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Ген nsun7 (NOP2/Sun domain family, member 7) кодирует белок, предположитель-
но являющийся РНК метилтрансферазой. Из литературных данных известно, что мута-
ции в гене nsun7 могут вызывать нарушения в подвижности сперматозоидов мышей и че-
ловека, приводя к стерильности. Определение мишени Nsun7 может пролить свет на при-
чины некоторых типов мужского бесплодия и в дальнейшем дать возможность разработ-
ки способов борьбы с ними.

Для глубокого изучения функции белка часто требуется получение трансгенных жи-
вотных. Однако, на сегодняшний день недостаточно отработаны схемы направленного вне-
сения конкретных мутаций в геном. Процент животных, получивших нужную мутацию, обыч-
но крайне мал. Существуют различные приемы с использованием направленного дву-
цепочечного разрыва и последующей гомологичной рекомбинацией. Данный метод име-
ет большое применение во всем мире и не имеет аналогов на сегодняшний день. Что-
бы повысить эффективность выбранного метода, в качестве ДНК-матрицы для рекомби-
нации мы выбрали одноцепочечную ДНК с короткими гомологичными фланками.

Основной целью данной работы являлось получение генно-инженерных конструкций (од-
ноцепочечных ДНК с короткими гомологичными фланками) для внесения направлен-
ных мутаций в ген nsun7 M. Musculus при помощи системы CRISPR/Cas9. Одна из кон-
струкций была создана с целью внести сразу после стартового кодона nsun7 последо-
вательность аффинного HA-тэга. В результате такой модификации будет получен бе-
лок Nsun7 с довеском на N-конце, что позволит проводить иммунопреципитацию целе-
вого белка с мишенями. Вторая из созданных конструкций направлена на внесение ге-
на флюоресцентного белка Katushka сразу после стартового кодона nsun7. Данная моди-
фикация позволит определить локализацию белка.

Обе конструкции были получены в виде двуцепочечной плазмидной ДНК, содержа-
щей последовательность соответствующего довеска, окруженную 150 bp фланками, гомо-
логичными nsun7 в районе стартового кодона. Для получения конструкции с Katushka ис-
пользовали метод NEBuilder HiFi DNA Assembly. Затем с помощью асиметричного ПЦР с дан-
ных плазмид были получены соответствующие одноцепопечные ДНК.

Произведено планирование, синтез и очистка гидовой РНК для осуществления требу-
емого двуцепочечного разрыва геномной ДНК с помощью системы CRISPR/Cas9. Син-
тез гидовой РНК проводился с помощью T7-транскрипции.

Произведена микроинъекция компонентов CRISPR/Cas9 системы вместе с одноцепо-
чечной ДНК, содержащей вставку HA-тэга, в яйцеклетки мыши. Далее планируется про-
извести микроинъекцию второй конструкции и генотипирование получившихся линий мы-
шей.

В результате анализа современных методов клонирования и внесения мутаций в ге-
ном, были выбраны оптимальные подходы, которые повысят процент мышей с необходи-
мой нам мутацией.
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