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Развитие вторичных лейкозов — один из известных побочных эффектов химиотера-
пии злокачественных опухолей. Заболевания, вызванные применением противоопухоле-
вого препарата этопозида, зачастую обуславливаются транслокациями с участием генов
AML1 (RUNX1) и MLL1 (KMT2A) [1]. Частыми партнерами по транслокациям для этих
генов являются гены ETO и AF9, соответственно [2,3]. Подобные транслокации хотя и
ведут к преимуществу при делении клеток, но сами по себе, являются крайне редким
событием и возникают в единичных клетках популяции. Для изучения механизма возник-
новения данных транслокаций необходимы клеточные модели, в которых они будут возни-
кать в значительной доле клеток в популяции с измеряемой частотой. Удобным способом
индукции транслокаций представляется внесение двух направленных двуцепочечных раз-
рывов в ДНК посредством CRISPR/Cas9. Репарация по пути негомологичного соединения
концов должна, с определенной вероятностью, приводить к образованию искомых транс-
локаций между локусами, в которые вносятся разрывы [4,5].

Имея целью создание клеточных моделей транслокаций AML1-ETO и MLL1 -AF9, мы
проверили работоспособность системы: собрали плазмиды, содержащие гены РНК-гидов
или Cas9. После чего провели транзиентную трансфекцию клеток линии HeLa плазмидами
с генами двух гидовых РНК и геном Cas9 и показали возникновение перестроек между
таргетируемыми локусами с помощью ПЦР. Затем мы собрали плазмиду, содержащую
гены РНК-гидов, таргетирующих гены AML1 и ETO, и ген Cas9 с системой индукции
транскрипции Тет-ON. Эту конструкцию мы интегрировали в геном клеток лимфобласто-
идной культуры RPMI 8866. В полученной стабильной клеточной линии мы подтвердили
экспрессию Cas9 при активации доксициклином с помощью ПЦР с обратной транскрип-
цией.

Результаты экспериментов подтверждают, что данный подход позволяет индуцировать
хромосомные перестройки в культуре клеток, а создаваемые клеточные модели могут быть
использованы для скрининга препаратов, снижающих потенциальный риск возникнове-
ния хромосомных транслокаций в ходе химиотерапии, и, как следствие, частоту развития
вторичных лейкозов.

Данная работа выполнена при частичной финансовой поддержке РФФИ (проект № 15-
54-16007_НЦНИЛ_а).
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