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Множественная эндокринная неоплазия 1 типа (МЭН1) - это аутосомно доминантный
наследственный синдром, при котором наблюдается гиперплазия или злокачественная
трансформация сразу нескольких эндокринных желез. В большинстве случаев у паци-
ентов с МЭН1 обнаруживаются мутации в гене MEN1, однако молекулярные механизмы
развития данного синдрома до сих пор не ясны ввиду нечетких генотип-фенотип корре-
ляций. Перспективным подходом является создание изогенных клеточных линий, моде-
лирующих заболевание, с помощью технологии геномного редактирования CRISPR/Cas9.
Система CRISPR/Cas9 дает возможность исправить мутацию благодаря внесению в кон-
кретный участок генома двухцепочечного разрыва, который затем может быть репариро-
ван по механизму гомологичной рекомбинации [2].

Целью данной работы было создание генетических конструкций, экспрессирующих
компоненты системы CRISPR/Cas9, для исправления мутации в гене MEN1. Моделью
для геномного редактирования и создания изогенной системы служили клетки пациен-
та с диагнозом МЭН1, у которого была обнаружена однонуклеотидная замена в экзоне
9 гена MEN1. На первом этапе работы была проанализирована последовательность ге-
на и выбраны три потенциальные мишени для системы CRISPR/Cas9. С использованием
биоинформатических ресурсов был проведен дизайн направляющих РНК. Далее соот-
ветствующие олигонуклеотиды были клонированы под контроль промотора U6 в вектор,
содержащий ген Cas9. Затем посредством секвенирования плазмидной ДНК мы проанали-
зировали клоны трансформантов E. coli на наличие вставки, т.е. спейсера направляющей
РНК. В результате были получены три конструкции, экспрессирующие соответствующие
направляющие РНК, предназначенные для редактирования мутации в гене MEN1.

В настоящее время мы проводим оценку эффективности и специфичности работы по-
лученных генетических конструкций на культурах клеток. В дальнейшем будет выбрана
оптимальная конструкция и проведено редактирование пациент-специфичных клеток, му-
тантных по гену MEN1 с использованием донора для гомологичной рекомбинации. Полу-
ченная система изогенных клеточных линий послужит релевантной моделью для изучения
молекулярно-генетических механизмов развития синдрома МЭН1.
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