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Применение химиотерапевтических подходов для лечения злокачественных опухолей
может являться причиной развития вторичного острого миелоидного лейкоза [1]. У 12%
пациентов с данным заболеванием наблюдается транслокация, приводящая к обр азова-
нию слитого гена AML1-ETO [2]. Развитие хромосомных транслокаций с участием гена
AML1 (RUNX1), регулирующего гемопоэз, связывают с использованием в качестве про-
тивоопухолевых препаратов ингибиторов топоизомераз [3]. Удобным способом изучения
механизмов, ведущих к появлению транслокаций, является создание модельной клеточ-
ной линии, где в значительной доле клеток будут наблюдаться описанные перестройки.
Индукция транслокации в такой линии будет обуславливаться процессами негомологич-
ной репарации двухцепочечных разрывов, внесенных системой CRISPR/Cas9 [4].

Для создания клеточной линии была собрана плазмида, включающая гены РНК-ги-
дов, подобранных к генам AML1 и ETO, и ген Cas9 с системой индукции транскрипции
Тет-ON. Полученная плазмида использовалась для трансфекции клеток лимфобластоид-
ной культуры RPMI 8866. Индукция хромосомной транслокации AML1-ETO обуславлива-
лась активацией доксициклином гена Cas9, усиление экспрессии которого подтверждается
данными количественной ПЦР с обратной транскрипцией. После чего была подсчитана
частота возникновения хромосомной транслокации AML1-ETO в культуре траснформиро-
ванных лифмобластных клеток методом количественной ПЦР, а также оценена кинетика
ее возникновения. На основе трансформированной культуры получена моноклональная
линия. Данная клеточная модель использовалась для анализа влияния ингибитора бел-
ка репарации MRE11 (Mirin) на предмет снижения частоты возникновения транслокаций
методом количественной ПЦР.

В результате была получена клеточная линия LCL_iAML/ETO, в которой возможно
воспроизведение лейкозогенных транслокаций между генами AML1 и ETO путем акти-
вации доксициклином системы CRISPR/Cas9. В дальнейшем такая линия может быть
использована для скрининга химических препаратов, потенциально способных снижать
вероятность перестроек.
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