü êî íà ïðàâ ëÿ þ -
ùèõ ÐÍÊ íà ìåñ òî âî êðóã ìó òà öèè è èñ ïî ëü çî âà ëè ìî -
äè ôè öè ðî âàí íóþ íóê ëå à çó eS p Cas9, ïî êà çàâ øóþ ñõîä -
íóþ ñ äè êèì òè ïîì SpCas9 öå ëå âóþ, íî çíà ÷è òå ëü íî
ñíè æåí íóþ íå öå ëå âóþ àê òèâ íîñòü [18]. Öå ëüþ äàí íîé
ðà áî òû áû ëî ñðàâ íå íèå ýô ôåê òèâ íî ñòè ðå äàê òè ðî âà íèÿ 
CFTR ñ èñ ïî ëü çî âà íè åì ðàç íûõ sgRNA, ïî äî áðàí íûõ
äëÿ êîð ðåê öèè ìó òà öèè F508del, è ïî âû øå íèå èõ àê òèâ -
íî ñòè.

Ìà òå ðè à ëû è ìå òî äû

Êëî íè ðî âà íèå ïëàç ìèä. Èñ õîä íàÿ ïëàç ìè äà äëÿ
CRISPR/Cas9 eS p Cas9(1.1) áû ëà ïî äà ðå íà Feng Zhang
(Ad dge ne #71814). Íà ïðàâ ëÿ þ ùèå ÐÍÊ (sgRNA) äëÿ
SpCas9 áû ëè ïî äî áðà íû ñ èñ ïî ëü çî âà íè åì ñâî áîä íî ãî
ïðî ãðàì ìíî ãî îáåñ ïå ÷å íèÿ, ðàç ðà áî òàí íî ãî Bro ad In s ti tu te 
(ÑØÀ) (http://por tals.bro a din s ti tu te.org/gpp/pub lic/ana ly -
sis-to ols/sgrna-de sign). Ïëàç ìè äà áû ëà ðå ñò ðè öè ðî âà íà BbsI 
(Ñè áÝí çèì, Ðîñ ñèÿ) è èñ ïî ëü çî âà íà â ðå àê öèè ëè ãè ðî âà -
íèÿ êàê âåê òîð äëÿ êëî íè ðî âà íèÿ ïî ñëå äî âà òå ëü íî ñòè,
êî äè ðó þ ùåé íà ïðàâ ëÿ þ ùóþ ÐÍÊ (ÄÍÊ-Ñèí òåç èëè Åâ -
ðî ãåí, Ðîñ ñèÿ). Ñ ïðè ìå íå íè åì ðå àê öèé ãèá ðè äè çà öèè è
ëè ãè ðî âà íèÿ áû ëè ïî ëó ÷å íû ñëå äó þ ùèå ïëàç ìè äû:
spCas9-sgCFTR#1, spCas9-sgCFTR#2, spCas9-sgGFP,
spCas9-sgCFTR#1qu ad è spCas9-sgGFPqu ad.

Êëå òî÷ íàÿ êó ëü òó ðà è òðàíñ ôåê öèÿ. Êëå òî÷ íóþ êó ëü -
òó ðó HEK293Ò (ëþ áåç íî ïðå äî ñòàâ ëåí íóþ ê.á.í.
Ì.Þ. Ñêîá ëî âûì èç ëà áî ðà òî ðèè ôóí ê öè î íà ëü íîé ãå -
íî ìè êè ÔÃÁÍÓ «ÌÃÍÖ») êó ëü òè âè ðî âà ëè â DMEM
(Ïà íÝ êî, Ðîñ ñèÿ) ñ äî áàâ ëå íè åì 10% ýì á ðè î íà ëü íîé
áû ÷üåé ñû âî ðîò êè (PAA La bo ra to ri es GmbH, Àâ ñò ðèÿ),
100U/ìë/100ìêã/ìë ïå íè öèë ëèí/ñòðåï òî ìè öè íà è
4 ìÌ L-ãëó òà ìè íà (Ïà íÝ êî, Ðîñ ñèÿ). Êà ëü öèé-ôîñ ôàò -
íóþ òðàíñ ôåê öèþ êëå òîê HEK293T ïðî âî äè ëè â 12-ëó -
íî÷ íûõ ïëàí øå òàõ ïðè 50% êîí ô ëó åí ò íî ñòè, êàê îïè -
ñà íî ðà íåå [20], ñóì ìàð íîå êî ëè ÷å ñò âî ïëàç ìèä íà ëóí -
êó 1,5 èëè 5,5 ìêã (ïðè êî-òðàíñ ôåê öèè 1 èëè 5 ìêã
ïëàç ìè äû ñ Cas9 è sgRNA è 0,5 ìêã öå ëå âîé ïëàç ìè äû).
×å ðåç 6 ÷à ñîâ ïî ñëå òðàíñ ôåê öèè ñðå äó ìå íÿ ëè íà ïîë -
íóþ ðî ñ òî âóþ, ñî äåð æà ùóþ 10% ýì á ðè î íà ëü íîé áû ÷üåé 
ñû âî ðîò êè. Â êà ÷å ñò âå ðå ïîð òåð íîé ïëàç ìè äû èñ ïî ëü -
çî âà ëè pEGFP-Ñ1 (Clon tech, ÑØÀ). Êî ëè ÷å ñò âî ôëó î -
ðåñ öåí ò íûõ êëå òîê îöå íè âà ëè ÷å ðåç 48—72 ÷à ñà ïî ñëå
òðàíñ ôåê öèè íà ïðî òî÷ íîì öè òî ìåò ðå (Flow max, Par tec, 
Ãåð ìà íèÿ). Ôî òî ãðà ôè ðî âà íèå êëå òîê ïðî âî äè ëè íà
ìèê ðî ñêî ïå Axio Ver t.A1 (Ze iss, Ãåð ìà íèÿ).
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Âû äå ëå íèå ÄÍÊ è ÐÍÊ. Âû äå ëå íèå ÄÍÊ ïðî âî äè ëè
ñ èñ ïî ëü çî âà íè åì íà áî ðà Ge no mic DNA-Tis sue Mi niP rep 
(Zy mo Re se arch, ÑØÀ), ñî ãëàñ íî ïðî òî êî ëó ïðî èç âî äè -
òå ëÿ. ÐÍÊ âû äå ëÿ ëè ñòàí äàð ò íûì ôå íîë-õëî ðî ôîð ì -
íûì ìå òî äîì.

Îöåí êà ýê ñ ï ðåñ ñèè. Ñèí òåç êÄÍÊ ïðî âî äè ëè ñ ïî ìî -
ùüþ M-MuLV (Àëü ôà-ôåð ìåíò, Ðîñ ñèÿ). Äëÿ îöåí êè ýê -
ñ ï ðåñ ñèè â ðå àê öè îí íóþ ñìåñü (25 ìêë), ñî äåð æà ùóþ 500 
íÌ ïðàé ìå ðîâ, 200 ìêÌ äÍÒÔ, 3 ìêÌ Mg2+, 0,1õSYBR
Gre en I (In vit ro ge ne, ÑØÀ) è 0,04 Åä. Taq-ïî ëè ìå ðà çû,
âíî ñè ëè ïî 5 ìêë ÄÍÊ. ÏÖÐ â ðå à ëü íîì âðå ìå íè ïðî âî -
äè ëè íà ïðè áî ðå CFX96 (Bio-Rad, ÑØÀ). Óñëî âèÿ ðå àê -
öèè: 95°Ñ — 2 ìèí, 45õ(95°Ñ — 30 ñ, 60°Ñ — 30 ñ, 72°Ñ —
30 ñ). Èñ ïî ëü çî âà ëè ïðàé ìå ðû äëÿ sgRNA (F — 5’-
GTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGC
-3’, R — 5’- CCAACGCGTTGGATGCATAGCTT -3’), ãå -
íà B2M (F — 5’- CTGCCGTGTGAACCATGTGA -3’, R — 
5’- CAATCCAAATGCGGCATCTTC -3’) è ïëàç ìè äû
spCas9 (F — 5’- TGGACTATCATATGCTTACCG -3’, R — 
5’- CGCGCTAAAAACGGACTA-3’). Íîð ìà ëè çà öèþ ýê ñ -
ï ðåñ ñèè sgRNA ïðî âî äè ëè íà ãåí B2M è ïëàç ìè äó
spCas9.

T7E1 àíà ëèç. Äëÿ ïðî âå äå íèÿ T7E1 àíà ëè çà ïðî âî äè -
ëè àì ï ëè ôè êà öèþ èí òå ðå ñó þ ùå ãî ëî êó ñà: ôðàã ìåíò ãå -
íà CFTR (5’-ACGACTCACTATAGGGCGAATTGGG-3’, 
5’-TGATCCATTCACAGTAGCTTACCC-3’) èëè ãåí GFP
(5’-AAAACTAGTGGGGGAGGCATGGTGAGCAAGG
GCGAG-3’,
5’-AAAGAATTCCTTGTACAGCTCGTCCATGCC-3’)
â 50 ìêë ÏÖÐ-ñìå ñè, ñî äåð æà ùåé 500 íÌ ïðàé ìå ðîâ,
200 ìêÌ äÍÒÔ, 3 ìêÌ Mg2+, è 0,04 Åä. Taq-ïî ëè ìå ðà -
çû. Äà ëåå ÏÖÐ-ïðî äóêò î÷è ùà ëè ôå íîë-õëî ðî ôîð ìîì,
ðå ñóñ ïåí äè ðî âà ëè â 15 ìêë 1x NEB buf fer 2, ïðî âî äè ëè
äå íà òó ðà öèþ àì ï ëè êî íîâ ïðè 95°C — 2,5 ìèí, çà òåì áû -
ñò ðóþ ðå íà òó ðà öèþ, ñíè æàÿ òåì ïå ðà òó ðó íà 1°Ñ êàæ äûå
10 ñ (äî 85°C), çà òåì ìåä ëåí íóþ ðå íà òó ðà öèþ îõ ëàæ äå -
íè åì äî êîì íàò íîé òåì ïå ðà òó ðû. Ðå íà òó ðè ðî âàí íûå
àì ï ëè êî íû ïîä âåð ãà ëè ðå ñò ðèê öèè â 10 ìêë ñ 5 åä. T7E1 
íóê ëå à çû â òå ÷å íèå 40 ìèí ïðè 37°Ñ. Äà ëåå ïðî âî äè ëè
ýëåê ò ðî ôî ðåç â 1,8% àãà ðîç íîì ãå ëå ñ äî áàâ ëå íè åì áðî -
ìè ñòî ãî ýòè äèÿ. Ýô ôåê òèâ íîñòü ðå äàê òè ðî âà íèÿ ðàñ -
ñ÷è òû âà ëàñü ñ èñ ïî ëü çî âà íè åì Ima geJ ïî ôîð ìó ëå
Å = (b+c)/(a+b+c)x100, ãäå a — ÿð êîñòü ïî ëî ñû, ñî îò -
âåò ñò âó þ ùåé èñ õîä íî ìó àì ï ëè êî íó, b è c — ÿð êîñòü ïî -
ëîñ, ñî îò âåò ñò âó þ ùèõ ôðàã ìåí òàì ðå ñò ðèê öèè.

Ðå çó ëü òà òû

Áû ëè ïî äî áðà íû äâå íà ïðàâ ëÿ þ ùèå ÐÍÊ (sgRNA)

äëÿ spCas9 íà ïî ñëå äî âà òå ëü íîñòü ýê çî íà 10 ãå íà CFTR

â ìå ñ òå ìó òà öèè F508del (ðèñ. 1). Ïðè ýòîì PAM ïî ñëå -

äî âà òå ëü íîñòü äëÿ sgCFTR#1 ïî ÿâ ëÿ ëàñü òî ëü êî ïðè íà -

ëè ÷èè ìó òà öèè F508del, òî åñòü íóê ëå à çà Cas9 ìîã ëà

ïðî èç âî äèòü ÄÖÐ òî ëü êî â ñëó ÷àå ìó òà öèè. Âòî ðàÿ

sgRNA — sgCFTR#2 — ïî äî áðà íà íà ïî ñëå äî âà òå ëü -

íîñòü ÄÍÊ ðÿ äîì ñ ìó òà öèåé, è ñ åå ïî ìî ùüþ ìîæ íî

ðå äàê òè ðî âàòü êàê ïî ñëå äî âà òå ëü íîñòü ñ ìó òà öèåé, òàê è 

äè êèé òèï. Ñî îò âåò ñò âåí íî áû ëè ïî ëó ÷å íû 2 ïëàç ìè äû:

spCas9-sgCFTR#1 è spCas9-sgCFTR#2.

Ýô ôåê òèâ íîñòü CRISPR/Cas9 ñ ïî äî áðàí íû ìè

sgRNA îöå íè âà ëè ïî äî ëå âñòà âîê/äå ëå öèé (èí äå ëîâ)

â òàð ãåò íîì ëî êó ñå â êëå òî÷ íîé êó ëü òó ðå HEK293T. Òàê

êàê â HEK293T îò ñóò ñò âó åò ìó òà öèÿ F508del, òî â ðà áî òå

ïðî âî äè ëè êî-òðàíñ ôåê öèþ ïëàç ìèä spCas9-sgCFTR#1

èëè spCas9-sgCFTR#2 ñ ïëàç ìè äîé pGEM-TA-CFTR,

ñî äåð æà ùåé â ñå áå ÷àñòü ãå íà CFTR ñ ìó òà öèåé. Ïðî -

öåíò èí äå ëîâ, îá ðà çó þ ùèõ ñÿ â ïëàç ìè äå

pGEM-TA-CFTR, îöå íè âà ëè ÷å ðåç 48—72 ÷à ñà ïî ñëå

êî-òðàíñ ôåê öèè, ïóòåì T7E1 àíà ëè çà. Êðî ìå òî ãî, â ðà -

áî òå â êà ÷å ñò âå ïî ëî æè òå ëü íî ãî êîí ò ðî ëÿ ðå äàê òè ðî âà -

íèÿ èñ ïî ëü çî âà ëè íà ïðàâ ëÿ þ ùóþ ÐÍÊ, ïî äî áðàí íóþ

íà ãåí GFP (ïëàç ìè äà spCas9-sgGFP), êî òî ðóþ

êî-òðàíñ ôè öè ðî âà ëè ñ ïëàç ìè äîé pEGFP-C1. Â ñå ðèè

ýê ñ ïå ðè ìåí òîâ áû ëî ïî êà çà íî, ÷òî íàè áî ëåå ýô ôåê òèâ -

íîé sgRNA ÿâ ëÿ åò ñÿ sgGFP, ïðè âî äÿ ùàÿ ê îá ðà çî âà íèþ

èí äå ëîâ â 60,6—64,7% ñëó ÷à åâ (ðèñ. 2). SgCFTR#1 ïî êà -

çà ëà íàè ìåíü øóþ ýô ôåê òèâ íîñòü, ïðè âî äÿ ê îá ðà çî âà -

íèþ èí äå ëîâ â 6,37—20,82%. Èñ ïî ëü çî âà íèå ðàç íî ãî

êî ëè ÷å ñò âà ïëàç ìèä ñ Cas9 è sgRNA â òðàíñ ôåê öèè ïî -

çâî ëè ëî íå çíà ÷è òå ëü íî óâå ëè ÷èòü ïðî öåíò ðå äàê òè ðî âà -

íèÿ ëî êó ñà CFTR, ïî ý òî ìó âñå äà ëü íåé øèå ýê ñ ïå ðè ìåí -

òû ïðî âî äè ëè ñ èñ ïî ëü çî âà íè åì 5 ìêã ïëàç ìè äû íà

200 òû ñÿ÷ êëå òîê.

Íå ñìîò ðÿ íà äî âî ëü íî ýô ôåê òèâ íîå ðå äàê òè ðî âà íèå 

ëî êó ñà CFTR ñ ïî ìî ùüþ spCas9-sgCFTR#2, ïðè ðàç ðà -

áîò êå ãå íîì íî ãî ðå äàê òè ðî âà íèÿ ìó òà öèè F508del îï òè -

ìà ëü íî èñ ïî ëü çî âàòü ñïå öè ôè ÷å ñêóþ sgRNA, ñâÿ çû âà þ -

ùó þ ñÿ òî ëü êî ñ ìó òè ðî âàí íûì ëî êó ñîì, ïî ý òî ìó â ðà -

áî òå áû ëè ïðåä ïðè íÿ òû ïî ïûò êè óâå ëè ÷å íèÿ ýô ôåê -

òèâ íî ñòè ðà áî òû sgCFTR#1, ïî äî áðàí íîé íà ìó òà öèþ

F508del.
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Ðèñ. 1. Ôðàã ìåíò 10 ýê çî íà ãå íà CFTR ñ ïî äî áðàí íû ìè sgRNA.



Èç âå ñò íî, ÷òî ðàç ëè÷ íûå sgRNA îá ëà äà þò ðàç íîé
ýô ôåê òèâ íî ñòüþ è ïðè ðî äà ýòî ãî ôå íî ìå íà äî êîí öà íå 
èçó ÷å íà [21—23]. Îä íèì èç èç âå ñò íûõ ëè ìè òè ðó þ ùèõ
ôàê òî ðîâ ýô ôåê òèâ íî ñòè CRISPR/Cas9 ÿâ ëÿ åò ñÿ óðî -
âåíü ýê ñ ï ðåñ ñèè sgRNA. Ìåòîäîì êî ëè ÷å ñò âåí íîé ÏÖÐ 
ìû èç ìå ðè ëè óðî âåíü ýê ñ ï ðåñ ñèè sgCFTR#1 è sgGFP
(ðèñ. 3) íà ðàç íûõ ñðî êàõ ïî ñëå òðàíñ ôåê öèè. Êàê âèä íî 
èç ðèñ. 3, íà ïðàâ ëÿ þ ùèå ÐÍÊ èìå þò ðàç íóþ äè íà ìè êó
ýê ñ ï ðåñ ñèè. Ñðà çó ïî ñëå òðàíñ ôåê öèè (0 è 7 ÷à ñîâ)
óðîâ íè ýê ñ ï ðåñ ñèè îáå èõ ÐÍÊ íèç êèå è íå ðàçëè ÷à þò ñÿ
ìåæ äó ñî áîé, íî ÷å ðåç 24 ÷à ñà ïî ñëå òðàíñ ôåê öèè óðî -
âåíü ýê ñ ï ðåñ ñèè sgGFP ïî÷ òè â 15 ðàç âû øå, ÷åì
sgCFTR#1; ÷å ðåç 30 ÷à ñîâ ïî ñëå òðàíñ ôåê öèè — â 22 ðà -
çà âûøå. Ïðè ýòîì óðîâ íè ýê ñ ï ðåñ ñèè sgCFTR#1 ÷å ðåç
30 ÷à ñîâ è sgGFP ÷å ðåç 24 ÷à ñà ïðàê òè ÷å ñêè íå îò ëè ÷à -
þò ñÿ, ÷òî ìî æåò ãî âî ðèòü î òîì, ÷òî ýê ñ ï ðåñ ñèÿ
sgCFTR#1 ñ òå ÷å íè åì âðå ìå íè ïî ñëå òðàíñ ôåê öèè óâå -
ëè ÷è âà åò ñÿ ìåä ëåí íåå, ÷åì ýê ñ ï ðåñ ñèÿ sgGFP.

Òàê êàê ïðî ìî òîð ó îáå èõ íà ïðàâ ëÿ þ ùèõ ÐÍÊ îäè -
íà êî âûé — U6, òðàíñ êðèï öèÿ îáå èõ sgRNA äîë æíà
áûòü îäè íà êî âàÿ. Ðàç íûé óðî âåíü ýê ñ ï ðåñ ñèè ìî æåò
áûòü îáó ñëîâ ëåí áî ëåå áû ñò ðîé äå ãðà äà öèåé sgCFTR#1
ïî ñðàâ íå íèþ ñ sgGFP. Â äà ëü íåé øåé ðà áî òå ìû ïî ïû -
òà ëèñü ïî âû ñèòü ñòà áè ëü íîñòü sgCFTR#1. Â èñ ñëå äî âà -
íèè ïî ñêðè íèí ãó áî ëü øî ãî ÷èñ ëà íà ïðàâ ëÿ þ ùèõ ÐÍÊ,
ïðî âå äåí íîì Mo re no-Ma te os ñ ñî àâò., ïî êà çà íî, ÷òî
sgRNA, èìå þ ùèå â ñâîåì ñî ñòà âå ãó à íè äèí-áî ãà òûå
ó÷à ñò êè (áî ëåå 8 îñíî âà íèé), áî ëåå ñòà áè ëü íû èç-çà
ôîð ìè ðî âà íèÿ G-êâàä ðóï ëåê ñîâ [21]. Ìû äî áà âè ëè ïî -
ñëå äî âà òå ëü íîñòü CACCGGGAGGGCGGGGAGGG
ê ïî ñëå äî âà òå ëü íî ñòÿì sgCFTR#1 è sgGFP ñ 5’-êîí öà,
÷òî áû ñî çäàòü óñëî âèÿ äëÿ îá ðà çî âà íèÿ G-êâàä ðóï ëåê -
ñà, — sgCFTR#1qu ad è sgGFPqu ad ñî îò âåò ñò âåí íî. Ðå çó -
ëü òà òû àíà ëè çà ãå òå ðî äóï ëåê ñîâ ïî êà çà ëè, ÷òî ýô ôåê -
òèâ íîñòü ðàç ðå çà íèÿ òàð ãåò íîé ÄÍÊ ñ èñ ïî ëü çî âà íè åì
èç ìå íåí íûõ íà ïðàâ ëÿ þ ùèõ ÐÍÊ ñíè çè ëàñü (ðèñ. 4).

Òàê æå ìû èç ìå ðè ëè ýê ñ ï ðåñ ñèþ âñåõ èñ ïî ëü çó å ìûõ
â ýòîì ýê ñ ïå ðè ìåí òå sgRNA ÷å ðåç 48 ÷à ñîâ ïî ñëå òðàíñ -
ôåê öèè è îá íà ðó æè ëè ñíè æå íèå ýê ñ ï ðåñ ñèè íà ïðàâ ëÿ -
þ ùèõ ÐÍÊ ñ G-êâàä ðóï ëåê ñà ìè ïî ñðàâ íå íèþ ñ èñ õîä -
íîé sgRNA (ðèñ. 5). Òà êèì îá ðà çîì, ýô ôåê òèâ íîñòü ðàç -
ðå çà íèÿ òàð ãåò íîé ÄÍÊ õî ðî øî êîð ðå ëè ðó åò ñ óðîâ íåì
ýê ñ ï ðåñ ñèè èñ ïî ëü çó å ìîé sgRNA — ÷åì âû øå ýê ñ ï ðåñ -
ñèÿ, òåì âûøå ïðî öåíò ðå äàê òè ðî âà íèÿ. G-êâàä ðóï ëåê -
ñû ïðè âî äÿò ê ñíè æå íèþ óðîâ íÿ ýê ñ ï ðåñ ñèè sgRNA.

Òàê æå ìû ïî ïû òà ëèñü óâå ëè ÷èòü ýô ôåê òèâ íîñòü ðå -
äàê òè ðî âà íèÿ, êó ëü òè âè ðóÿ êëåò êè ïðè áî ëåå íèç êîé
òåì ïå ðà òó ðå. Â ðÿ äå ðà áîò ïî êà çà íî óâå ëè ÷å íèå ýô ôåê -
òèâ íî ñòè ãå íîì íî ãî ðå äàê òè ðî âà íèÿ â îò íî øå íèè íå -
ñêî ëü êèõ ãå íîâ, âêëþ ÷àÿ CFTR, ñ èñ ïî ëü çî âà íè åì íóê -
ëå àç öèí êî âûõ ïà ëü öåâ ïðè âðå ìåí íîì êó ëü òè âè ðî âà -
íèè òðàíñ ôè öè ðî âàí íûõ êëå òîê ïðè 30°Ñ [9, 24].
Îñíîâ íîé ïðåä ïî ëà ãà å ìûé ìå õà íèçì — ñòà áè ëè çà öèÿ
íóê ëå à çû. Ìû êó ëü òè âè ðî âà ëè òðàíñ ôè öè ðî âàí íûå
êëåò êè 24 ÷à ñà ïðè 37°Ñ, ïî ñëå ÷å ãî ïî íè æà ëè òåì ïå ðà -
òó ðó äî 30°Ñ íà 48 ÷à ñîâ. Îöåí êó ãå íîì íî ãî ðå äàê òè ðî -
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Ðèñ. 4. Ýô ôåê òèâ íîñòü ðàç ðå çà íèÿ ÄÍÊ ñ èñ ïî ëü çî âà íè åì sgRNA
ñ G-êâàä ðóï ëåê ñà ìè.
À — ýëåê ò ðî ôî ðåã ðàì ìà T7E1 àíà ëè çà ñ ðå çó ëü òà òà ìè ðå äàê òè ðî -
âà íèÿ ïëàç ìè äû pEGFP-C1. 1 — sgGFP, 2 — sgGFPqu ad, 3 — îò ðè öà -
òå ëü íûé êîí ò ðîëü.
Á — ýëåê ò ðî ôî ðåã ðàì ìà T7E1 àíà ëè çà ñ ðå çó ëü òà òà ìè ðå äàê òè ðî -
âà íèÿ ïëàç ìè äû pGEM-TA-CFTR. 1 — sgCFTR#1, 2 — sgCFTR#1qu -
ad, 3 — îò ðè öà òå ëü íûé êîí ò ðîëü.

Ðèñ. 2. Ñðàâ íå íèå ýô ôåê òèâ íî ñòè ðà áî òû spCas9(1.1) ñ ðàç íû ìè
íà ïðàâ ëÿ þ ùè ìè ÐÍÊ. Äàí íûå ïðè âå äå íû êàê ñðåä íåå.

Ðèñ. 3. Ýê ñ ï ðåñ ñèÿ sgRNA â ðàç íûå ïðî ìå æóò êè âðå ìå íè ïî ñëå
òðàíñ ôåê öèè. Äàí íûå ïðè âå äå íû êàê ñðåä íåå.



âà íèÿ ïðî âî äè ëè ÷å ðåç 72 ÷à ñà ïî ñëå òðàíñ ôåê öèè. Êðî -

ìå òî ãî, ïà ðàë ëå ëü íî èñ ïî ëü çî âà ëè ïëàç ìè äû c

sgCFTR#1 (+ pGEM-TA-CFTR) è sgGFP (+pEGFP-C1). 

Íà ðèñ. 6 ïî êà çà íî ñíè æå íèå äî ëè ôëó î ðåñ öåí ò íûõ

(GFP-ïî ëî æè òå ëü íûõ) êëå òîê ïðè äî áàâ ëå íèè ïëàç ìè -

äû ñ sgGFP ïî ñðàâ íå íèþ ñ êëåò êà ìè, â êî òî ðûå íå äî -

áàâ ëÿ ëè ýòó íà ïðàâ ëÿ þ ùóþ ÐÍÊ. Ðàç íè öû â ýô ôåê òèâ -

íî ñòè ðå äàê òè ðî âà íèÿ â çà âè ñè ìî ñòè îò òåì ïå ðà òó ðû

êó ëü òè âè ðî âà íèÿ íå îò ìå ÷å íî. Ïðè ðå äàê òè ðî âà íèè

CFTR îò ìå ÷å íî äâó êðàò íîå ñíè æå íèå ýô ôåê òèâ íî ñòè

ðå äàê òè ðî âà íèÿ ïðè êó ëü òè âè ðî âà íèè êëå òîê ïðè 30°Ñ

(òàá ëè öà).

Çà êëþ ÷å íèå

Â ðà áî òå ïðî à íà ëè çè ðî âà ëè ýô ôåê òèâ íîñòü ãå íîì íî -

ãî ðå äàê òè ðî âà íèÿ ëî êó ñà CFTR, ñî äåð æà ùå ãî ìó òà öèþ

F508del. Íà ïðàâ ëÿ þ ùàÿ ÐÍÊ, ïî äî áðàí íàÿ íå ïî ñðåä ñò -

âåí íî íà ìó òà öèþ, ïî êà çà ëà çíà ÷è òå ëü íî ìå íü øóþ àê -

òèâ íîñòü, ïî ñðàâ íå íèþ ñ òîé, ÷òî ïî äî áðà íà â 5’-îá ëà ñ -

òè îò ìó òà öèè. Â ðà áî òå áû ëî îá íà ðó æå íî, ÷òî íèç êàÿ àê -

òèâ íîñòü sgRNA êîð ðå ëè ðó åò ñ åå íèç êîé ýê ñ ï ðåñ ñèåé.

Ïî ïûò êè ñòà áè ëè çè ðî âàòü sgRNA ïó òåì äî áàâ ëå íèÿ

â íåå G-êâàä ðóï ëåê ñîâ íå óâåí ÷à ëèñü óñïå õîì. Êó ëü òè -

âè ðî âà íèå òðàíñ ôè öè ðî âàí íûõ êëå òîê ïðè áî ëåå íèç êîé 

òåì ïå ðà òó ðå òàê æå íå äà ëî ïî ëî æè òå ëü íî ãî ðå çó ëü òà òà

â ïî âû øå íèè ýô ôåê òèâ íî ñòè ãå íîì íî ãî ðå äàê òè ðî âà -

íèÿ. Íå îá õî äè ìî ïðåä ïðè íè ìàòü äà ëü íåé øèå ïî ïûò êè

óñè ëå íèÿ ýê ñ ï ðåñ ñèè sgCFTR#1 è åå ñòà áè ëè çà öèè, ëè áî

èñ ïî ëü çî âàòü äðó ãèå Cas9, íà ïðè ìåð, sa Cas9, ñ äðó ãè ìè

PAM-ïî ñëå äî âà òå ëü íî ñòÿ ìè, ðàñ øè ðÿ þ ùè ìè âîç ìîæ -

íî ñòè ïîä áî ðà íà ïðàâ ëÿ þ ùèõ ÐÍÊ íà ìó òà öèþ F508del.
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