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В ходе совместной работы с НИИ медицинской генетики (Томск) и институтом Шари-
те (Берлин) в нашей лаборатории ведется изучение феномена врождённой макроцефалии
при делеции локуса Xq24. Наиболее вероятным геном-кандидатом, который может вызы-
вать подобные аномалии развития центральной нервной системы, является ген UBE2A,
находящийся в этом локусе и ассоциированный с развитием X-сцепленной умственной от-
сталости типа Насцименто [1, 2]. Для изучения функции гена UBE2A in vitro было принято
решение создать модель на основе индуцированных плюрипотентных стволовых клеток
(ИПСК), которые способны дифференцироваться в различные типы клеток, в частности,
в нейральные. Более того, ИПСК способны самоорганизовываться in vitro в структуры,
которые похожи по морфологическим свойствам и клеточному составу на нативные тка-
ни мозга человека, так называемые органоиды мозга. Для получения нокаутных линий
клеток мы использовали CRISPR/Cas9 геномное редактирование, для которого были по-
добраны три направляющие РНК (gRNA), комплементарных 2-му экзону гена UBE2A.
Были сконструированы три плазмиды, каждая содержащая последовательности, кодиру-
ющие одну из gRNA, Cas9-нуклеазу и GFP-белок. Данные генетические конструкции ис-
пользовали для доставки компонентов системы редактирования генома в ИПСК здоровых
доноров с женским и мужским кариотипами. В ходе работы были отобраны 3 женских кло-
на с гомозиготным нокаутом гена UBE2A и 2 мужских клона с нокаутом в гемизиготном
состоянии. Результат генного нокаута в отобранных клонах был оценен функционально по
экспрессии гена UBE2A при помощи количественной ОТ-ПЦР. Во всех клонах наблюда-
ется достоверное снижение экспрессии гена UBE2A. В отредактированных клонах ИПСК
был подтвержден плюрипотентного статуса и отсутствие аномалий кариотипа. Для оцен-
ки статуса инактивации Х-хромосомы, в которой локализован ген UBE2A, был проведен
иммуноцитохимический анализ с антителами к гистону H3K27me3. В результате было по-
казано, что в исходных ИПСК и отредактированных женских клонах обе Х-хромосомы
активны. Для изучения эффекта повышенной экспрессии гена UBE2A дополнительные
копии этого гена были встроены в геном ИПСК в лентивирусном векторе. Всего было
собрано 4 лентивирусных вектора (с трансгеном gfp; с трансактиватором tet-ON систе-
мы; целевой вирус с кодирующей последовательностью гена UBE2A и с инвертированной
кодирующей последовательностью гена UBE2A), после сборки и созревания которых про-
водили заражение ИПСК. В результате, при помощи лентивирусной транфекции отобрано
в работу 3 клона с индуцибельной гиперэкспрессией гена UBE2A, а также 3 контрольных
клона, которые были трансфицированы вектором, не несущим функциональной копии
гена UBE2A. Повышенная индуцибельная экспрессия гена UBE2A в отобранных клонах
подтверждена при помощи количественной ОТ-ПЦР.
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