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УСТНЫЕ ДОКЛАДЫ

ИССЛЕДОВАНИЕ ЭФФЕКТИВНОСТИ 
МЕМБРАНЫ КОЛЛАГЕНОВОЙ VISCOLL® ДЛЯ 
ВОССТАНОВЛЕНИЯ РОГОВИЦЫ В IN VIVO 
МОДЕЛЯХ

А.Ю. Андреев1, 2, 3*, Е.О. Осидак1, 4, 
C.Э. Аветсов2, 3, С.П. Домогатский1, 5
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Пересадка донорской роговицы является наиболее 
распространённым методом хирургического лечения 
большинства заболеваний роговицы, однако глобаль-
ный дефицит донорских тканей существенно осложняет 
его использование. Таким образом, для решения этой 
проблемы необходима разработка альтернативных под-
ходов, основанных на тканевой инженерии и регенера-
тивной медицине.

В данной работе мы создали прочную, прозрачную, 
биосовместимую коллагеновую мембрану, используя 
только высококонцентрированный раствор коллагена 
(коллаген Viscoll) без использования химических сши-
вок. Мы провели исследования in vitro и in vivo, чтобы 
проверить ее эффективность для регенерации повреж-
дённой роговицы.

Механические свойства коллагеновой мембраны 
Vicoll (далее мембрана) сравнимы со свойствами нор-
мальной роговицы. Имплантация мембраны в карман 
роговицы кролика привела к увеличению общей толщи-
ны роговицы и ее прочностных характеристик, а также 
к сохранению прозрачности в течение шести месяцев по-
сле операции [1]. В следующем исследовании после уда-
ления части стромы мембрану имплантировали внутрь 
роговицы кроликов. Через 6 месяцев была отмечена 
активная миграция клеток хозяина в имплантированный 
материал, при этом прозрачность роговицы сохранялась 
у всех экспериментальных животных. Эффективная ин-
теграция мембраны с тканями роговицы способствовала 
регенерации нервов in vivo, что подтвердили данные кон-
фокальной микроскопии in vivo [2].

Таким образом была продемонстрирована без-
опасность и эффективность коллагеновой мембраны 
Vicoll для регенерации стромы роговицы. Помимо от-
личных оптических и механических свойств, мембрана 
способствует активной миграции клеток и может быть 
имплантирован в строму роговицы с использовани-
ем инструментов и методик, имитирующих те, которые 
применяются при кератопластике роговицы человека. 
С учётом того, что данное медицинское изделие было до-
пущено Росздравнадзором РФ для проведения клиниче-
ских испытаний можно сделать вывод, что коллагеновая 
мембрана Vicoll имеет реальный потенциал для решения 
глобальной проблемы нехватки донорских тканей для ле-
чения роговичной слепоты. Источники финансирования: 
Проект был поддержан Фондом Содействия Инновациям 
договор № 793ГКСС7-I5/79518.
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COLLAGEN MEMBRANE FOR REGENERATION 
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ИССЛЕДОВАНИЕ ЭФФЕКТИВНОСТИ 
ДОСТАВКИ ИСКУССТВЕННЫХ МРНК 
ЛИПОСОМАМИ 2X3-DOPE И 2X7-DOPE 
НА МОДЕЛЯХ IN VITRO И IN VIVO

Д.Н. Антропов1, А.С. Доме1, О.В. Марков1, 
Д.В. Гладких1, А.М. Матвеева1, А.Р. Валитова1, 
Е.С. Журавлев1, В.М. Голышев1, П.А. Пучков2, 
Д.М. Макарова2, М.А. Маслов2, Г.А. Степанов1*
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медицины СО РАН
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В настоящее время происходит активное развитие 
направления по созданию терапевтических агентов 
и вакцин на основе мРНК. При этом эффективность до-
ставки является одной из ключевых проблем при разра-
ботке препаратов на основе РНК.

В своем исследовании мы разработали стратегию 
синтеза функциональных мРНК. В первую очередь, нами 
были получены мРНК репортерных генов, а именно, зе-
леного флуоресцентного белка (GFP), красного флуорес-
центного белка mKate2 и люциферазы светлячка (FLuc). 
Полученные искусственные мРНК содержали модифи-
кации в виде псевдоуридина и 5’-кэпов, а также после-
довательности UTR, фланкирующие рамку считывания 
с 5’- и 3’-конца. Реализованная схема синтеза мРНК 
включала также стадии обработки фосфатазой и фер-
ментативного полиаденилирования. Было показано, что 
при трансфекции мРНК GFP и mKate2 в концентрации 
0,5–8,0 мкг/мл удается детектировать флуоресценцию 
в клетках человека. Функциональность мРНК FLuc была 
подтверждена при трансфекции с последующим лизи-
сом клеток через 24 ч и проведением стандартной люци-
ферин-люциферазной реакции.

С использованием полученных репортерных мРНК 
мы проводили скрининг липосом на основе поликати-
онных амфифилов 2X3 и 2X7 и липида-хэлпера DOPE 
по эффективности доставки искусственных мРНК 
в клетки человека. Предварительно проводили физи-
ко-химический анализ, оценку размера и ζ-потенциала 
липоплексов методами динамического светорассеяния 
и атомно-силовой микроскопии. При трансфекции кле-
ток человека полученными мРНК липосомы 2X3-DOPE 
(1:2) и 2X3-DOPE (1:3) демонстрировали наилучшие ре-
зультаты, сравнимые с эффективностью доставки мРНК 
коммерческими трансфицирующими агентами. Для вы-
бранных типов липосом была проведена оценка достав-
ки мРНК FLuc in vivo. Показано, что при использовании 
маннозилированных вариантов липосом 2X3:DOPE 
in vivo сигнал детектируется через 4 часа после подкож-
ного введения и сохраняется до 3 суток. Таким образом, 
исследуемые липосомы являются перспективным сред-
ством доставки мРНК-препаратов. Исследование выпол-
нено при поддержке гранта Российского научного фонда 
№ 22-75-10153.
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Развитие фиброза является наиболее частым ис-
ходом репаративной регенерации у человека. При об-
ширном или хроническом повреждении фиброз может 
принимать прогрессирующий характер, что приводит 
к постепенному замещению функциональной ткани ор-
гана фиброзной вплоть до полной дисфункции органа. 
Ввиду этого одной из важнейших задач регенеративной 
биомедицины является изучение механизмов прогрес-
сии фиброза с целью поиска эффективных мишеней его 
подавления и реверсии.

Основными эффекторными клетками фиброза дли-
тельное время считали миофибробласты. Однако се-
годня наряду с миофибробластами перспективной кле-
точной мишенью для регуляции фиброза считают пул 
клеток, называемых активированными фибробластами. 
Именно эти клетки, маркером которых является белок 
активации фибробластов FAPa, за счёт своей высокой 
пролиферативной и инвазивной активности, а также 
способности быстро дифференцироваться в миофибро-
бласты, обеспечивают прогрессивное течение фиброза. 
Возможности регуляции данного пула клеток на сегод-
няшний день остаются малоизученными. Поскольку ме-
зенхимные стромальные клетки (МСК) обладают способ-
ностью к регуляции фиброза через перенос микроРНК 
в составе внеклеточных везикул (ВВ), многообещающим 
направлением исследования является изучение влияния 
ВВ МСК на возможность управления пулом активирован-
ных FAPa+ фибробластов.

Для изучения данного вопроса ВВ выделяли из секре-
тома МСК человека и характеризовали согласно крите-
риям MISEV 2018. Ингибирование микроРНК проводили 
путём трансфекции ВВ МСК синтетическими олигонукле-
отидами. Эффект ВВ МСК оценивали на модели блеоми-
цин-индуцированного фиброза лёгких у мышей C57Bl/6, 
а также на in vitro моделях TGFb-индуцированной диффе-
ренцировки фибробластов и дедифференцировки мио-
фибробластов человека.

Нами было показано, что у мышей при введении 
ВВ МСК достоверно уменьшалась более, чем в два 
раза, как площадь депонированного коллагена в легких, 
так и выраженность признаков фиброза согласно шка-
ле Эшкрофта. В то же время площадь функциональной 
легочной ткани, сохранившей альвеолярную структуру, 
увеличилась на 40–45% по сравнению с контрольными 
группами. Мы показали, что in vivo ВВ МСК стимулиро-
вали не только дедифференцировку миофибробластов, 
но и снижали количество их активированных FAPa+ 
предшественников до уровня, наблюдаемого в интактной 
группе. С помощью ингибиторного анализа in vitro мы по-
казали, что одним из возможных агентов, переносимых 
в составе ВВ-МСК и ответственными за уменьшение экс-
прессии FAPa+ в активированных фибробластах, являет-
ся микроРНК-29с.

Таким образом мы показали, что пул активирован-
ных FAPa+ клеток может регулироваться МСК. Одним 
из ключевых молекулярных механизмов данного про-
цесса может являться перенос микроРНК, в том числе 
микроРНК-29с, в составе ВВ-МСК. Исследование вы-
полнено за счет гранта РНФ № 23-15-00198, https://
rscf.ru/project/23-15-00198/.
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Травма спинного мозга (ТСМ) приводит к дегенерации 
двигательных и чувствительных нейронов ниже области 
повреждения, восстановление которых остается труднораз-
решимой проблемой. Среди клеточных и молекулярных из-
менений в удаленной области, а именно поясничного отдела 
спинного мозга, где сосредоточен центральный генератор 
паттерна, особое внимание уделяется компонентам вне-
клеточного матрикса (ВКМ), в частности, протеогликанам 
различных классов, которые выступают в роли ингибиторов 
пластичности и нейрорегенерации. Данных по молекуляр-
ной организации ВКМ в отдаленной области недостаточно, 
что определяет актуальность подобных исследований.

В ходе исследования была установлена экспрессия 
мРНК генов молекул ВКМ Acan, Bcan, Vcan, Gpc6, Gpc4, 
NG2, TnR в вентральных рогах поясничного утолщения 
(L3-L4) интактного и травмированного на уровне груд-
ного отдела (Th8) спинного мозга на 7 и 60 сутки после 
повреждения. В качестве групп сравнения был аналогич-
ным образом проанализирован интактный и травмиро-
ванный спинной мозг в области, приближенной к эпицен-
тру повреждения, на уровне 10 грудного сегмента (Th10).

Уровень экспрессии мРНК гена Acan достоверно сни-
жался на 7 (острый период ТСМ) и 60 (хронический период 
ТСМ) сутки после повреждения в области Th10. Несмотря 
на значительное расстояние от эпицентра повреждения, 
на уровне L3-4 также происходило достоверное снижение 
экспрессии мРНК гена Acan на 7 и 60 сутки после ТСМ 
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при сравнении с интактным спинным мозгом, для которого 
было отмечено повышение (P <0,05) данного показателя 
в L3-4 при сравнении с Th10. Достоверное изменение 
в экспрессии мРНК гена Gpc6 наблюдалось на уровне 
L3-4: в интактной группе экспрессия данного показателя 
была выше в 1,6 и 2,2 раз при сравнении с 7 и 60 сутка-
ми, соответственно. Достоверное изменение в экспрессии 
мРНК гена TnR было обнаружено на 7 и 60 сутки после по-
вреждения в области L3-4, а также на 60 сутки в области 
Th10 при сравнении с 7 сутками. Наше исследование по-
казало, что экспрессия мРНК гена Gpc4 и NG2 не претер-
певает значительных изменений при моделировании ТСМ 
в острый и хронический период в области приближенной 
и удаленной от эпицентра повреждения. Уровень экспрес-
сии мРНК генов Bcan, Vcan на 60 сутки после поврежде-
ния в области Th10 был выше по сравнению с областью 
L3-4, также было обнаружено достоверное снижение дан-
ного показателя в интактном спинном мозге и на 7 стуки 
после ТСМ при сравнении Th10 и L3-4 для Vcan.

Эти результаты расширяют представление о моле-
кулярных и клеточных механизмах патологических из-
менений в отдаленных от эпицентра ТСМ сегментах для 
поиска и обоснования перспективных терапевтических 
мишеней. Кроме того, полученные данные дают обосно-
вание терапевтической эффективности воздействий 
не только непосредственно на первичную область по-
вреждения, но и на отдаленные отделы спинного моз-
га. Исследование выполнено за счет средств гранта 
Российского научного фонда № 23-25-00002.
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Более 20 клеточных продуктов, дифференцирован-
ных из аутологичных индуцированных плюрипотентных 
стволовых клеток (ИПСК), проходят стадию клиниче-
ских исследований в разных странах. Долгое время 
считалось, что такие клеточные продукты будут обла-
дать иммунотолерантностью, то есть, не будут вызывать 
иммунный ответ при трансплантации. Тем не менее 
некоторые исследования указывают на возможность 
распознавания производных ИПСК аутологичными 
Т-клетками [1,2], что вызывает опасения в отношении 
безопасности их применения. Данное исследование 
посвящено изучению иммунного ответа на дифферен-
цированные производные ИПСК. В работе была ис-
пользована изогенная клеточная модель, состоящая 
из фибробластов кожи, из которых путем репрограмми-
рования были получены ИПСК, и фибробластоподобных 
клеток, полученных из ИПСК (iPS-fibro).

В отличие от других авторов [1,2], мы показали, что 
клетки, дифференцированные из ИПСК, не вызывают 
существенной активации аутологичных Т-лимфоцитов 
в условиях in vitro. Неожиданно мы обнаружили, что диф-
ференцированные производные ИПСК чувствительны 
к цитотоксическим свойствам NK-клеток, независимо 
от наличия или отсутствия молекул HLA I класса, основ-
ных ингибирующих лигандов NK-клеточных рецепторов. 
С помощью транскриптомного анализа мы показали, 
что по сравнению с исходными фибробластами в iPS-
fibro одновременно наблюдается значительное сниже-
ние экспрессии молекул HLA-I и повышение экспрес-
сии лигандов к семейству активирующих рецепторов 
DNAM-1 и NKG2D. Таким образом, причиной повышен-
ной чувствительности дифференцированных произво-
дных ИПСК к действию NK-клеток является дисбаланс 
NK-клеточных лигандов. Недостаток ингибирующих 
сигналов может быть компенсирован в ходе длитель-
ного культивирования и пассирования iPS-fibro, однако 
этого недостаточно для снижения NK-клеточного отве-
та. Далее мы показали, что баланс NK-клеточных лиган-
дов в дифференцированных производных ИПСК может 
быть возвращен в равновесное состояние за счет пред-
варительной обработки клеточных культур IFNγ. Работа 
выполнена при финансовой поддержке РФФИ: проекты 
#20-315-90041 и #19-29-04113-мк, а также гранта 
075-15-2019-1669 Министерства науки и высшего 
образования.
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Ожирение диагностируется более чем у полумиллиар-
да людей и, являясь предвестником сахарного диабета 
2-го типа, напрямую влияет на преждевременную смерт-
ность в этой группе. Белые адипоциты запасают избыток 
энергии в форме триглицеридов, тогда как бурые адипо-
циты отличает высокая катаболическая активность, спо-
собность рассеивать энергию в виде тепла. Обнаружение 
«бежевых» адипоцитов [1], имеющих общее происхожде-
ние с белыми, но в которых, как и в бурых, происходит ин-
тенсивный липолиз и термогенез открыло возможность 
для разработки новых подходов к терапии ожирения.

Хорошо описаны транскрипционные регуляторы диф-
ференцировки бурых адипоцитов: к ним относятся PGC1α 
(коактиватор основного фактора транскрипции адипо-
генеза PPARγ), N-метилтрансфераза лизинов гистонов 
PRDM16 и недавно охарактеризованный фактор FoxP4 [2].

Нами были созданы генетические конструкции, коди-
рующие PRDM16 и FoxP4. Для трансдукции адипоцитов 
были протестированы аденоассоциированные вирус-
ные вектора разных серотипов. Показано, что наиболь-
ший тропизм к преадипоцитам мыши 3T3-L1 проявляют 
8 и 9 серотипы ААВ. Также показано, что индукция экс-
прессии PRDM16 в клетках 3T3-L1 вызывает экспрес-
сию термогенина (UCP1) — основного маркера бурых 
адипоцитов. С использованием масс-спектрометрии было 
обнаружено, что трансдукция дифференцированных кле-
ток 3T3-L1 аденоассоциированным вирусом 8-го сероти-
па, кодирующим ген PRDM16, приводит к значительному 
снижению (более чем в 10 раз) содержания мононенасы-
щенных жирных кислот (С14:1, С16:1, С18:1). При транс-
дукции аденоассоциированным вирусом с FOXP4 так-
же происходит снижение уровня мононенасыщенных 

жирных кислот. Исследование выполнено за счет гранта 
Российского научного фонда (№ 22-14-20046).
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Современным стандартом терапии глиобластомы 
является максимально безопасная резекция опухо-
ли с последующей радио- и химиотерапией. Процент 
рецидива после терапии составляет около 80% [1]. 
Основные причины: высокая гетерогенность опухоли, 
локализация и иммуносупрессивное микроокружение. 
Альтернативным методом в терапии солидных опухолей 
является TIL терапия [2].

Материалы и методы: клетки глиобластомы 
GL261 были предоставлены доктором А. Степаненко 
(ФГБУ «НМИЦ ПН им. В.П. Сербского» Минздрава 
России), эксперименты выполнены на C57BL/6 
(Модульный SPF-виварий, ИМБ). Моделировали ортото-
пическую глиобластому на мышах методом стереотак-
сического введения клеток глиомы. Инвазию глиомы де-
тектировали с помощью МРТ на томографе ClinScan 7T 
(ЦКП «Медицинские и биотехнологические нанотехноло-
гии», РНИМУ). Через 10 дней мышей под глубоким нар-
козом декапитировали, выделяли полушарие с глиомой. 
Для получения TILs ткань глиомы суспендировали и вы-
саживали на пластик в среде IMDM, 10% FBS, PenStrep 
по протоколу в модификации Юсубалиева и др. [3]. Часть 
клеток была использована для определения иммуно-
фенотипа TILs методом проточной цитометрии (MACS 
Quant, Германия). Через 2–3 дня к вышедшим в среду 
из ткани лимфоцитам добавляли экзогенные цитоки-
ны и активаторы экспансии. Получение TILs по нашему 
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протоколу занимает 4 недели. В динамике культивирова-
ния мониторили состав субпопуляций.

Результаты: Оценку противоопухолевой токсичности 
полученных TILs проводили на 2D культурах GL261 в ре-
жиме реального времени (iCELLigence, Швейцария). 
Минимальным эффективным соотношением эффектор-
ных клеток (TILs) к таргетным (GL261) было 10:1.

Подтверждение активации цитотоксичности в от-
ношении глиомных клеток дополнили в эксперименте 
на сфероидах [4]. С помощью конфокальной микроско-
пии (Nikon A1R MP+, Япония) в режиме реального време-
ни оценивали целостность сфероидов GL261-mScarlet 
после добавления к ним TILs, меченных трейсером Dye 
670 (Thermo Fisher, США). Цитотоксическая активность 
TILs была детектирована через 48 часов по сравнению 
с негативным контролем. Минимальное эффективное 
соотношение эффектор:мишень составило 25:1.

Таким образом, был отработан протокол получения 
TIL, показана их терапевтическая активность на модели 
in vitro. На следующем этапе планируется воспроизведе-
ние эксперимента на человеческих ксенографтах in vivo. 
Работа выполнена в рамках грантов РНФ № 21-74-
20110 и РНФ № 22-64-00057.
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Эффективной тактикой предупреждения тромбоза 
сосудистых протезов является их эндотелизация [1, 2]. 
Цель работы — оценить эффективность формирования 
эндотелиального слоя на поверхности сосудистого про-
теза в условиях напряжения сдвига.

Трубчатые протезы из поли(3-гидроксибутирата-ко-
3-гидроксивалерата) (PHBV) и поли(ε-капролактона) 
(PCL) изготавливали методом электроспиннинга. 
Внутреннюю поверхностность покрывали фибрином. 
Протезы заселяли колониеформирующими эндотели-
альными клетками (КФЭК), затем подключали в уста-
новку пульсирующего потока, доводили напряжение 
сдвига до 2,85 дин/см2 и культивировали суммарно 
в течение 5 суток («динамика»). Для контроля аналогич-
ные протезы культивировали в статических условиях 
(«статика»).

Внутреннюю поверхность протезов исследовали 
с помощью сканирующей электронной микроскопии. 
Проводили иммунофлуоресцентное окрашивание; ад-
гезию и жизнеспособность клеток оценивали окраской 
Hoechst 33342 и этидиум бромидом.

PHBV/PCL-каркасы обладали однородной высокопо-
ристой структурой. Фибрин на поверхности образовывал 
равномерное мелкопористое покрытие. На внутренней 
поверхности PHBV/PCL/фибрин протезов, в отличие 
от немодифицированных, обнаружены распластанные, 
равномерно распределенные КФЭК.

Не было отличий в плотности клеточной популяции 
и жизнеспособности КФЭК в «статике» и «динамике».

КФЭК в протезах обладали высоким уровнем экс-
прессии эндотелиальных маркеров. В «динамике» эти 
показатели были выше, за исключением CD144.

Экспрессия F-актина была достоверно выше в «дина-
мике», как и экспрессия талина.

Таким образом, возможно создание персонифици-
рованного биодеградируемого клеточнозаселенного 
сосудистого протеза малого диаметра с фибриновым 
фидерным слоем. Исследование выполнено в рамках 
фундаментальной темы НИИ КПССЗ № 0419-2022-
0001 «Молекулярные, клеточные и биомеханические 
механизмы патогенеза сердечно-сосудистых заболева-
ний в разработке новых методов лечения заболеваний 
сердечно-сосудистой системы на основе персонифици-
рованной фармакотерапии, внедрения малоинвазив-
ных медицинских изделий, биоматериалов и тканеин-
женерных имплантатов».
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Праймированное редактирование (prime editing, 
PE) — молекулярная платформа для редактирования 
генома, состоящая из никазы Cas9, обратной транс-
криптазы и гидовой РНК для праймированного ре-
дактирования (pegRNA). Поскольку для редактирова-
ния не требуется внесение двухцепочечного разрыва 
в молекулу ДНК, PE потенциально безопаснее дру-
гих молекулярных редакторов, что, наряду с высокой 
эффективностью и широким спектром возможных 
изменении генома, позволяет использовать PE для 
разработки генной терапии пациентов с мутацией 
F508del в гене CFTR. Целью работы явился подбор оп-
тимальных вариантов pegRNA для коррекции мутации 
F508del в гене CFTR.

С помощью онлайн-ресурсов PE-Designer (CRISPR 
RGEN Tools) и pegLIT был сделан дизайн 24 pegRNA, 
из которых 15 для модификации праймированного 
редактора PEmax и девять — для PE2-NG. Плазмиды 
с pegRNA были собраны методом рестрикции и лигиро-
вания на основе плазмиды pU6-pegRNA-GG-acceptor. 
Эксперименты были поставлены на базальных клетках 
легкого, полученных из чИПСК двух пациентов с му-
ковисцидозом (гомозиготы по F508del в гене CFTR), 
с доставкой плазмид для редактирования с помощью 
электропорации (Neon, Thermo Fisher Scientific). Оценка 
эффективности редактирования была проведена через 
72 часа с помощью глубокого таргетного секвенирова-
ния. Функциональный анализ CFTR-канала в легочных 
органоидах, образованных из базальных клеток легкого, 
проводили методом форсколин-индуцированного набу-
хания (FIS). Изображения анализировали в программном 
обеспечении ilastik и CellProfiler.

В результате экспериментов наибольшую эффек-
тивность показали pegRNA1 и pegRNA5 в сочетании 
с PEmax, а также pegRNA17, pegRNA19, pegRNA20, 

pegRNA21 и pegRNA22 в сочетании с PE2-NG: эффек-
тивность редактирования составила от 15% до 49%. 
Для наиболее эффективных комбинаций праймирован-
ного редактирования (pegRNA17 и pegRNA22 в со-
четании с PE2-NG) был проведен функциональный 
анализ проводимости канала CFTR после редак-
тирования. Для этого из базальных клеток легко-
го после редактирования были получены легочные 
органоиды, в которых проведено форсколин-индуциро-
ванное набухание. Органоиды после редактирования 
pegRNA17 и pegRNA22 набухали в среднем в 1,3 раза 
(p=0,0332) и 1,4 раза (p=0,0008) относительно исход-
ного значения, соответственно. При этом органоиды, 
полученные из базальных клеток легкого с гомозигот-
ной мутацией F508del в гене CFTR без редактирова-
ния, не набухали в ответ на форсколин относительно 
исходного значения (p=0,7337).

Таким образом, в результате работы были выявлены 
потенциальные варианты праймированного редактиро-
вания, позволяющие корректировать мутацию F508del 
в гене CFTR с высокой эффективностью и продемон-
стрировано частичное восстановление проводимости 
канала CFTR при функциональном анализе.

SELECTION OF OPTIMAL PRIME EDITING 
OPTIONS FOR CORRECTION OF F508del 
MUTATION FOR THE TREATMENT OF CYSTIC 
FIBROSIS

O.V. Volodina1*, A.G. Demchenko1, M.S. Pilkin1, 
E.V. Kurshakova1, E.V. Kondrateva1, 
A.V. Lavrov1, S.A. Smirnikhina1

1  Research Centre for Medical Genetics
115522, Moscow, Moskvorechye, 1

*e-mail: volodold@gmail.com

Keywords: gene editing, prime editing, cystic fibrosis, gene 
therapy.

МОЛЕКУЛЯРНАЯ СЕЛЕКЦИЯ sgРНК ДЛЯ 
Cas9: ВЛИЯНИЕ НУКЛЕОТИДНЫХ ЗАМЕН 
В НЕАДРЕСУЮЩЕЙ ОБЛАСТИ sgРНК 
НА СВОЙСТВА СИСТЕМЫ ГЕНОМНОГО 
РЕДАКТИРОВАНИЯ

П.Е. Воробьев*, И.П. Вохтанцев, М.И. Мещанинова, 
М.Р. Кабилов, Д.О. Жарков, М.А. Воробьева

 Институт химической биологии и фундаментальной 
медицины СО РАН
630090, Новосибирск, просп. Акад. Лаврентьева, 8

*e-mail: vorobyev@niboch.nsc.ru

Ключевые слова: молекулярная селекция in vitro, sgRNA, 
направляющая РНК, SpCas9, CRISPR/Cas, геномное 
редактирование.

Ключевым компонентом широко используемых 
инструментов геномного редактирования, созданных 
на основе CRISPR/Cas, является нуклеопротеиновый 
комплекс, состоящий из нуклеазы Cas9 и единой на-
правляющей РНК (sgРНК) [1]. В структуре комплекса 
множественные контакты неадресующего фрагмента 
sgРНК с белком Cas9 обеспечивают корректную кон-
формацию и активность комплекса в целом [2]. Для 
повышения эффективности и точности геномного 
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редактирования с помощью рационального дизайна 
получают новые варианты нуклеазы Cas9 и sgРНК. 
Известно, что нуклеотидные замены, вставки и деле-
ции в неадресующей области sgРНК влияют на селек-
тивность и эффективность расщепления ДНК-мишени 
комплексом Cas9/sgРНК [2]. В нашей работе впервые 
предложено использовать для получения новых вари-
антов sgРНК молекулярную селекцию in vitro. Данный 
метод дает возможность отобрать из комбинаторной 
библиотеки sgРНК с константной адресующей обла-
стью варианты с нуклеотидными заменами в неадре-
сующей области. Новые варианты sgРНК могут обе-
спечить системе улучшенные характеристики, такие 
как повышенная селективность по отношению к кор-
ректным мишеням, повышенная скорость диссоциации 
продуктов расщепления из комплекса с ферментом 
и многооборотность расщепления ДНК.

Нами предложен новый подход к in vitro селек-
ции из комбинаторной библиотеки sgРНК, разра-
ботана конструкция библиотеки и схемы селекции. 
Выполнены эксперименты по селекции sgРНК для 
SpCas9 и высокопроизводительному секвенированию 
конечного и промежуточных пулов. На основании ча-
стотного анализа секвенированных пулов определе-
ны последовательности — лидеры отбора. Выполнен 
химический синтез новых вариантов sgРНК, содер-
жащих нуклеотидные замены в неадресующей об-
ласти. Показано, что новые варианты направляющих 
РНК обладают отличными от исходной sgРНК свой-
ствами. В частности, нуклеотидные замены в не-
адресующей области sgРНК приводят к изменению 
термодинамической константы диссоциации ком-
плекса ДНК-мишени с нуклеопротеидом Cas9/sgРНК 
и наблюдаемой кинетической константы гидролиза 
ДНК-мишени комплексом Cas9/sgРНК. Данные из-
менения по-разному проявляются в отношении кор-
ректной и некорректных (содержащих различные 
однонуклеотидные замены в PAM-дистальной обла-
сти протоспейсера) ДНК-мишеней, приводя к повы-
шению селективности действия системы в отношении 
корректной мишени. Исследование было поддержано 
грантом РНФ № 22-24-00930.
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Применение ИИ в науках о жизни насчитывает дав-
нюю историю. Медицинские экспертные системы появи-
лись в 60-х годах XX века. Однако все поменялось с при-
ходом технологий машинного обучения в конце первой 
декады XXI века. С тех пор ИИ в науках о жизни пережил 
уже три волны бурного развития.

Первая волна пришлась на начало 2010-х, когда 
сверточные нейронные сети, развитие статистических 
наук и соответствующие вычислительные мощности 
позволили обрабатывать гигантские объемы биологи-
ческих, химических и медицинских данных. Символом 
этой эпохи стал массовый скрининг потенциальных 
лекарственных соединений и в целом разработка пре-
паратов in silico [1].

Вторая волна связана с успехами в технологиях ма-
шинного зрения, которые позволили работать не только 
с табличными данными, но и автоматизировать и мас-
штабировать работу с микроскопами [2].

Сейчас идет третья волна развития ИИ, которая стала 
возможной благодаря ряду факторов:

• росту производительности графических вычисли-
тельных процессоров,

• развитию архитектур нейронных сетей (рекуррент-
ные нейронные сети, автоэнкодеры, трансформе-
ры и другие),

• развитию больших языковых моделей и
• появлению генеративно-состязательных 

архитектур.
Ключевым прорывом стало появление AlphaFold 

2 [3] — решения задачи о предсказании пространствен-
ной структуры белка (хотя решения не окончательного). 
С тех пор обработка данных в науках о жизни стала прак-
тически ежемесячно получать новые решения классиче-
ских задач:

• предсказания структур всех известных нам белков,
• массового скрининга лекарственных соединений 

и мишеней для них,
• генерации путей синтеза химических соединений 

и поиск их уникальных свойств,
• генерации последовательностей белковых соеди-

нений с заданными свойствами,
• массового извлечения знаний из научных 

публикаций,
• автоматизированного анализа медицинских 

изображений,
• и даже поиска уникальных новых антибиотиков [4].
Все эти достижения позволяют предположить, что 

обработка данных в науках о жизни скоро сможет быть 
автоматизирована, чтобы обеспечить исследователям 
возможность получать ответы на задаваемые научные 
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и практические вопросы без погружения в рутинную ра-
боту. Возможно, и постановка таких вопросов также ока-
жется в ведении искусственного интеллекта.
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Кальциевая сигнализация — один из наиболее 
универсальных регуляторных механизмов в клет-
ках. Ионы кальция принимают участие в реализации 

большинства клеточных процессов. Нарушение каль-
циевого гомеостаза ассоциировано с развитием 
разнообразных патологий, включая нейродегене-
ративные заболевания. Основной фокус наших ис-
следований сосредоточен на изучении аберрантной 
кальциевой сигнализации при полиглутаминовых 
нейродегенеративных заболеваниях. Благодаря ис-
пользованию пациент-специфичных моделей, полу-
ченных путем направленной дифференцировки ин-
дуцированных плюрипотентных стволовых клеток 
(ИПСК) пациентов и здоровых доноров в разные типы 
нейронов мы получили возможность исследовать 
нейрон-специфичные нарушения кальциевой сигна-
лизации у пациентов с полиглутаминовыми нейроде-
генеративными заболеваниями. Мы сосредоточились 
на исследовании трех полиглутаминовых заболева-
ний: болезни Хантингтона (БХ) и спиноцеребеллярных 
атаксиях 1 и 17 типов (СЦА1 и СЦА17). Используя ме-
тод пэтч-кламп и флуоресцентный кальциевый имид-
жинг, мы выявили увеличение притока кальция через 
депо- и потенциал-управляемые кальциевые каналы 
в ГАМК-ергических нейронах больных БХ и СЦА17, 
для которых характерна массовая гибель нейронов 
данного типа. Однако мы не наблюдали выражен-
ных нарушений кальциевой сигнализации в ГАМК-
ергических нейронах пациентов с СЦА1, для которой 
не характерна их гибель. Далее мы дифференциро-
вали ИПСК больных БХ и СЦА17 в дофаминергиче-
ские нейроны, массовая гибель которых нехарактерна 
для данных заболеваний, и показали отсутствие на-
рушений в депо-управляемом входе кальция (SOCE). 
Таким образом, SOCE селективно нарушен в ГАМК-
ергических нейронах при БХ и СЦА17, что может ле-
жать в основе их избирательной уязвимости. Выявив 
патологические увеличение SOCE в ГАМК-ергических 
нейронах больных БХ и СЦА17, мы определили ключе-
вые молекулярные детерминанты, лежащие в основе 
увеличенного SOCE, и предложили ряд малых молекул 
для коррекции наблюдаемых нарушений кальциевой 
сигнализации [1–4]. Работа поддержана Грантом РНФ 
№ 22-14-00218.
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Фиброз миокарда является ключевым фактором про-
грессирования большинства сердечно-сосудистых заболе-
ваний, включая хроническую сердечную недостаточность 
с сохраненной фракцией выброса, и рассматривается как 
ключевая нерешенная проблема современной медицины. 
Недавние исследования показывают, что в развитии фи-
броза в сердце участвуют клетки эпикарда, которые под 
действием TGFb1 способны вступать в мезотелиально-
мезенхимальный переход (ММП) и образовывать фибро-
бласты/миофибробласты, однако механизмы регуляции 
этого процесса остаются малоизученными.

В рамках данной работы было сделано предположе-
ние, что в регуляции профиброзной активности клеток 
эпикарда участвует рецептор активатора плазминогена 
урокиназного типа (uPAR), который при взаимодействии 
со специфическими лигандами и белками-посредника-
ми, способен активировать внутриклеточный сигналинг, 
запускать каскад протеолитических реакций, обеспечи-
вая ремоделирование матрикса.

Мы показали, что воздействие профиброзного факто-
ра TGFb1 сопровождается резким увеличением экспрес-
сии uPAR, а также выраженными морфологическими из-
менениями клеточной культуры in vitro: клетки эпикарда 

приобретали веретенообразную форму, утрачивали эпите-
лиальные маркеры (ZO1, Е-кадгерин) и приобретали фибро-
бластоподобные характеристики. Подавление экспрессии 
uPAR в клетках эпикарда с помощью CRISPR/Сas9 тех-
нологии сопровождалось повышением их устойчивости 
к воздействию TGFb1 и блокировало появление признаков 
активации ММП. Сходные изменения в зоне эпикарда на-
блюдались у uPAR-/- мышей при моделировании острого 
перикардита in vivo, в сравнении с животными дикого типа.

Эти данные позволяют рассматривать uPAR в каче-
стве перспективной мишени для разработки средств тар-
гетного воздействия, направленных на предотвращение 
профиброзной трансформации клеток эпикардиального 
мезотелия. Работа выполнена при финансовой поддерж-
ке гранта РНФ 23-15-00540.
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Фиброз часто описывается как реакция восстановле-
ния после повреждения, вышедшая из-под контроля [1]. 
Ключевыми регуляторами фиброза считаются мульти-
потентные мезенхимные стромальные клетки (МСК), 
основные эффекты которых обусловлены секрецией 
растворимых факторов и регуляторных молекул, входя-
щих в состав внеклеточных везикул (ВВ). Важную роль 
в развитии фиброза играет хроническое воспаление, 
обусловленное, в первую очередь, действием макро-
фагов [2]. Ранее мы показали, что ВВ МСК регулируют 
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поляризацию макрофагов, способствуя противовос-
палительному М2-типу и подавляя провоспалительный 
М1-тип. Фибротические изменения, развивающиеся при 
хроническом воспалении, влияют на состав секретома 
МСК, однако эффекты секретома МСК на макрофаги 
в измененном микроокружении остаются малоизученны-
ми. Целью нашей работы стало изучение влияния профи-
бротических условий на способность МСК регулировать 
поляризацию макрофагов.

Для этого мы выделяли моноциты из периферической 
крови человека и стимулировали их дифференцировку 
в макрофаги с помощью GM-CSF или M-CSF, а затем за-
пускали поляризацию действием LPS в комбинации c IFNg 
для поляризации в М1, IL-4 — в М2. К поляризованным 
макрофагам добавляли ВВ МСК жировой ткани человека, 
культивированных в стандартных или в профибротиче-
ских условиях. Последние создавали путем культивиро-
вания МСК на децеллюляризованном внеклеточном ма-
триксе фибробластов кожи человека с добавлением 5 нг/
мл TGFβ-1. Затем анализировали уровень экспрессии ге-
нов про- и противовоспалительных факторов и их секре-
цию макрофагами после действия ВВ МСК.

Мы показали, что действие ВВ МСК, культивирован-
ных в профибротических условиях, в сравнении с до-
бавлением контрольных ВВ, увеличивает экспрессию 
генов провоспалительных факторов IL-12p35, TNFα 
и IL-6 М2-в макрофагах, а также ведет к росту уровня се-
кретируемого IL-6. При этом снижается экспрессия гена 
противовоспалительного цитокина IL-10, хотя концен-
трация секретируемого белка незначительно увеличи-
вается, что может быть связано с различным временем 
измерения после воздействия ВВ МСК на макрофаги.

Таким образом, добавление ВВ МСК, культивирован-
ных в профибротических условиях, к поляризованным ма-
крофагам приводит к росту секреции провоспалительных 
цитокинов М2-макрофагами и смещению их фенотипа 
в сторону М1-типа. Так профибротическое микроокруже-
ние способно влиять на функцию МСК, приводя к сни-
жению их способности подавлять воспаление за счет 
регуляции поляризации макрофагов. Исследование под-
держано грантом РФФИ № 19-29-04172.
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Картофель (Solanum tuberosum L.) является одной 
из самых важных сельскохозяйственных культур. Так 
как в умеренно климатических зонах урожай картофе-
ля собирают раз в году, осенью, то для круглогодичного 
использования клубни картофеля традиционно хранят 
при низких температурах (4–6 °C). Холод предотвра-
щает прорастание и усыхание клубней, а также про-
цесс гниения. Однако одним из недостатков хранения 
клубней картофеля на холоде является накопление 
редуцирующих сахаров так называемое холодовое оса-
харивание. При этом крахмал распадается на простые 
редуцирующие (восстанавливающие) сахара: глюкозу 
и фруктозу. При термической обработке (например, 
приготовлении картофельных чипсов) эти сахара ре-
агируют со свободными аминокислотами, что приво-
дит к появлению темноокрашенных горьких продуктов, 
что уменьшает потребительскую ценность картофеля. 
Поэтому важно получать новые сорта с устойчивостью 
к холодовому осахариванию.

Для получения новых доноров признака устойчиво-
сти к холодовому осахариванию для селекции картофеля 
мы предложили и осуществили стратегию, которая за-
ключается в выключении гена вакуолярной инвертазы 
Pain-1 у элитного сорта. Вакуолярная инвертаза расще-
пляет сахарозу на глюкозу и фруктозу и вносит большой 
вклад в накопление редуцирующих сахаров.

Мы проанализировали накопление сахаров и экс-
прессию генов вакуолярной инвертазы (Pain-1) и ее ин-
гибитора (Inh2) в ответ на холод у трех элитных сортов: 
Никулинский, Невский, Симфония — и выбрали сорт 
Симфония в качестве генотипа для модификации.

Для направленного нокаута гена мы использова-
ли систему РНК-направленной эндонуклеазы Cas9. 
Мы создали конструкции, содержащие гены нРНК 
и нуклеазы cas9. Активность конструкций была оце-
нена на протопластах картофеля, а для получения му-
тантных растений был использован метод агробакте-
риальной трансформации листовых эксплантов. Было 
получено 10 мутантных линий, 8 из которых содержали 
мутации во всех четырех аллелях гена вакуолярной ин-
вертазы. В трех линиях была проведена оценка холо-
дового осахаривания, две из них показали значимое 
снижение содержания глюкозы в клубнях при хране-
нии на холоде. Данные линии планируется использо-
вать в качестве доноров для селекции. Исследование 
поддержано Курчатовским геномным центром ИЦиГ 
(075-15-2019-1662).
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Контроль иммунного ответа на аутоантигены осу-
ществляют регуляторные Т клетки (Трег). Понижение ко-
личества и/или нарушение супрессорной функции Трег 
наблюдается у пациентов с некоторыми аутоиммунными 
заболеваниями (рассеянный склероз, боковой амиотро-
фический склероз, синдром Шегрена, псориаз и др.). 
Причины, по которым развиваются данные отклонения 
Трег звена иммунных клеток не изучены в полной мере. 
Транскрипционный фактор FoxP3 является «мастерным 
белком», регулирующим дифференцировку, созревание, 
а также интенсивность пролиферации и супрессорной ак-
тивности Трег [1]. Описано четыре изоформы белка FoxP3, 
образующихся в результате альтернативного сплайсинга 
его пре-мРНК: полноразмерный вариант, варианты с де-
лецией каждого из экзонов 3 или 8, а также с делецией 
обоих экзонов. Роль сплайс-вариантов FoxP3 в регуляции 
функций Трег не изучена в полной мере [2].

В Трег периферической крови пациентов с РС вы-
явлено изменение экспресcии сплайс-вариантов 
FoxP3 в сторону синтеза варианта с делецией экзона 3, 
по сравнению с Трег здоровых доноров, у которых пре-
валирует полноразмерный вариант. Трег таких пациен-
тов обладали пониженной супрессорной активностью. 
Из крови пациентов выделены Трег и трансфицированы 
переключающими сплайсинг олигонуклеотидами для 

индукции синтеза полноразмерного сплайс-варианта 
FoxP3. Данные специфичные олигонуклеотиды компли-
ментарны регуляторным последовательностям на цепи 
пре-мРНК FoxP3 (последовательностям, являющимися 
сайтами взаимодействия с регулирующими сплайсинг 
SR-белками). Таким образом осуществлена модуляция 
включения экзона 3 в мРНК FoxP3 и синтез полнораз-
меного сплайс-варианта этого белка. Полученные клетки 
показали в три раза большую супрессорную активность, 
т.е. способность ингибировать аутологичные таргетные 
эффекторные T-лимфоциты. Пролиферативная актив-
ность, таких клеток была выше в 2 раза. Клетки синтези-
ровали специфичные для Трег цитокины, гранзимы и су-
прессорные рецепторы на мембране более интенсивно, 
по сравнению с контрольными клетками.

Стратегия увеличения супрессорной активности 
Трег при помощи переключающих сплайсинг олигону-
клеотидов применена к аутологичным Трег больных 
РС. Финансирование: исследование выполнено за счет 
гранта Российского научного фонда № 23-24-00326, 
https://rscf.ru/project/23-24-00326/.
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Основная физиологическая роль потенциал-зависи-
мых натриевых каналов сердца (Nav1.5) — это обеспече-
ние инициации и распространения потенциала действия 
в кардиомиоцитах за счёт быстрого входа ионов натрия 
в клетку. Генетические варианты в гене SCN5A, коди-
рующем Nav1.5, ассоциированы с развитием наслед-
ственных аритмогенных синдромов и кардиомиопатий. 
Миссенс-варианты в SCN5A могут приводить к умень-
шению активности канала или к увеличению его активно-
сти. Также существуют замены, которые приводят к раз-
витию смешанного фенотипа, сочетающего признаки 
дисфункции и гиперфункции Nav1.5.

Нами был идентифицирован вариант S805L в гене 
SCN5A у пациента ФГБУ «НМИЦ им. В.А. Алмазова» 
с нарушением сердечной проводимости и аритми-
ей. Согласно базе данных Clinvar данный вариант ра-
нее был обнаружен у пациента с синдромом Бругада 
и в соответствии с критериями классификации AGMC 
относится к вариантам с неизвестной клинической 
значимостью.

С помощью методики сайт-специфического му-
тагенеза (ПЦР-амплификация с использованием 
перекрывающихся праймеров) была сгенерирова-
на мутантная конструкция S805L на базе вектора 
pcDNA3.1-SCN5A. В качестве модельного объекта 
использовалась линия HEK293-T, трансфицирован-
ная pcDNA3.1-SCN5A-WT или pcDNA3.1-SCN5A-
S805L. Регистрация биофизических характеристик 
проводилась с помощью метода локальной фиксации 
потенциала (patch-clamp) в отведении от целой клетки 
(whole-cell configuration).

Для объяснения детального биофизического механиз-
ма влияния мутации S805L на развитие аритмогенного 
фенотипа, мы исследовали различные электрофизиоло-
гические характеристики каналов Nav1.5-WT и Nav1.5-
S805L. Мы показали статистически значимое снижение 
плотности натриевого тока в 4,5 раза. S805L приводил 
к достоверному сдвигу кривой стационарной активации 
на 7 мВ в сторону деполяризации. Таким образом, сни-
жение плотности тока и замедлению активации свиде-
тельствуют об уменьшении активности Nav1.5. Однако 
мутация S805L также приводила к положительному 
сдвигу кривой стационарной инактивации на 9 мВ, что 
свидетельствует об усилении активности Nav1.5. Таким 
образом, с точки зрения биофизических характеристик 
при S805L наблюдается смешанная картина, сочетаю-
щая свойства фенотипа уменьшения активности и уве-
личения активности Nav1.5.

В дальнейшем планируется верификация полу-
ченных биофизических данных, на моделях кардио-
миоцитов, дифференцированных из индуцированных 
плюрипотентных стволовых клеток, полученных от па-
циента с вариантом S805L и здоровых доноров, а так-
же на модели кардиомиоцитов D. rerio, несущих анало-
гичную замену.

Таким образом, зарегистрированные изменения 
плотности натриевого тока и параметров стационарной 
активации и инактивации могут лежать в основе наруше-
ния проводимости сердца и развития аритмии у пациен-
та с генетическим вариантом S805L. Работа поддержана 
грантом РНФ № 22-15-00186.
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Семейная гиперхолестеринемия (СГХС) — наслед-
ственное моногенное заболевание, являющееся од-
ной из причин атеросклероза, который лежит в основе 
сердечно-сосудистых патологий [1]. Большинство слу-
чаев заболевания связаны с патологическими вариан-
тами в гене рецептора липопротеинов низкой плотно-
сти LDLR.

Моделирование СГХС имеет важное значение для 
разработки новых подходов к лечению. Создание кле-
точных моделей на основе дифференцированных про-
изводных индуцированных плюрипотентных стволовых 
клеток (ИПСК) пациентов является перспективной стра-
тегией, поскольку позволяет воспроизвести признаки 
патологии на релевантных клеточных типах: гепато-
цитах и эндотелиоцитах — и таргетно тестировать по-
тенциальные лекарственные препараты. В настоящее 
время в мире существует менее десятка 2D-моделей, 
представленных только одним типом клеток, вовлечен-
ных в заболевание, — гепатоцит-подобными клетка-
ми. Однако такие дифференцированные производные 
функционально являются незрелыми — паттерн их ген-
ной экспрессии напоминает клетки эмбриональной пе-
чени. В то время как 3D-васкуляризированные органо-
иды с гепатоцитами-производными ИПСК напоминают 
зрелые гепатоциты.
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В данной работе в результате репрограммирова-
ния мононуклеарных клеток крови трех пациентов, яв-
ляющихся компаундными гетерозиготами по патоло-
гическим аллельным вариантам гена LDLR, получены 
ИПСК, демонстрирующие свойства плюрипотентности 
и нормальный кариотип [2–5]. Наличие аллельных 
вариантов в ИПСК подтверждено секвенировани-
ем. Из ИПСК пациентов с СГХС путем направленной 
дифференцировки получены три типа дифференци-
рованных производных: гепатоцит-подобные клетки, 
эндотелиоциты и мезенхимные стромальные клетки 
(МСК) с подтверждением наличия характерных марке-
ров для каждого типа клеток. Эндотелиальные и МСК-
производные получены для пациентов с СГХС впервые. 
Дифференцированные производные имеют сниженную 
способность поглощать ЛПНП, что является функцио-
нальным подтверждением воспроизведения патологи-
ческого фенотипа заболевания.

В результате объединения трех типов полученных 
дифференцированных производных впервые полу-
чены васкуляризированные гепато-органоиды паци-
ентов с СГХС, которые станут платформой для разра-
ботки подходов к более эффективной терапии СГХС 
и атеросклероза. Работа поддержана грантом РНФ 
№ 21-15-00065.

Литература
1. Semenova AE, Sergienko IV, García-Giustiniani D et al. J. Cardio-

vasc Dev. Dis. 2020;7(2):16.
2. Nazarenko MS, Sleptcov AA, Zarubin AA et al. Int. J. Mol. Sci. 

2023;24(5):4471.
3. Zakharova IS, Shevchenko AI, Tmoyan NA et al. Stem Cell Res. 

2022;60:102703.
4. Zakharova IS, Shevchenko AI, Tmoyan NA et al. Stem Cell Res. 

2022;60:102702.
5. Zakharova IS, Shevchenko AI, Tmoyan NA et al. Stem Cell Res. 

2022;59:102653.

CELL MODELS OF FAMILIAL 
HYPERCHOLESTEROLEMIA IN THE FIGHT 
AGAINST CARDIOVASCULAR DISEASES

I.S. Zakharova1*, A.I. Shevchenko1, N.A. Tmoyan2, 
E.A. Elisaphenko1, E.S. Zubkova2, A.A. Sleptcov3, 
M.S. Nazarenko3, N.V. Zheltysheva1, 
V.A. Shevchenko1, M.V. Ezhov2, V.V. Kukharchuk2, 
Y.V. Parfyonova2, S.M. Zakian1

1  Institute of Cytology and Genetics, Siberian Branch 
of Russian Academy of Sciences
630090, Novosibirsk, Prospekt Lavrentyeva, 10

2  National Medical Research Center of Cardiology, 
Ministry of Health of the Russian Federation
121552, Moscow, st. 3rd Cherepkovskaya, 15a

3  Research Institute of Medical Genetics, Tomsk 
National Research Medical Center, Russian Academy 
of Science
634050, Tomsk, Nab. Ushaiki, 10

*e-mail: zakharova.is@gmail.com

Keywords: familial hypercholesterolemia, cell models 
of diseases, induced pluripotent stem cells, differentiated 
derivatives, endotheliocytes, hepatocytes, organoids.

КОРОТКИЙ АРГОНАВТ АКТИВИРУЕТ 
НУКЛЕАЗУ ДЛЯ ЗАЩИТЫ БАКТЕРИЙ 
ОТ ЧУЖЕРОДНОЙ ДНК

А.А. Каневская1, В.А. Пантелеев1, Л.А. Лисицкая1, 
К.В. Тугаева2, Н.Н. Случанко2, Д.М. Есюнина1, 
А.В. Кульбачинский1*, М.А. Простова1*

1  Институт биологии гена Российской академии наук
119071, Москва, ул. Вавилова, дом 34/5

2  Институт биохимии имени А.Н. Баха Российской 
академии наук
119334, Москва, Ленинский проспект, дом 33, стр. 2

*e-mail: annakanevskaja@yandex.ru

Ключевые слова: белки-аргонавты прокариот, короткие 
аргонавты, программируемые нуклеазы, системы защиты 
прокариот, биосенсоры.

Белки-аргонавты способны узнавать нуклеиновые 
кислоты с использованием комплементарных гидовых 
молекул. Многие из них обладают каталитической ак-
тивностью и являются программируемыми нуклеазами. 
Эукариотические аргонавты играют центральную роль 
в РНК-интерференции и к настоящему времени изучены 
достаточно хорошо. Прокариотические аргонавты изуче-
ны значительно хуже, однако известно, что они имеют бо-
лее разнообразную структуру и свойства, чем аргонавты 
эукариот.

По структуре прокариотические аргонавты можно 
разделить на две группы: длинные аргонавты и корот-
кие аргонавты. В отличие от длинных аргонавтов, корот-
кие аргонавты содержат только два домена: MID-домен 
и PIWI-домен — при этом последний не имеет нуклеазной 
активности, так как в нем отсутствует каталитическая 
тетрада. Однако часто рядом с коротким аргонавтом 
закодирован белок, содержащий так называемый до-
мен APAZ, и дополнительные домены, отличающиеся 
большим разнообразием. Показано, что APAZ подобен 
N-концевому домену длинных аргонавтов, а дополни-
тельные домены могут иметь разнообразную предска-
занную активность.

Данная работа посвящена короткому арго-
навту из галофильной бактерии Novosphingopyxis 
baekryungensis (NbaAgo), который ассоцииро-
ван с белком-партнером, содержащим домены 
DUF4365 и APAZ. Мы показали, что NbaAgo вместе 
с белком DUF4365-APAZ образуют гетеродимерный 
комплекс, названный нами SPARDA (short prokaryotic 
Argonaute and DNase/RNase-APAZ). При связыва-
нии РНК-гида и комплементарной ему ДНК-мишени 
SPARDA проявляет неспецифическую нуклеазную ак-
тивность как на оцДНК и дцДНК, так и на РНК. Мы по-
казали, что при фаговой инфекции или в присутствии 
чужеродной плазмиды комплекс SPARDA активиру-
ется и убивает клетку, тем самым защищая бактери-
альную популяцию. Кроме того, способность SPARDA 
проявлять нуклеазную активность при распознавании 
ДНК-мишени позволяет использовать его в высокочув-
ствительных тест-системах для обнаружения специфи-
ческой ДНК. Таким образом, SPARDA является новой 
системой защиты прокариот от чужеродной ДНК и от-
крывает новые перспективы в биотехнологии. Работа 
выполнена при поддержке РНФ (грант 22-14-00182).
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В ходе Зелёной революции 1960-х годов были созда-
ны продуктивные сорта сельскохозяйственных растений, 
однако сейчас возникают новые проблемы, связанные 
с адаптацией этих сортов к быстро изменяющимся кли-
матическим условиям и необходимости дальнейшего по-
вышения урожайности в рамках интенсификации сель-
ского хозяйства [1]. Исследования в области геномного 
редактирования представляют собой новую стратегию 
для улучшения сортов, созданных в ходе Зеленой рево-
люции. Например, путем редактирования генетического 
фактора ZnF-DELLA, участвующего в сигнальном пути 
брассиностероидов, были получены растения пшени-
цы с полукарликовым фенотипом и повышенной уро-
жайностью, независимо от Rht-1 генов («гены Зелёной 
Революции»), снижающих эффективность использова-
ния азота и фиксации углерода, что приводит к сниже-
нию биомассы, размера колоса и массы зерна [2]. Для 
модификации другого признака, важного для увеличения 
адаптированности и урожайности сельскохозяйствен-
ных растений, чувствительности к фотопериоду (длине 
дня), мы выбрали гены Ppd-1. Полученная в ходе рабо-
ты коллекция растений с мутациями в промоторной об-
ласти этих генов, позволяет изучить и прицельно изме-
нить последовательности, модулирующие экспрессию 
Ppd-1, от которой зависит восприимчивость растения 
к длине дня. Таким образом, современные инструмен-
ты биоинженерии позволяют обойти ограничения тра-
диционных методов улучшения сельскохозяйственных 
культур и предлагают альтернативные подходы для уве-
личения урожайности, качества зерна, устойчивости 
к биотическим и абиотическим стрессам. Данная работа 

выполнена при поддержке Курчатовского геномного цен-
тра ИЦиГ СО РАН (№ 075-15-2019-1662).
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Филамин С, кодируемый геном FLNC, имеет большое 
значение для обеспечения механической целостности 
саркомера в мышечных клетках. Мутации в этом гене ас-
социированы с различными фенотипическими вариан-
тами миопатий и кардиомиопатий. Важными компонен-
тами нарушения функциональной активности мышечных 
клеток вследствие дефектов филамина могут являться 
изменение кальциевой динамики и клеточного дыхания, 
поскольку перестройка актинового цитоскелета и струк-
туры Z-дисков саркомера при мутациях FLNC может на-
рушить взаимосвязь саркоплазматического ретикулума, 
митохондрий и каналов наружной клеточной мембраны.

Один из предполагаемых механизмов развития арит-
могенности филаминопатий связан с токсичностью 
филаминовых агрегатов, нарушением процессов ауто- 
и митофагии, внутриклеточного транспорта, что может 
приводить к нарушению локализации каналов на мем-
бране. Другим следствием может быть неэффективная 
дифференцировка, приводящая к изменению профиля 
экспрессии потенциал-зависимых ионных каналов.

В ФГБУ «НМИЦ им. В.А. Алмазова» были обсле-
дованы пациенты с заболеваниями сердца, ассоци-
ированными с филаминопатией. Первый пациент 
имеет мутацию FLNC V2264M в 20 домене, сопрово-
ждающуюся развитием рестриктивной кардиомиопатии 
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и формированием белковых агрегатов. У второго па-
циента заболевание связано с нарушениями ритма, 
формированием желудочковой тахикардии и ассо-
циировано с loss-of-function мутацией FLNC R1267Q 
в 11 домене. Полученные от пациентов и здоровых до-
норов клеточные линии индуцированных плюрипотент-
ных стволовых клеток человека дифференцировались 
в кардиомиоциты (КМ-иПСК) на протяжении 45 дней 
и далее были взяты для экспериментов по исследова-
нию кальциевых транзиентов, индуцированных электро-
стимуляцией, с использованием кальций-чувствитель-
ного флуоресцентного зонда Fura-2AM на установке 
IonOptix (IonOptix, USA). Для КМ-иПСК с мутацией FLNC 
V2264M характерно уменьшение амплитуды на 19% 
и времени нарастания кальциевого транзиента на 24% 
по сравнению с КМ-иПСК здоровых доноров. У КМ-
иПСК с мутацией FLNC R1267Q обнаруживается уве-
личение длительности кальциевого транзиента за счет 
замедления процессов восстановления концентрации 
кальция: уменьшение скорости возврата к базальной 
концентрации кальция на 35%; уменьшение времени 
восстановления на 49% и общей длительности каль-
циевого транзиента на 36% по сравнению с КМ-иПСК 
здоровых доноров.

Таким образом, механизмы аритмогенеза у обоих па-
циентов отличаются в следствие мутаций в разных струк-
турных доменах и сопровождаются различными клини-
ческими проявлениями. Финансовая поддержка: грант 
№ 20-15-00271П.
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Болезнь Паркинсона (БП) — нейродегенеративное 
заболевание, вызванное гибелью дофаминэргиче-
ских нейронов (ДАн) чёрной субстанции. Наиболее 
частая причина наследственных форм БП — мутации 
в гене PARK8, кодирующем киназу LRRK2, которая 
участвует в ряде клеточных процессов, в том числе 
в регуляции везикулярного транспорта, обмене мито-
хондрий, аутофагии. Аутосомно-доминантная мута-
ция G2019S в LRRK2 приводит к усилению киназной 
активности белка, рассматриваемой как фактор па-
тогенеза. Предмет нашего исследования — инициа-
торные молекулярные события БП, ассоциированной 
с мутацией G2019S. С помощью технологии CRISPR/
Cas9 были созданы изогенные линии индуцированных 
плюрипотентных стволовых клеток (ИПСК) с различны-
ми аллельными состояниями гена PARK8 по мутации 
G2019S (del/del, del/wt, wt/wt, wt/mut, mut/mut). 
Полученные с помощью направленной дифференци-
ровки ДАн были охарактеризованы с использовани-
ем проточной цитофлуориметрии, HPLC, Patch-clamp 
и иммуноцитохимических методов. Постмитотические 
функционально активные ДАн были собраны для сек-
венирования РНК единичных клеток, транскриптомно-
го, протеомного и фосфопротеомного анализов.

На зрелых ДАн были продемонстрированы различия 
в локализации и количестве аутофагосом и митохондрий 
в зависимости от состояния гена PARK8. Полученные 
результаты согласуются с данными литературы и под-
тверждают валидность модели.

Полученные ДАн имеют транскриптомный про-
филь, аналогичный ранее опубликованным данным 
для ДАн, и имеют высокий уровень экспрессии мар-
керов зрелости. При БП погибают ДАн компактной 
части черной субстанции, в то время как сходные 
с ними ДАн вентральной области покрышки не де-
генерируют. Доля чувствительных (SOX6+) ДАн в по-
лученной нами популяции, рассчитанная по уровню 
экспрессии генов, выше, чем резистентных (CALB+). 
Электрофизиологические исследования ДАн подтвер-
дили их электровозбудимость и показали, что мутация 
в гене PARK8 связана с усилением депо-управляемо-
го входа кальция.

В результате секвенирования РНК единичных 
клеток в исследуемой популяции ДАн было выделе-
но 5 кластеров, три из которых представляют собой 
нейрональные предшественники и два — взрослые 
нейроны. По результатам фосфопротеомного анализа 
был определен круг потенциальных белков-мишеней 
LRRK2. С помощью протеомного и транскриптомного 
анализов культур ДАн были выявлены дифференци-
ально экспрессированные гены и изменения в проте-
оме. Результаты омиксных исследований указывают 
на ассоциацию состава внеклеточного матрикса, ре-
гуляции метаболизма нуклеиновых кислот и экспрес-
сии генов врожденного иммунного ответа с мутацией 
G2019S, что предполагает роль данных процессов 
в нейродегенерации. Работа выполнена при поддерж-
ке гранта 075-15-2019-1669 Министерства науки 
и высшего образования («Создание центра высокоточ-
ного геномного редактирования и генетических техно-
логий для биомедицины»).
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Продукция рекомбинантных терапевтических бел-
ков крови человека в молоко трансгенных животных 
представляет собой альтернативу традиционным ме-
тодам получения таких белков в культурах клеток мле-
копитающих. Используя в качестве модели гены мыши 
Serpinc1 и Serping1, кодирующие белки крови антитром-
бин III (ATIII) и ингибитор С1-эстеразы (С1-ИНГ), нами 
разрабатываются подходы с использованием системы 
CRISPR/Cas9 к получению гуманизированных живот-
ных-продуцентов ATIII и С1-ИНГ человека в молоко.

Для получения продуцентов белков в молоко 
предложен подход, основанный на CRISPR/Cas9-
опосредованном нокине экспрессионной конструкции 
в локус гена Csn2 мыши, кодирующего белок молока 
β-казеин. Для продукции ATIII в молоко осуществлен но-
кин минигена АТIII человека в локус Csn2 таким образом, 
чтобы АТIII продуцировался в молоко вместо β-казеина. 
Эффективность такого подхода будет сравнена со слу-
чайной встройкой в геном конструкций на основе векто-
ра pBC1 для продукции ATIII человека.

Для получения животных, гуманизированных по ге-
нам Serpinc1 и Serping1, разработана стратегия CRISPR/

Cas9-опосредованного нокина минигенов ATIII и C1-ИНГ 
человека в локусы гомологичных генов мыши, что долж-
но приводить к инактивации этих генов и экспрессии ми-
нигена человека под контролем регуляторных элементов 
гена мыши. Эффективность нокина больших фрагмен-
тов ДНК с помощью CRISPR/Cas9 при микроинъекциях 
в зиготы мыши остается низкой, поэтому нами реализу-
ется альтернативная стратегия гуманизации животных, 
основанная на CRISPR/Cas9-опосредованном нокауте 
гена животного и восполнении его функции за счет слу-
чайной встройки генетической конструкции, несущей ми-
ниген человека. Для реализации этого подхода к настоя-
щему времени были получены линии мышей с нокаутом 
генов Serpinc1 и Serping1 и линия мышей со случайной 
встройкой минигена ATIII человека. Далее, путем скрещи-
вания получают линию гуманизированных животных, не-
сущих миниген человека на генетическом фоне нокаута 
гена животного. В конечном итоге, скрещивая животных-
продуцентов рекомбинантных АТIII или С1-ИНГ в молоко, 
с линиями животных, гуманизированных по соответству-
ющему гену, получают гуманизированных животных-про-
дуцентов белков в молоко.

Предложенные стратегии гуманизации животных 
и технологии CRISPR/Cas9-опосредованного нокина 
больших фрагментов ДНК в зиготах являются универ-
сальными и могут найти применение не только при полу-
чении животных-продуцентов белков в молоко, но и при 
создании животных моделей заболеваний человека 
и моделей для доклинических исследований. Работа вы-
полнена при финансовой поддержке Министерства науки 
и высшего образования Российской Федерации в рам-
ках Соглашения № 075-15-2019-1661 от 31.10.2019.
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Крахмалфосфорилаза PHO1 является одним из ос-
новных пластидных ферментов, осуществляющих 
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до 96% общей активности фосфорилазы в клетках 
клубней картофеля. Уникальность данного фермен-
та в том, что PHO1 участвует как в распаде крахмала, 
так и в инициации его биосинтеза. Более того, что в ка-
честве ключевого фермента метаболизма крахмала 
PHO1 может участвовать в регуляции реакции картофе-
ля на холодовой стресс и устойчивости клубней к холо-
довому осахариванию.

Система CRISPR/Cas9 использована для редакти-
рования гена PHO1a у четырех сортов картофеля (S. 
tuberosum), различающихся содержанием крахмала 
в клубнях. Конструкция для редактирования на основе 
бинарного вектора p201N_Cas9 содержала кассеты 
экспрессии gRNA PHO1a под контролем промотора 
pMTU6, гена Cas9 и гена NPTII устойчивости к канами-
цину. Штамм агробактерии, несущий плазмиду p201N-
PHO1a-gRNA, использован для трансформации стебле-
вых эксплантов сортов картофеля.

В результате в функциональный домен PHO1a введе-
на радикальная мутация G261V и получено 39 незави-
симых мутантных линий. В сравнении с контролем линии 
характеризовались измененной морфологией с усилен-
ным образованием корней и побегов.

В корнях и листьях контроля и линий определено 
содержание крахмала при нормальной температуре 
и в ответ на холод (3 дня, 4°С). Содержание крахмала 
в листьях изменялось в сравнении с контролем у ре-
дактированных линий, как при нормальных условиях, 
так и на холоде. В корнях различия были более суще-
ственны, что предполагает большее участие фермен-
та PHO1a в метаболизме крахмала в корнях и клубнях 
по сравнению с листьями.

Анализ экспрессии основных генов распада крахма-
ла в корнях и листьях показал существенные различия 
почти в половине редактированных линий в сравнении 
с контролем. Паттерны экспрессии в корнях и листьях 
значительно различались, что подчеркивает преимуще-
ственное значение PHO1a для развития корней по срав-
нению с листьями.

Мы предполагаем, что мутация G261V изменяет 
функциональную активность PHO1a, что влияет на рабо-
ту других ферментов катаболизма крахмала, как в нор-
мальных условиях, так и в условиях холодового стресса. 
Полученные результаты позволяют сделать вывод о кри-
тической регулирующей роли PHO1a в метаболизме 
крахмала, развитии корней, клубней и побегов, а также 
в реакции на низкие температуры у картофеля. Работа 
выполнена при финансовой поддержке ФНТП развития 
сельского хозяйства РФ на 2017–2025 гг. (подпро-
грамма «Развитие селекции и семеноводства картофеля 
в Российской Федерации»).
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Тканеинженерный сосудистый протез с пористой 
стенкой — высокотехнологичное изделие для замены ау-
тологичных сосудов. Однако такие протезы могут прово-
цировать тромбообразование и микробное обсеменение. 
В связи с этим необходимо модифицировать их поверх-
ность лекарственными препаратами с атромбогенной 
и антимикробной активностью [1].

Цель — оценить особенности ремоделирования био-
деградируемых сосудистых протезов малого диаметра 
с антимикробным и антромбогенным лекарственным по-
крытием на модели крупных лабораторных животных.

Сосудистые протезы Ø 4 мм изготавливали методом 
электроспининга из 12% поли (ε-капролактонона) (poly-ε-
caprolactone; PCL; Sigma-Aldrich, США) и из 10% поли(3-
гидроксибутират-ко-3-гидроксивалерата)/12% поли(ε-
капролактона) на аппарате Nanon-01A (MECC, Япония) 
в хлороформе. Проведена дополнительная модифика-
ция поверхности изготовленных протезов илопростом 
и катионным амфифилом по собственной оригиналь-
ной методике [2]. Модифицированные протезы PCL/
Ilo/A и PHBV/PCL/Ilo/A (n = 12) имплантировали в сон-
ную артерию овец сроком на 6 месяцев. По истечении 
срока имплантации проведены гистологический, имму-
нофлуоресцентный анализы эксплантируемых образцов.

Результаты имплантации протезов в сонную ар-
терию овцы показали 50% первичную проходимость 
через 6 месяцев у PCL/Ilo/A, в то время как в просве-
те всех PHBV/PCL/Ilo/A имплантов были обнаруже-
ны обтурирующие тромбы на тот же момент времени. 
Гистологический и иммунофлуоресцентный анализы по-
казали формирование неоинтимы из монослоя зрелых 
эндотелиальных клеток у протезов PCL/Ilo/A, в отличие 
от протезов PHBV/PCL/Ilo/A, у которых наблюдалось 
отсутствие эндотелиального слоя на поверхности про-
света. Полимерный материал обоих типов имплантатов 
биодеградировал и заменился новообразованной тка-
нью, содержащей клетки гладкой мускулатуры, макрофа-
ги, белки внеклеточного матрикса, такие как коллагены 
типа III и IV, и vasa vasorum. Таким образом, биодегради-
руемые протезы PCL/Ilo/A демонстрируют лучшее ре-
моделирование, чем имплантаты PHBV/PCL/Ilo/A.
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Одна из актуальных задач в области геномного ре-
дактирования — доставка генных редакторов в клетки. 
Недавно был предложен способ доставки компонентов 
системы CRISPR/Cas в виде рибонуклеопротеиновых 
комплексов в составе вирусоподобных частиц на ос-
нове лентивирусов [1,2]. Этот инструмент показал 
высокую эффективность и более низкую токсичность 
для важных с терапевтической точки зрения клеток 
по сравнению с другими методами доставки in vitro, 
в частности электропорацией. Потенциально он может 
быть использован in vivo и направлен на определен-
ные клетки-мишени благодаря псевдотипированию. 
Однако для описанных систем сборки вирусоподобных 
частиц существует проблема направленной упаковки 
гидовой РНК. Чаще всего гидовая РНК экспрессирует-
ся с Pol III промотора U6 и находится в ядре, тогда как 
сборка вирусоподобных частиц с белком Cas проис-
ходит на плазматической мембране. Было высказано 
предположение, что можно повысить эффективность 
упаковки рибонуклеопротеиновых комплексов Cas/
gRNA, если направить гидовую РНК в цитоплазму в со-
ставе транскрипта полимеразы Pol II и добиться ее эф-
фективного вырезания. Для этого в ранее описанной 
системе сборки частиц с нуклеазой Cas9 NanoMEDIC 
использовали рибозимы [1], эффективность работы 
которых невелика.

Основываясь на системе NanoMEDIC, мы впервые 
создали вирусоподобные частицы с белком Cas12a, 
который самостоятельно процессирует гидовую РНК 
в составе длинного транскрипта в цитоплазме клеток. 
Мы получили экспрессионные плазмиды для сборки 

частиц NanoMEDIC с Cas12a, плазмиды для экспрессии 
гидовых РНК с Pol III промотора U6 или Pol II промотора 
CMV и единую конструкцию, кодирующую Cas12a и ги-
довую РНК под одним промотором. Плазмиды тестиро-
вали при электропорации клеток CEM/R5 на генах-ми-
шенях CXCR4 и CCR5, которые являются корецепторами 
ВИЧ. Вирусоподобные частицы нарабатывали на транс-
фицированных клетках 293Т и концентрировали с по-
мощью ультрацентрифугирования. Эффективность 
такого редактора оценивали по нокауту генов корецеп-
торов ВИЧ. Замена плазмид для экспрессии гидовой 
РНК с Pol III промотора на плазмиды с Pol II промотором 
приводила к повышению уровня нокаута. Таким обра-
зом, мы показали возможность усовершенствовать 
инструмент для геномного редактирования NanoMEDIC 
и успешно использовали его на модели получения устой-
чивых к инфицированию ВИЧ Т-клеток. Работа выполне-
на за счет гранта Российского научного фонда (проект 
№ 22-15-00381).
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Аргонавты — эволюционно консервативное семей-
ство белков, которые способны узнавать и расщеплять 
целевые нуклеиновые кислоты с помощью коротких ги-
довых олигонуклеотидов. У эукариот белки-аргонавты 
участвуют в РНК-интерференции, связывая РНК-гиды 
и РНК-мишени. Белки-аргонавты прокариот (pAgo) 
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гораздо более разнообразны, а их функции и механизмы 
действия во многом остаются неизвестными. Мы прове-
ли филогенетический анализ и классификацию белков-
аргонавтов из полных прокариотических геномов, а так-
же метагеномов кишечника человека. Исследования 
специфичности белков разных групп показали, что они 
способны использовать различные комбинации гидов 
и мишеней, как РНК, так и ДНК. Каталитически актив-
ные аргонавты разных групп могут осуществлять на-
правленное расщепление ДНК или РНК. Исследованные 
аргонавты-нуклеазы могут быть использованы для рас-
щепления нуклеиновых кислот и детекции повреждений 
в ДНК и РНК in vitro и in vivo, а также для внесения направ-
ленных изменений в целевые участки генома в клетках 
бактерий. Значительную долю всех белков-аргонавтов 
составляют каталитически неактивные белки, которые 
кодируются совместно с дополнительными эффекторны-
ми белками. Неактивные аргонавты при узнавании спец-
ифических мишеней способны активировать белки-пар-
тнеры с неспецифической нуклеазной активностью, что 
может быть использовано для создания новых методов 
детекции нуклеиновых кислот. Проведенные исследова-
ния показывают, что белки-аргонавты прокариот имеют 
большие перспективы применения в биоинженерии и ге-
нетических технологиях. Работа выполнена при поддерж-
ке Министерства науки и высшего образования (согла-
шение 075-15-2021-1062).
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Редактирование генома является одной из клю-
чевых генетических технологий, а система CRISPR/
Cas9 — широко используемый инструмент редактиро-
вания, основанный на РНК-управляемом расщеплении 
ДНК-мишени. Репарация ДНК является важным клеточ-
ным механизмом в поддержании целостности генома. 
Системы репарации ДНК направлены на исправление 

повреждений, с появлением систем редактирования 
их изучение получило дополнительный толчок. Нами 
было исследовано влияние белков репарации, узнающих 
разрывы в ДНК, на взаимодействие CRISPR/Cas c ДНК-
мишенями, а также поли(АДФ-рибозил)ирование (PAR-
илирование) Cas9 ферментами PARP1 и PARP2.

Кроме того, мы применили метод редактирования 
генома CRISPR/Cas9 непосредственно для получения 
клеточных линий НЕК293 с делецией в генах фермен-
тов-участников систем репарации ДНК, то есть нока-
утных по этим генам, в том числе по Tdp1 (тирозил-
ДНК-фосфодиэстераза 1) и PARP1 (поли-АДФ-рибоза 
полимераза 1).

PARP1 — фермент, управляющий множеством про-
цессов в клетке посредством посттрансляционной 
модификации — PAR-илирования, что представляет 
собой модификацию белков-мишеней разветвленным 
полимером поли(АДФ-рибозы). PARP1 активируется 
при взаимодействии с повреждениями ДНК, является 
сенсором одноцепочечных разрывов. К числу процес-
сов, регулируемых PARP1, относятся репарация и ре-
пликация ДНК, управление структурой хроматина, кон-
троль клеточного цикла и другие процессы. Например, 
известно, что PARP1 контролирует репарацию аддук-
тов топоизомераза 1-ДНК, с помощью Tdp1, посколь-
ку и топоизомераза 1, и Tdp1 модифицируются PARP1. 
Нами проведен транскриптомный анализ клеток с но-
каутом по генам белков репарации Tdp1 и PARP1 [1]. 
Анализ эффекта нокаутов этих генов показал, что наи-
большее число дифференциально экспрессирован-
ных генов (ДЭГ) наблюдается у мутанта по гену белка 
PARP1, поскольку этот белок участвует в существенно 
большем числе клеточных процессов по сравнению 
с Тdp1. Наибольшее число ДЭГ связаны с репара-
цией, биогенезом рибосом, транскрипцией, а также 
с протеасомой, апоптозом, контролем клеточного цик-
ла и процессингом белков в эндоплазматическом ре-
тикуломе. Значительная часть изменений, вызванных 
нокаутом по гену PARP1, затрагивала синтез и про-
цессинг белков.

По данным транскриптомного анализа, при нокауте 
гена PARP1 уровень нескольких ДЭГ для генов белков-
участников эксцизионной репарации оснований ДНК 
был снижен по сравнению с клетками НЕК293 дикого 
типа. Среди них гены, кодирующие ДНК- гликозилазы 
(NEIL1, SMUG1, MPG, NEIL3), и четыре гена субъединиц 
ДНК-полимераз (POLE4, POLD2, POLD4, POLB). Гены 
FEN1 и NEIL1 являются основными узлами в сети бе-
лок-белковых взаимодействий, полученных с помощью 
Cytoscape. Работа выполнена при поддержке РНФ, про-
ект 21-64-00017.
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Мышечная дистрофия Дюшенна/Беккера — рецес-
сивное Х-сцепленное заболевание, вызываемое пато-
генными вариантами в гене DMD, кодирующем белок 
дистрофин. При данном заболевании существует за-
висимость тяжести фенотипа от типа патогенного ва-
рианта: при мутациях, приводящих к полному или прак-
тически полному отсутствию экспрессии дистрофина 
(LoF-варианты) проявляется более тяжелая форма — ми-
одистрофия Дюшенна (МДД), а при вариантах с укоро-
чением белка или миссенс-вариантах — миодистрофия 
Беккера или Х-сцепленная кардиомиопатия. Среди LoF-
вариантов наиболее частыми являются делеции/дупли-
кации одного или нескольких экзонов, короткие инделы, 
приводящие к сдвигу рамки считывания, а также пре-
ждевременный стоп-кодон или нарушение сайта сплай-
синга. В такой ситуации пропуск одного или нескольких 
экзонов может быть использован для восстановления 
рамки считывания, либо удаления экзона содержащего 
патогенный вариант, что приведет к снижению тяжести 
течения заболевания.

У 1,5% пациентов с МДД выявлены патогенные 
LoF-варианты в экзонах 11 и 12, пропуск которых 
in vitro был целью данной работы. Для достижения 
цели в плазмиды с eSpCas9(1.1) (Addgene #71814) 
или SaCas9 (Addgene #61591) были клонированы во-
семь направляющих РНК (нРНК) (по 4 для каждой ну-
клеазы), направленных на интроны 10 и 12 гена DMD. 
Плазмиды индивидуально или попарно трансфициро-
вали в HEK293T методом липофекции и в имморта-
лизованные миобласты от здорового донора методом 
электропорации. Через 72 часа после трансфекции вы-
деляли ДНК и РНК и проводили ПЦР для обнаружения 
продуктов редактирования. Для оценки эффективности 
редактирования амплифицированные фрагменты сек-
венировали по Сэнгеру и анализировали методом TIDE.

В результате экспериментов на клеточной культуре 
HEK293T были отобраны по одной наиболее эффектив-
ной паре нРНК для SaCas9 (с эффективностью 20% и 8%) 
и для SpCas9 (с эффективностью 30% и 25%). Каждая 
из пар нРНК создавала целевую делецию 11 и 12 экзо-
нов. Кроме того, были выявлены два побочных продукта 
редактирования: инверсия экзонов 11–12 и кольцевая 
ДНК, образовавшаяся из делетированного фрагмен-
та. Данный результат подтвержден на культурах клеток 
миобластов. При анализе кДНК, полученной после ре-
дактирования миобластов, выявлено наличие только 
полноразмерного транскрипта и транскрипта с целевой 
делецией. Полученный результат позволяет сделать вы-
вод о том, что наличие побочных продуктов не оказывает 
существенного влияния на результат эксперимента.

Таким образом, результаты исследования пока-
зывают возможность эффективного перманентного 

пропуска экзонов 11–12 в гене DMD для разработки 
терапии мышечной дистрофии Дюшенна. Исследование 
выполнено за счет гранта Российского научного фонда 
№ 23-15-00482.
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The use of CRISPR RNAs (crRNAs) in guiding Type 
V Cas12a nucleases for target DNA cleavage involves 
a constant repeat-derived 5'-scaffold moiety along with 
variable 3'-spacer moieties. Our study demonstrated that 
removing a significant portion of the 20-nucleotide scaf-
fold only minimally affected target DNA cleavage by the 
Acidaminococcus sp. (AsCas12a) Cas12a ortholog. 
Surprisingly, even in the presence of only a 20-nucleotide 
crRNA spacer moiety, residual cleavage was observed [1].

We further investigated the catalytic potential 
of AsCas12a/split crRNAs complex, where scaf-
fold and spacer RNAs are separated. This approach 
proved highly specific and efficient in cleaving target 
DNA by AsCas12a, both in vitro and in lysates of hu-
man cells. In addition to dsDNA target cleavage, split 
crRNA-programmed AsCas12a also exhibited specific 
ssDNA target cleavage and non-specific ssDNA deg-
radation (collateral activity). Similar functionality with 
split crRNAs was observed in V-A effector nucleases 
from Francisella novicida (FnCas12a), Lachnospiraceae 
bacterium (LbCas12a) [1], and Ruminococcus bromii 
(RbCas12a) [2]. Thus, the use of split crRNAs appears 
to be a general property among V-A effectors.

The widespread application of CRISPR/Cas for edit-
ing mitochondrial DNA (mtDNA) has faced obstacles due 
to a limited understanding of RNA import mechanisms with-
in the mitochondria of mammalian cells. It has been shown 
that shorter RNA molecules, such as miRNA and siRNA, 
display greater targeting efficiency, potentially through non-
specific means, and can be both detectable and functional. 
In line with these findings, we conducted a comparison of mi-
tochondrial import between full-sized crRNA and its spacer 
part only. We discovered that the crRNA spacer moiety 
alone can be targeted into human mitochondria [3].
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The ability to split crRNAs into scaffold and spacer 
moieties opens up new possibilities, allowing for precise 
targeting of V-A effectors to mitochondria, an accom-
plishment not previously achieved. Our recent discovery 
holds promise in potentially addressing the challenge 
of crRNA import in human mitochondria. If it works, this 
finding could pave the way for future treatments of mito-
chondrial genetic disorders, however, currently our ex-
periments are still ongoing. Work in Mazunin labs was 
supported by grant from Russian Science Foundation 
(No. 23-45-10010).
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Стремительное развитие генной терапии (ГТ) орфан-
ных заболеваний связано не только с возможностями 
дизайна векторов и пониманием патогенеза этих тя-
желейших состояний, но и с быстрым прогрессом био-
технологии, фармацевтики и моделирования болезней 
на клеточном и организменном уровнях. Практическое 
применение препаратов для ГТ дает ценную инфор-
мацию об их эффективности, но также постоянно под-
нимает вопрос о направлении развития, биобезопас-
ности и этичности их использования, которые требуют 
систематизации.

Среди вызовов в этой области можно выделить 
связанные с уровнем развития технологий и принци-
пиальные стратегические задачи, решение которых 
необходимо для устойчивого развития этой области 
биомедицины. Технологические задачи, в первую оче-
редь, связаны с таким направлением, как применение 
вирусных векторов и моделирование орфанных забо-
леваний для оценки эффективности и безопасности. 
В связи с уникальной этиологией каждого орфанно-
го заболевания имеется дефицит животных моделей, 
а также сложности в оценке кинетики и подборе дозы 
на животных. Все это ставит вопрос о важности тех-
нологий редактирования генома (ТРГ) для прецизи-
онного моделирования этих состояний. Аналогично 
скрининговые исследования, которые целесообраз-
но проводить на моделях in vitro, требуют точного 
внесения мутаций в целевые гены, для которого как 
нельзя лучше подходят ТРГ. Также важными являют-
ся вопросы безопасности вирусных векторов, в том 
числе аденоассоциированных и лентивирусных, кото-
рые стали одними из наиболее популярных платформ 
для создания препаратов ГТ. Ее оценка на животных 

и точная интерпретация данных доклинических иссле-
дований являются определяющими для безопасности 
в клинике. Открытым остается вопрос о долгосроч-
ных последствиях вирусной ГТ, которая при орфанных 
заболеваниях часто проводится в раннем возрасте, 
и при длительной выживаемости пациентов может 
влиять на их состояние в связи с природой вирусных 
векторных систем, используемых в качестве основы 
препаратов.

Задачи стратегического толка связаны с выбором 
показаний, для которого не существует общепринятого 
алгоритма, а также с редкостью больных подтвержден-
ными орфанными заболеваниями. В этой ситуации по-
требность в разрабатываемых препаратах измеряется 
десятками случаев в масштабах стран, а выявление 
пациентов, которым может быть проведена ГТ, стано-
вится отдельной задачей. Не менее важным является 
адекватное нормативное регулирование обращения 
препаратов для ГТ орфанных заболеваний, которое 
в большинстве развивающих эту область стран вклю-
чает процедуры ускоренных регистраций и иные подхо-
ды, сокращающие время от разработки до внедрения. 
Работа выполнена в рамках государственного зада-
ния МГУ имени М.В. Ломоносова и по перспективно-
му направлению научно-образовательного развития 
Московского университета «Молекулярные технологии 
живых систем и синтетическая биология».
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Атопический дерматит — хроническое воспалитель-
ное кожное заболевание со склонностью к рецидивиру-
ющему течению, для комплексного изучения которого 
необходима наглядная модель, способная воспроизво-
дить морфологическую и клиническую картину заболева-
ния. В настоящее время подобная модель атопического 
дерматита отсутствует. Целью данной работы является 
ее создание на основе блокирования гена филаггрина 
(FLG) и KiF3A путем их модификации с применением тех-
нологии CRISPR/Cas9.
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Стартовым фактором патогенеза атопического дер-
матита считается нарушение функций эпидермально-
го барьера. При этом фактором, обеспечивающим его 
целостность, является белок филаггрин, играющий 
определенную роль не только в формировании барьер-
ной функции, но и в иммунном ответе. Кроме того, ра-
нее было выявлено, что нарушение экспрессии гена 
KiF3A также повышает проницаемость кожного барье-
ра, нарушая его целостность и степень гидратации, до-
полнительно увеличивая риск развития тяжелых форм 
атопического дерматита у детей. Данная гипотеза нахо-
дит подтверждение в многочисленных исследованиях. 
В культуре кератиноцитов крысы путем трансфекции 
клеток плазмидами, несущими необходимые элементы, 
был задействован механизм CRISPR/Cas9, заблокиро-
вавший экспрессию генов FLG и KiF3A. При пересадке 
трансфицированной культуры клеток с нокаутом генов 
FLG и KiF3A в хвост грызуна и воздействии на него 
аллергена (пылевой клещ) наблюдали экзематозные 
и другие поражения, характерные для развития атопи-
ческого дерматита.

На основе полученных в ходе исследования результа-
тов был сделан вывод о применимости данного метода 
для создания модели заболевания и еe дальнейшего ис-
пользования для разработки методов патогенетической 
терапии атопического дерматита.
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BY KNOCKOUT OF FLG AND KiF3A GENES 
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Долгие годы ведутся исследования механизмов и по-
иски терапевтических подходов для предотвращения 
развития нейродегенеративных заболеваний, однако 
до сих пор не найдено эффективного средства. Болезнь 

Хантингтона, хотя и вызвана лишь одним фактором — 
экспансией CAG повторов в первом экзоне гена HTT, 
но обладает большим спектром последующих молеку-
лярных событий. Поэтому разработки терапевтического 
средства пока не дали результата.

Один из подходов для поиска терапии — тестирование 
препаратов, уже показавших положительные эффекты 
при лечении других заболеваний, в частности, онкологии, 
и имеющих пересечения по молекулярным процессам 
с болезнью Хантингтона [1, 2]. Так, в ряде работ тести-
руют ингибиторы фермента PARP1: они предотвращают 
развитие варианта клеточной смерти («партанатоса»), 
индуцируемого гиперактивацией PARP-белков, которая 
возникает из-за интенсивного развития окислительно-
го стресса, сопровождающего нейродегенеративные 
процессы [3].

Наша цель — создать модельные клеточные линии 
срединных шипиковых нейронов из ИПСК пациента 
с болезнью Хантингтона, пригодные для оценки эф-
фективности действия препаратов на основе PARP-
ингибиторов. Для этого мы внесли две генетические 
конструкции, кодирующие биосенсор окислительного 
стресса GRX1-roGFP2 [4] либо биосенсор стресса ЭПР 
XBP1-TagRFP [5], и последовательность, кодирующую 
тетрациклиновый трансактиватор, для регуляции экс-
прессии биосенсора, с помощью метода CRISPR/
Cas9 в локус AAVS1 ИПСК, полученных из мононукле-
арных клеток крови пациента, несущего 46 повторов 
CAG в гене HTT. Также, чтобы усилить развитие стрес-
сового состояния, технологией Sleeping Beauty в геном 
ИПСК внесли дополнительный фрагмент первого экзо-
на HTT с 46 CAG повторами. После характеристики по-
лученных клонов и их дифференцировки в срединные 
шипиковые нейроны мы планируем протестировать 
препараты на основе PARP-ингибиторов для оценки 
их эффекта в условиях, моделирующих развитие бо-
лезни Хантингтона. Работа поддержана грантом РНФ 
№ 23-15-00224.
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Нейродегенеративные заболевания имеют разную 
этиологию, однако прослеживаются четкие закономер-
ности в механизмах развития патологических процессов 
в клетках. Патогенез большинства нейродегенеративных 
заболеваний связан с накоплением в нейронах агрегатов 
неправильно свернутых белков: синуклеина при болезни 
Паркинсона, амилоида при болезни Альцгеймера, хантинг-
тина при болезни Хантингтона и др., — что приводит к раз-
витию стресса эндоплазматического ретикулума (ЭПР), 
дисфункции митохондрий и в конечном итоге к клеточной 
гибели. Протеинопатии приводят к нарушению процессов 
аутофагии, а дисфункция митохондрий вызывает развитие 
окислительного стресса. Система клеточного ответа на на-
копление аберрантных форм белка направлена на устране-
ние причин развития стресса ЭПР посредством приоста-
новки трансляции белков, запуска системы деградации 
неправильно свернутых белков, активации шаперонов. При 
невозможности исправить ситуацию с накоплением абер-
рантных белков в клетке запускается процесс апоптоза.

Многочисленные исследования подтверждают важную 
роль PARP1 в развитии нейродегенеративных изменений 
мозга. Основная роль PARP1 — сенсор одноцепочечных 
разрывов ДНК. Фермент связывается с ДНК в местах раз-
рывов и начинает синтез поли(АДФ-рибозы) (PAR) из NAD+, 
привлекая к месту повреждения ферменты репарации 
ДНК. Гиперактивация PARP1 приводит к истощению пула 
NAD+ и избыточному накоплению PAR, вызывая гибель 
клеток. Парилирование (присоединение PAR) прион-по-
добных белков способствует их агрегации. Показана роль 
PARP1 в процессах поддержания стабильности генома, ре-
гуляции экспрессии генов, функционировании и биогенезе 
митохондрий, посттрансляционной модификации и утили-
зации белков в ЭПР, аутофагии. PARP1 является активным 
участником развития патологических процессов в нейронах 
при протеинопатиях, поэтому ингибирование этого фермен-
та позволит предотвратить или замедлить нейродегенера-
цию. Подавление активности PARP1 будет способствовать 
снижению уровня гибели нейронов, вызванного накоплени-
ем PAR (партанатос), окислительным стрессом (дисфункци-
ей митохондрий в результате истощения запасов энергии 
в виде NAD+ и ATP), а также нарушением процессов ауто-
фагии (через подавление активности SIRT1).

Препараты на основе ингибиторов PARP1 актив-
но разрабатываются и применяются в терапии рака. 
Изучение действия ингибиторов PARP1 на клеточных 
моделях на основе дифференцированных производных 
индуцированных плюрипотентных стволовых клеток по-
зволит выявить общие закономерности, объединяющие 
патогенез различных нейродегенеративных заболеваний, 
и подобрать препараты, предотвращающие гибель нейро-
нов. Работа поддержана грантом РНФ № 23-15-00224.
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Открытие и совершенствование методов геномно-
го редактирования позволило специфически изменять 
структуру генов, регулировать экспрессию и функцио-
нирование их продуктов в клетках живых организмов. 
Тем не менее в качестве мишеней до сих пор преимуще-
ственно выбирают белок-кодирующие гены с направле-
нием вносимых двуцепочечных разрывов в кодирующие 
области. В свою очередь, интронные последовательно-
сти обладают потенциалом для получения инструментов 
тонкой регуляции разнообразных клеточных процессов.

Была предложена стратегия редактирования интронов 
гена Gas5 (Growth Arrest Specific 5), содержащих гены 
малых ядрышковых РНК (мяоРНК), с помощью системы 
CRISPR/Cas9. Функциональный анализ изменений экс-
прессии генов в полученных линиях клеток человека с раз-
личными типами мутаций позволил предложить гипотезу 
о механизме созревания как самих мяоРНК, так и длинной 
некодирующей РНК (днкРНК) хост-гена Gas5 [1].

С помощью точечного редактирования генов инди-
видуальных C/D-бокс-мяоРНК удалось специфически 
подавить экспрессию мяоРНК-мишеней. При этом на-
блюдалось созревание новых мутантных форм C/D-бокс-
РНК. Продемонстрировано образование изоформ зрелой 
днкРНК Gas5, содержащих пропуски экзонов. Анализ 
результатов позволил сформулировать гипотезу об m6А-
зависимой регуляции созревания хост-гена мяоРНК Gas5.

На основе клеток человека 293FT были также по-
лучены линии клеток с протяженной делецией в одном 
из аллелей Gas5 с помощью редактирования одновре-
менно двух генов мяоРНК, закодированных в первом 
и последнем интронах Gas5. Подобная стратегия редак-
тирования позволила осуществить подавление уровня 
как днкРНК Gas5, так и всех интрон-закодированных 
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C/D-бокс-мяоРНК. Наблюдаемые результаты легли в ос-
нову гипотезы о мяоРНК-зависимом созревании пред-
шественника днкРНК Gas5.

Разработка инструментов модуляции сплайсинга при-
влекает все больше внимания как подход к тонкой ре-
гуляции экспрессии гена без нарушения его структуры. 
Осуществление модификаций нуклеотидов в составе пред-
шественника мРНК (пре-мРНК) представляет перспектив-
ную стратегию влияния на созревание мРНК. В клетках че-
ловека 293FT с помощью CRISPR/Cas9-опосредованной 
гомологичной рекомбинации была показана возможность 
перенаправления активности C/D-бокс-мяоРНК на пре-
мРНК модельного гена IFITM3. В условиях активации 
врожденного иммунного ответа было продемонстрирова-
но снижение уровня зрелой мРНК-мишени по сравнению 
с контрольными клетками в аналогичных условиях.

Таким образом, инструменты на основе редактирова-
ния интронов — многообещающий подход, обладающий 
потенциалом для применения в различных областях иссле-
дований. Исследование проведено при поддержке гран-
та РФФИ 18-29-07073 и проекта Госзадания ИХБФМ 
СО РАН (0245-2019-0001) (разработка методов).
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Нейродегенеративные заболевания занимают зна-
чительную долю в структуре заболеваемости по всему 
миру. В связи с увеличением среднего возраста населения 
в большинстве развитых стран резко возрастает доля па-
циентов с такими диагнозами, как болезнь Альцгеймера 
и болезнь Паркинсона. Дефицит эффективных подходов 
к терапии данных болезней во многом связан с отсутствием 
системных знаний о механизмах реализации генетической 

информации (генетических вариантов) при формировании 
патологических фенотипов на уровне живой клетки, ткани, 
органа и целого организма. Данная проблема усугубляет-
ся еще и тем, что разнообразие генетических вариантов, 
которые непосредственно приводят к развитию патологи-
ческих состояний нервной системы или повышают риск 
их возникновения, крайне велико. На сегодняшний день 
известны сотни генов и тысячи аллельных вариантов, ко-
торые ассоциированы с патологиями развития нервной 
системы и нарушениями ее функционирования в течение 
жизни. Кроме того, одной из проблем является недостаток 
адекватных моделей, которые пригодны для проведения 
скрининговых исследований in vitro, поиска новых генов 
и генетических вариантов, вовлеченных в формирование 
патологических состояний, обнаружения потенциальных 
молекул-мишеней для терапии, функциональной провер-
ки генетических вариантов, которые были найдены в ходе 
компьютерного анализа биологических данных и тестиро-
вания возможных средств терапии. Развитие технологий 
индуцированной плюрипотентности, направленной диф-
ференцировки плюрипотентных клеток человека в ре-
левантные типы клеток in vitro, а также редактирования 
нуклеотидных последовательностей с помощью програм-
мируемых нуклеаз позволяет существенно расширить 
арсенал инструментов для решения вышеописанных про-
блем. В докладе будет представлен обзор данных о про-
грессе в использовании индуцированных плюрипотентных 
стволовых клеток человека и направленного редактирова-
ния геномов для создания моделей нейродегенеративных 
заболеваний, а также о возникающих при этом проблемах 
и путях их решений. Работа финансируется в рамках бюд-
жетного проекта ИЦиГ СО РАН № FWNR-2022-0015.
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Рекомбинантные вирусные векторы на основе аде-
ноассоциированных вирусов (AAV) и вируса везику-
лярного стоматита (VSV) являются эффективными 
инструментами доставки терапевтических генов для 
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лечения наследственных и резистентных онкологических 
заболеваний.

Наследственная оптическая нейропатия Лебера — ми-
тохондриальное заболевание, при котором отмирают ган-
глиозные клетки сетчатки и их аксоны, что приводит к поте-
ре центрального зрения [1]. Мутации в генах, кодирующих 
белки электрон-транспортной цепи, приводят к снижению 
количества АТФ, избыточной продукции активных форм 
кислорода (АФК) и повышенной концентрации Ca2+. На мо-
дели первичных фибробластов с мутацией R340H в белке 
ND4 с использованием сенсоров АФК и Ca2+ было показа-
но снижение количества АФК и нормализация уровня Ca2+ 
в митохондриях при аллотопической экспрессии ND4 по-
сле трансдукции клеток векторами AAV, а также проведён 
скрининг сигналов митохондриальной локализации.

Мутации в гене ретинолдегидрогеназы 12 (RDH12), 
участвующей в цикле зрительной фототрансдукции, вызы-
вают врожденный амавроз Лебера 13 типа и пигментный 
ретинит 53 типа. Патогенез связан с накоплением про-
межуточных метаболитов зрительного цикла и аддуктов 
перекисного окисления [2]. Функциональный анализ двух 
вариантов RDH12, доставляемых AAV8 и AAV9, на мо-
дели HEK293 и клетках пигментного эпителия сетчатки 
человека ARPE19 показал повышение устойчивости AAV-
трансдуцированных клеток к цитотоксическому агенту 4-ги-
дроксиноненалю, промежуточному метаболиту зрительно-
го цикла фототрансдукции и активатору апоптоза клеток.

Селективная репликация онколитических вирусов 
в опухолевых клетках и активация иммунного ответа 
хозяина приводят к избирательной гибели преимуще-
ственно злокачественных клеток [3]. В in vivo исследо-
вании, проведенном на сингенной модели меланомы 
у мышей C57BL/6, процент торможения роста опухоли 
(ТРО) относительно контрольной группы достиг макси-
мума в 52,5% и 41,8% при интратуморальной инъекции 
1×108 и 1×106 TCID VSV-GFP соответственно. Уровень 
смертности был выше в плацебо группе мышей, чем у экс-
периментальных групп. VSV-GFP оставался активным 
в опухоли минимум на протяжении 21 дня, что было под-
тверждено конфокальной микроскопией. Финансирование 
проектов осуществлялось Министерством науки и высше-
го образования Российской Федерации (№ 075-10-2021-
093; GTH-RND-2011; GTH-RND-2112; GTH-RND-2113).
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Мужское бесплодие относится к заболеваниям с не-
удовлетворённой медицинской потребностью, поэтому 
поиск новых эффективных и безопасных методов его ле-
чения является актуальной задачей. Ранее мы показали 
эффективность секретома мезенхимных стромальных 
клеток (МСК) на двух моделях нарушения сперматоге-
неза у грызунов. Для дальнейшей разработки препарата 
необходимо изучение механизмов действия, в том числе 
выявление ключевых факторов и мишеней.

Для изучения потенциальных ключевых компонен-
тов мы смоделировали повреждение сперматогенеза 
у мышей с помощью 10 внутрибрюшинных инъекций 
доксорубицина в суммарной дозе 10 мг/кг. Разным жи-
вотным вводили локально под белочную оболочку яичка 
секретом МСК, секретом МСК с антителами к фактору 
роста эндотелия сосудов (VEGF), секретом МСК с анти-
телами к фактору роста из глиальных клеток (GDNF) или 
фракцию секретома МСК без внеклеточных везикул. 
Восстановление сперматогенеза оценивали с помощью 
гистологического анализа срезов семенников, окра-
шенных гематоксилин-эозином, и подсчётом спермато-
зоидов в гомогенате придатков. Основные клеточные 
мишени анализировали иммуногистохимическим ана-
лизом с антителами к PCNA (маркёр активно делящих-
ся клеток дифферона сперматогониальных стволовых 
клеток), SOX9 (маркёр клеток Сертоли), CD163 (маркёр 
М2-макрофагов).

Общее количество сперматозоидов, число подвиж-
ных сперматозоидов, а также нормальных и восста-
навливающихся семенных канальцев увеличивалось 
у животных, получивших инъекцию секретома МСК 
по сравнению с контрольной группой нелеченных живот-
ных. Блокирование VEGF антителами привело к сниже-
нию регенераторного эффекта секретома МСК, однако 
нейтрализация GDNF или удаление внеклеточных вези-
кул не повлияло на эффект секретома МСК. Дальнейший 
иммуногистохимический анализ показал, что при введе-
нии секретома МСК наблюдается тенденция к частично-
му восстановлению нормального клеточного состава, 
а именно: снижению количества CD163+ макрофагов, 
снижению SOX9+ клеток Сертоли, увеличению PCNA+ 
активно делящихся клеток дифферона сперматогони-
альных стволовых клеток. В группе, которой вводился 
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секретом МСК с антителами к VEGF, клеточные эффекты 
секретома МСК были снижены и сопоставимы с группой 
с повреждением без терапии.

Таким образом, ключевым фактором в секретоме 
МСК для восстановления сперматогенеза может яв-
ляться VEGF, в то время как GDNF и ВВ не вносят су-
щественного вклада в реализацию эффекта секретома 
МСК. Среди клеточных мишеней секретома МСК можно 
рассматривать М2-макрофаги, клетки Сертоли и клет-
ки дифферона ССК, однако это требует дальнейших ис-
следований. Исследование выполнено за счет гранта 
Российского научного фонда № 19-75-30007, https://
rscf.ru/project/19-75-30007/.
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Повышение эффективности и точности систем ге-
номного редактирования является актуальной задачей 
современной молекулярной биологии и генетической ин-
женерии. Особый интерес вызывает создание регулиру-
емых систем CRISPR/Cas, активностью которых можно 
управлять с различных физико-химических стимулов, та-
кие как, облучение светом, изменение рН, температура, 
изменение концентраций определенных веществ и др. 
Многообещающим направлением в этой области являет-
ся разработка подходов к регуляции активности на уровне 
направляющей РНК за счет введения определенных моди-
фикаций в структуру и последовательность направляющей 
РНК, а также вспомогательных олигонуклеотидов.

Целью данной работы является создание регулируемых 
систем CRISPR/Cas9 с использованием модифицирован-
ных направляющих РНК и блокирующих олигонуклеотидов.

Нами было выбрано два варианта регуляции системы: 
облучение светом определенной длины волны и аллостери-
ческая регуляция. Был проведен дизайн и синтез линейных 
и циклических фоторасщепляемых направляющих РНК 
и вспомогательных олигонуклеотидов. Линейные направ-
ляющие РНК содержали фоторасщепляемые линкеры, по-
зволяющие разрушить РНК путем облучения и таким об-
разом отключить систему редактирования в определенный 
момент времени. Циклические направляющие РНК не ак-
тивны вплоть до облучения, а в результате облучения про-
исходит их линеаризация и активация системы. Линейные 
фоторасщепляемые блокирующие олигонуклеотиды инги-
бируют расщепление ДНК-мишени до облучения, а цикли-
ческие — после облучения. Еще один вариант направляющих 
РНК содержал в своем составе линкеры на основе азобен-
зола, изменяющего свою конформацию при облучении. 
Облучение в УФ-диапазоне приводит к переходу молекулы 
в цис-изомер, а облучение в видимом диапазоне приводит 
к образованию транс-изомера. Такой вариант модифика-
ции РНК позволяет обратимо изменять ее пространствен-
ную структуру и влиять на сродство РНК к ДНК-мишени, 
а также к белку Cas9, активируя или инактивируя систему 
геномного редактирования в зависимости от длины волны 
облучения. Для создания систем с аллостерической регуля-
цией нами были созданы направляющие РНК с внедренны-
ми в их структуру аптамером к теофиллину. В зависимости 
от положения аптамера в составе направляющей РНК си-
стема CRISPR/Cas9 может как активироваться, так и де-
зактивироваться в присутствии теофиллина.

Нами предложены подходы к созданию систем 
CRISPR/Cas9, действие которых можно регулировать 
светом или аллостерически. Работа выполнена при фи-
нансовой поддержке РНФ № 22-14-00294.
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Клетки, геном которых точечно изменен системой 
CRISPR/Cas, — это перспективная основа продуцентов 
биофармацевтических белков. В ходе двух раундов ре-
дактирования генома клеток китайского хомячка (CHO) 
мы получили клональную линию CHO 4BGD с нокаутом 
двух проапоптотических генов bak1 и bax, нокаутом двух 
генов селекционных маркеров: глутаминсинтазы (glul) 
и дигидрофолатредуктазы (dhfr) — и дополнительными 
копиями генов антиапоптотического белка Bcl-2 и индук-
тора макроаутофагии Beclin-1 [1,2].

По данным полногеномного cеквенирования, все 
восемь целевых аллелей в геноме клеток 4BGD были 
успешно разрушены при редактировании, при этом два 
отредактированных локуса содержали большие вставки 
нерелевантной ДНК, происходящей из другой хромо-
сомы СНО, из плазмиды, кодирующей нуклеазу Cas9, 
и из генома E. coli. В геноме 4BGD отсутствовали иные 
вставки ДНК E. coli, а все известные гены CHO сохрани-
лись в неповрежденном состоянии. Практически не было 
обнаружено событий нецелевого редактирования генома 
для всех использованных гидовых РНК.

Клетки 4BGD приобрели желаемый фенотип: они 
полностью устойчивы к индукции внутреннего пути апоп-
тоза, и пригодны для получения стабильно трансфициро-
ванных клеток с селекционным маркером DHFR, и в них 
эффективно идет амплификация трансгена под воздей-
ствием повышающихся концентраций метотрексата. 
Полученная на основе 4BGD клональная линия-проду-
цент моноклональных антител живет в режиме культи-
вации с подпиткой на 6 дней дольше, чем аналогичный 
продуцент на основе интактных клеток СНО S.

Клетки 4BGD не демонстрировали заметного увели-
чения уровней экспреcсии Bcl-2 и Beclin-1 в экспонен-
циальной фазе роста, однако при их продолжительном 
культивировании наблюдается сильное повышение уров-
ня экспрессии Bcl-2 и сохранение уровня экспрессии 
Beclin-1. Уровни экспрессии генов, связанных с индукци-
ей аутофагии и внутреннего пути апоптоза, в клетках 4BG 
также значительно отличались от родительских клеток.

Метод, включающий мультиплексное редактирова-
ние системой CRISPR/Cas9 и одновременную стабиль-
ную трансфекцию плазмидами, кодирующих гены для 
оверэкспрессии, позволяет получать клетки желаемого 
фенотипа, не содержащие значимых нецелевых измене-
ний генома, и пригоден для быстрого получения клеток 
СНО с желаемыми свойствами для биофармацевтиче-
ских приложений.
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Мезенхимные стволовые клетки (МСК) представля-
ют огромный интерес для исследователей, благодаря 
способности дифференцироваться в различные кле-
точные линии, а также способности оказывать регу-
ляторное воздействие на иммунную систему [1]. МСК 
используются в составе тканеинженерных конструкций 
(ТИК) для реконструкции различных урологических 
структур [2–4].

Цель — экспериментальное замещение различных 
объемов стенки мочевого пузыря с использованием ТИК.

В качестве матрицы использовались конструкция 
из поли-L,L,-лактида и фиброина шелка, содержащая 
меченые аллогенные МСК. 36 животным выполнена 
резекция мочевого пузыря вплоть до субтотальной с за-
мещением его ТИК объемом 5 мл (n=9), 10 мл (n=9), 
15 мл (n=9), и 20 мл (n=9).

Через 4, 8, 12 недель после оперативного вмеша-
тельства по данным компьютерной томографии органов 
брюшной полости и малого таза определяется мочевой 
пузырь физиологической емкости (10–11 мл) во всех 
группах исследования, имплантированная ТИК визуали-
зируется в виде гиперинтенсивного сигнала в области 
верхушки мочевого пузыря. Цистометрия наполнения 
у животных перенесших замещение 20 мл объема мо-
чевого пузыря (субтотальное замещение) показала ем-
кость 11–12 мл, что коррелирует с дооперационными 
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показателями (11,2 ± 0,97 мл). Макроскопически зона 
анастомоза состоятельна во всех группах животных, 
ТИК определяется в месте имплантации, отмечается 
лизис конструкции к 12 неделе наблюдения с сохра-
нением небольших остаточных фрагментов в месте 
имплантации.

Проведенный эксперимент показал возможность 
субтотального замещения мочевого пузыря кролика 
ТИК, с сохранением при этом функциональной и ана-
томической целостности органа. Однако макроскопи-
ческое исследование показало, что данного срока на-
блюдения недостаточно для полного лизиса матрицы, 
что требует дальнейших исследований и оценки более 
долгосрочных результатов. Исследование выполняет-
ся за счет гранта Российского научного фонда № 22-
25-20167, https://rscf.ru/project/22-25-20167/ 
и гранта Санкт-Петербургского научного фонда в со-
ответствии с соглашением от «14» апреля 2022 г. 
№ 20/2022).
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Гемофилия А и B — это наследственные заболева-
ния, связанные с нарушение свертываемости крови, вы-
званные недостаточным количеством в крови пациентов 
функционально-активного фактора свертываемости 8 
(FVIII) или 9 (FIX), соответственно [1]. Различают три сте-
пени тяжести заболевания по уровню активности FVIII или 
FIX в крови: легкая — более 5%, среднетяжелая — от 1% 
до 5%, тяжелая — ниже 1%. Наиболее распространенным 
способом лечения гемофилии является заместительная 
терапия — регулярное введение препаратов рекомби-
нантных факторов. Пациентам с легкой и среднетяжелой 
степенью введение рекомбинантных факторов требует-
ся обычно только при травмах, кровотечениях и необхо-
димости хирургических вмешательств. Тяжелая форма 
гемофилии часто сопровождается рецидивирующими 
гемартрозами, которые даже на фоне заместительной 
терапии могут со временем приводить к развитию осте-
оартроза. Это крайне негативно сказывается на опорно-
двигательной динамике пациентов.

Генотерапия гемофилии обеспечивает восстановле-
ние уровня целевого фактора свертываемости (более 5%) 
на 5–10 лет после однократного введения препарата. Нами 
были разработаны генотерапевтические препараты ANB-
002 (лечение гемофилии Б) и ANB-010 (лечение гемофи-
лии А). Принцип их действия заключается в доставке в клет-
ки печени пациента последовательности ДНК, кодирующей 
функциональный человеческий белок FVIII или FIX при по-
мощи рекомбинантного аденоассоциированного вектора 
(rAAV). Для увеличения уровня экспрессии FVIII и FIX, коди-
рующие последовательности были кодон оптимизированы 
по алгоритму, разработанному компанией АО «Биокад». 
Экспрессионная кассета содержит тканеспецифичный 
промотор, который ограничивает экспрессию трансгена 
клетками гепатоцитарного происхождения. Также для уве-
личения экспрессии и секреции в последовательность FVIII 
и FIX были внесены аминокислотные замены.

Эффективность препаратов ANB-002 и ANB-010 была 
изучена в экспериментах in vitro и in vivo. В результате была 
показана стабильная экспрессия и активность факторов 
уже на 14 день после инъекции препарата при in vivo экс-
периментах на модельных животных. Более того, данные 
показатели сохранялись в течение нескольких месяцев по-
сле однократного введения генотерапевтического препа-
рата, что приводило к уменьшению длительности и объема 
кровотечения. Дальнейшие доклинические исследования 
подтвердили их эффективность и безопасность. Были 
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получены разрешения Министерства здравоохранения 
РФ на проведение клинических исследований препаратов 
ANB-002 и ANB-010.
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Биопродукция рекомбинантных фармацевтических 
препаратов в растительных системах экспрессии рас-
сматривается как перспективная альтернатива суще-
ствующим платформам на основе клеток млекопита-
ющих или бактерий. Культивирование растительных 
клеток в контролируемых условиях биореакторов обе-
спечивает продукцию белка высокого качества в со-
ответствии с нормами GMP, а быстрый рост клеток, 
невысокая стоимость компонентов питательных сред 
и полное отсутствие риска контаминации вирусами 
и прионами животного происхождения являются боль-
шим преимуществом растительных экспрессионных 
систем. Несмотря на успешность использования кле-
точных культур растений для коммерческого получения 
фармацевтически ценных белков, в этом направлении 
остается все еще много нерешенных проблем, наибо-
лее важной среди которых является недостаточно высо-
кий выход рекомбинантного белка.

Мы полагаем, что сайт-специфическое встраивание 
целевых генов в такой район генома, который характе-
ризуется стабильно высоким уровнем экспрессии может 
решить проблему низкого уровня экспрессии рекомби-
нантных белков. Нами были проанализированы районы 
генома характеризующиеся стабильно высоким уровнем 
экспрессии и была получена серия нокинов в район гена 
гистона H3.3 Arabidopsis thaliana. В ходе работы был 
подобран оптимальный состав конструкции для сайт-
специфического встраивания. Успешная конструкция 
должна иметь участки гомологии, окружающие сайт 
разреза в геномной ДНК и дополнительные сайты уз-
навания эндонуклеазы Cas9, для того чтобы находиться 
в клетке в момент встраивания в линейной форме. Так 
же нами были проверены разные способы доставки кон-
струкций для редактирования: биобаллистическая транс-
формация и агробактериальная трансформация суспен-
зионных культур и агробактериальная доставка методом 
флорал дип в целые растения. Самую высокую эффек-
тивность показала биобаллистическая доставка, однако 
трудности получения моноклональных линий суспензион-
ных растительных клеток нивелируют это преимущество. 
Мы полагаем предпочтительным метод флорал дип и по-
следующую инициацию суспензионных культур из рас-
тений с подтвержденным нокином. Анализ полученных 
нокинов показал, что даже при наличии в матрице для но-
кин участков гомологии с целевым сайтом встраивание 
трансгенной конструкции не всегда идет по пути гомоло-
гичной рекомбинации и в местах соединения раститель-
ной и встроившейся трансгенной ДНК могут возникать 
различные перестройки: инсерции и делеции. Работа вы-
полнена при поддержке гранта РНФ 21-14-00091.
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Рецепторы, активируемые пероксисомными про-
лифераторами (hPPARs), — это семейство ядерных 
рецепторов, действующих как транскрипционные 
факторы [1]. Все три типа hPPAR: hPPARA, hPPARG, 
hPPARD — активируют (или ингибируют) множество ге-
нов-мишеней, поэтому их активация (ингибирование) 
обладает плейотропным эффектом, распространяю-
щимся на все системы организма. Так, под действием 
различных лигандов hPPARA снижает сердечно-сосу-
дистые осложнения от диабета, уменьшает концентра-
цию липопротеинов низкой плотности в крови и ока-
зывает противовоспалительный эффект [2], hPPARG 
и hPPARD повышают чувствительность к инсулину 
периферических тканей. Активация указанных рецеп-
торов ведет к улучшению состояния при сахарном диа-
бете второго типа, дислипидемии, неалкогольной жиро-
вой болезни печени и неалкогольного стеатогепатита, 
а также при сердечно-сосудистых и нейродегенератив-
ных заболеваниях и других патологиях [3, 4]. hPPAR яв-
ляются перспективными мишенями для лекарственных 
препаратов. К сожалению, многие из применяемых ле-
карств обладают побочными эффектами. Сейчас силы 
исследователей по всему миру направлены на поиск 
таких лекарственных лигандов, которые не являлись 
бы токсичными [5].

В ходе работы были синтезированы несколько экс-
периментальных веществ — потенциальных агонистов 
hPPARA и hPPARG. В целях изучения активности раз-
личных лигандов hPPARА и PPARG в культурах клеток 
млекопитающих были созданы трансгенные линии 
на основе клеток хомячка CHO, экспрессирующие 
рецепторы hPPARA (или hPPARG) а также hRXRA. 
В трансгенных линиях референсные вещества до-
зозависимо активируют репортерную конструкцию, 
содержащую ген люциферазы светлячка под управ-
лением hPPAR связывающих элементов. С помощью 
полученной тест-системы было проанализировано экс-
периментальное вещество QS-1148 (в не токсичных 
концентрациях) которое ингибирует люциферазную 
активность в репортерной конструкции. Исследование 
было поддержано Министерством науки и высшего 
образования Российской Федерации, Соглашение 
№ 075-15-2021-1063 от 28.09.2021.
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Всестороннее изучение механизмов поддержания 
плюрипотентности эмбриональных стволовых клеток 
(ЭСК) и их дифференцировки лежит в основе их эф-
фективного и безопасного использования в клеточной 
терапии и в моделировании различных заболеваний. 
Известно, что ЭСК обладают способностью противо-
стоять повреждающим факторам, которые могли 
бы привести к выходу из состояния плюрипотентно-
сти и старению. Так, например, показано, что по срав-
нению с дифференцированными клетками, для ЭСК 
свойственны повышенная стабильность генома, по-
ниженная частота мутаций. Такие особенности ЭСК 
обусловлены интенсивным функционированием за-
щитных систем клетки, в том числе за счет поддержа-
ния баланса между синтезом и деградацией белков. 
Большую часть регулируемого протеолиза в клетке 
осуществляет убиквитин-протеасомная система, про-
теолитическим ядром которой является протеасома — 
мультиферментный комплекс, в состав которого входят 
каталитические субъединицы β1, β2 и β5. Действие 
медиаторов воспаления вызывает замену этих субъе-
диниц на индуцибельные β1i/LMP2, β2i/MECL1 и β5i/
LMP7, и новообразованный комплекс называют имму-
нопротеасомой, поскольку для него показано участие 
в процессе презентации антигена при иммунном ответе 
в составе молекулы MHC-I. В последние годы появля-
ется множество косвенных свидетельств о возможной 
роли иммунопротеасом в поддержании плюрипотентно-
сти и в дифференцировке.

У ЭСК принято выделять три состояния плю-
рипотентности относительно приближения клеток 
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к дифференцировке: раннее (наивные ЭСК), проме-
жуточное и позднее (праймированные ЭСК). При ана-
лизе данных РНК-секвенирования было обнаружено, 
что во время перехода ЭСК мыши в состояние прай-
мированной плюрипотентности повышается экс-
прессия генов иммуносубъединиц протеасом, что 
согласуется с полученными нами экспериментальны-
ми данными. В данной работе с помощью CRISPR/
Cas9-опосредованного нокаута генов были получе-
ны линии ЭСК мыши, дефицитные по генам, коди-
рующим иммуносубъединицы протеасомы PSMB8, 
PSMB9 и PSMB10. Мы показали, что данные клеточ-
ные линии способны поддерживать плюрипотентное 
состояние in vitro, а также дифференцируются в три 
зародышевых листка в составе тератом in vivo. Вместе 
с тем, дифференцировка ЭСК, несущих нокаут по ге-
нам иммунопротеасомы PSMB9 и PSMB10, в эндо-
дермальном направлении in vitro сопровождается экс-
прессией маркера эндодермальной дифференцировки 
Foxa2 на фоне продолжающейся экспрессии фактора 
плюрипотентности Oct4, что может указывать на на-
рушение способности дифференцироваться в этом 
направлении in vitro. Таким образом, результаты ис-
следования позволяют предположить, что функциони-
рование иммунопротеасом играет важную роль на ран-
них стадиях дифференцировки. Работа поддержана 
грантом РНФ (22-14-00390).
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Онколитические вирусы — класс экспериментальных 
биологических противоопухолевых препаратов, которые 
избирательно реплицируются в раковых клетках, раз-
рушая их, но не наносят вреда нормальным клеткам. 
Онколитические вирусы являются высокоэффективным 

инструментом для борьбы с агрессивными опухоля-
ми [1]. Одним из перспективных типов вирусов, которые 
могут быть использованы в качестве онколитических 
являются энтеровирусы [2, 3]. Преимуществом энтеро-
вирусов является возможность системного применения, 
что значительно расширяет возможности применения 
препарата на их основе в лечении широкого спектра он-
кологических заболеваний.

На данный момент в компании BIOCAD ведутся рабо-
ты по получению полностью охарактеризованных синте-
тических рекомбинантных онколитических энтеровиру-
сов с заданными свойствами, обладающих улучшенным 
профилем эффективности и безопасности. Так нами 
была разработана технология получения онколитиче-
ских энтеровирусов de novo и получены лоты полностью 
охарактеризованных онколитических энтеровирусов 
для дальнейших исследований in vitro и in vivo. Также 
нами были разработаны технологии наработки и очист-
ки, а также необходимые аналитические методики, по-
зволяющие получать полностью охарактеризованные 
высокоочищенные препараты синтетических онколити-
ческих энтеровирусов.

Результаты проведенных нами in vitro исследований 
показали, что полученные нами синтетические онко-
литические варианты энтеровирусов вызывают цито-
патическое действие на таргетные опухолевые клетки, 
не оказывая при этом токсического действия на клетки 
не онкогенного происхождения. Кроме того, проведён-
ные нами пилотные in vivo исследования на различных 
животных моделях показывают безопасность и высокую 
противоопухолевую и антиметастатическую активность 
разработанных нами препаратов.

Разрабатываемый в компании BIOCAD препарат бу-
дет представлять собой модифицированные синтети-
ческие онколитические энтеровирусы для применения 
в формате монотерапии либо в комбинации с иммуноте-
рапевтическими и химиотерапевтическими препаратами 
и предназначен для лечения широкого спектра онкологи-
ческих заболеваний.
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Дифференциальная диагностика некоторых заболе-
ваний до сих пор вызывает разногласия в медицинской 
среде. Такие заболевания, как наследственная гипер-
трофическая кардиомиопатия (ГКМП), болезнь Фабри, 
болезнь Данона, амилоидоз, при стертом течении имеют 
схожую клиническую картину. Обладая полным представ-
лением о генетической основе тех или иных заболеваний, 
существенно упрощается их диагностика.

Целью данного исследования является установле-
ние влияния генетического варианта с неясным клини-
ческим значением p.Asn515del в гене MYBPC3 на раз-
витие патологического фенотипа ГКМП кардиомиоцитов 
in vitro с использованием технологии индуцированных 
плюрипотентных стволовых клеток (ИПСК) и системы 
CRISPR/Cas9. С помощью рибонуклеопротеиновых 
комплексов системы CRISPR/Cas9 и донорной после-
довательности, содержащей делецию p.Asn515del, 
данный генетический вариант был внесен в ген 
MYBPC3 ИПСК условно здорового пациента линии К7 
(ICGi022-A). В результате, были получены три линии 
ИПСК, гомозиготные по делеции p.Asn515del, кото-
рые сохраняли свои плюрипотентные свойства и нор-
мальный кариотип. Для исправления мутации в ранее 
полученные ИПСК пациента с генетическим вариантом 
p.Asn515del в гене MYBPC3 были внесены рибонукле-
опротеиновые комплексы системы CRISPR/Cas9 и до-
норная последовательность дикого типа. Три линии 
ИПСК с внесённой делецией К7-N515del, линии ИПСК 
пациента, линия ИПСК изогенного контроля К7 и ли-
нии ИПСК условно здоровых пациентов К6 (ICGi021-A) 
и К9 были подвергнуты кардиальной дифференциров-
ке. Спустя 34–36 дней дифференцировки клетки окра-
шивались антителами к маркёрам кардиомиоцитов, 
после чего сравнивались их площади. По полученным 
данным, кардиомиоциты пациента и кардиомиоциты 
с внесённой делецией воспроизводили один из харак-
терных признаков ГКМП и имели достоверно большую 
площадь, чем кардиомиоциты кардиально здоровых 
пациентов, включая изогенный контроль. Работа под-
держана грантом РНФ № 22-15-00271.
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Мутации в гене GBA1, кодирующем лизосомный 
фермент глюкоцереброзидазу (GCase), приводят 
к развитию болезни Гоше (БГ) и являются фактором 
высокого риска болезни Паркинсона (БП). В зави-
симости от популяции мутации в гене GBA1 выяв-
ляются от 10 до 30% пациентов с БП. Большинство 
мутаций GBA1 не затрагивают активный сайт фер-
мента, но нарушают его конформацию и транспорт 
к сайту действия в лизосомы, что приводит к сниже-
нию активности GCase и накоплению концентрации 
лизосфинголипидов, часто оцениваемых как нако-
пление гексозилсфингозина HexSph. Для увеличения 
активности фермента предлагается использованием 
фармакологических шаперонов (ФШ) GСase, малых 
молекул, способствующих сборке фермента и его 
транспорту в лизосомы. Сегодня наиболее перспек-
тивными ФШ GCase являются амброксол и соедине-
ние NCGC00241607 (N07) [1].

Нами разработана полноатомная модель GCase, 
с помощью молекулярного докинга (Molsoft ICM 
pro3.8) и молекулярной динамики (Amber18) нами 
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показаны сайты связывания амброксола и соедине-
ния N07 с ферментом [2,3], а также предложено но-
вое соединение N2, производная соединения N07, 
обладающая большей растворимостью с аналогичной 
константой связывания. Предложена оригинальная 
система скрининга эффективности ФШ GCase in vitro 
на первичной культуре макрофагов и дофаминергиче-
ских (ДА) нейронах, дифференцированных из индуци-
рованных плюрипотентных стволовых клеток (ИПСК), 
полученных из мононуклеаров пациентов с мутациями 
гена GBA1 (мутация N370S) с последующей оценкой 
активности фермента и накопления субстрата методом 
ВЭЖХ-МС/МС.

Нами сопоставлена эффективность синтезирован-
ного нами соединения N2 c ФШ GCase амброксолом 
и N07 и показано, что N2 показало большую эффектив-
ность в снижении концентрации лизосфинголипидов 
и увеличении эффективности транслокации GCase в ли-
зосомы (степень колокализации GCase с LAMP2).

В настоящее время нами с целью репозиционирова-
ния лекарственных средств проводится скрининг in silico 
зарегистрированных препаратов по их способности свя-
зываться с GCase. Предполагается, что подобный подход 
будет способствовать ускорению появления таргетной 
терапии БП в клинике. Исследование поддержано гран-
том РНФ № 22-25-00721.
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Генная терапия — это динамично развивающаяся об-
ласть современной биомедицины, представляющая пер-
спективное направление для лечения широкого спектра 
заболеваний, включая наследственные. Такие заболева-
ния, зачастую вызванные мутациями одного гена, значи-
тельно ухудшают качество жизни пациентов и зачастую 
лишены эффективных методов лечения.

Адено-ассоциированные вирусы (AAV) в настоящее 
время рассматриваются как один из многообещающих 
векторов для генной терапии. Они характеризуются 
низкой патогенностью для человека, минимальной им-
муногенностью и способностью обеспечивать долго-
временную экспрессию трансгенов. Это особенно 
важно для наследственных заболеваний, требующих 
постоянной генетической коррекции на протяжении 
всей жизни пациента. Несмотря на неудачный ком-
мерческий опыт с препаратом Глибера, основанным 
на AAV1, для лечения наследственного дефицита ли-
попротеинлипазы, и скромные результаты Лукстурна, 
использующего AAV2 для лечения наследственной 
дистрофии сетчатки, генная терапия получила второе 
дыхание благодаря успеху препарата Золгенсма. Этот 
препарат, основанный на AAV9, предназначен для 
лечения спинальной мышечной атрофии (СМА), став 
блокбастером и в течение длительного времени оста-
вался самым дорогостоящим лекарственным сред-
ством в мире.

Однако 2022 год открыл новые перспективы с по-
явлением препаратов Хемгеникс и Роктавиан, раз-
работанных на базе AAV5 для лечения гемофилии 
B и тяжелой формы гемофилии A соответственно. Эти 
инновационные продукты не только установили новые 
рекорды по стоимости, но и расширили горизонты ле-
чения для пациентов с тяжелыми наследственными 
заболеваниями.

Казанский федеральный университет активно во-
влечен в исследования и разработку лекарственных пре-
паратов для различных наследственных заболеваний, 
включая метахроматическую лейкодистрофию, болезнь 
Тея-Сакса, СМА, гемофилию, мукополисахаридоз и дру-
гие. Сотрудничество с ведущими отечественными фар-
мацевтическими компаниями открывает путь к практи-
ческому внедрению подобных разработок в клиническую 
практику. Однако высокие затраты на GMP-производство 
и ограниченное количество пациентов представляют 
препятствие для коммерческих проектов. Возможным 
решением для многих пациентов было бы разрешение 
на использование «академических» препаратов на ос-
нове AAV для индивидуального лечения, когда дру-
гие варианты терапии недоступны. Работа выполнена 
при финансовой поддержке госзадания 0671-2020-
0058 Министерства науки и высшего образования РФ.
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Mitochondrial disorders associated with mitochondrial 
genome (mtDNA) mutations present a severe clinical 
phenotype, posing a challenge for editing mtDNA due 
to limitations in importing CRISPR-Cas system components 
across mitochondrial membranes.

In our study, we propose a novel approach to editing 
mtDNA by introducing deletions using a modified CRISPR-
Cas12a system. Our primary objective was to effectively 
suppress the mtDNA degradation system in the HEK293T 
cell line by knocking down MGME1 gene, an endonuclease 
responsible for degrading damaged mtDNA with 
double-strand breaks. We tested several transgenic 
plasmids for lentiviral particle assembly and small hairpin 
RNAs (shRNAs), resulting in an increased efficiency 
of MGME1 knockdown from 30–40% to 80% and above 
(final Multiplicity of Infection (MOI) = 5). Additionally, 
we constructed a lentiviral vector containing the Su9-
AsCas12a nuclease with a mitochondrial import signal. 
Subsequently, both vectors were integrated into a unified 
system to enable simultaneous expression of shRNA 
targeting MGME1 and the Su9-AsCas12a nuclease. 
Cas12a nuclease colocalization with mitochondria 
was confirmed through immunocytochemical analysis. 
To facilitate the import of crRNAs into mitochondria, 
we developed and synthesized chemically modified crRNAs 
with lipophilic moieties such as cholesterol, berberine, 
triphenylphosphonium, or rhodamine. The underlying 
mechanism relies on the attachment of lipophilic moieties, 
facilitating the diffusion of hydrophilic nucleic acids across 
cellular membranes.

Moreover, our forthcoming investigations aim 
to elucidate the intricate mechanism underlying mtDNA 
repair in the presence of sticky ends and the consequent 
formation of deletions. We intend to achieve this 
by employing targeted amplification of the specific mtDNA 
region and conducting fragment-based PCR analysis. Our 
ultimate objective is to develop an innovative system capable 
of modulating the level of heteroplasmy in hereditary 
disorders associated with mtDNA mutations. The work 
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Болезнь Вильсона-Коновалова (БВК) — хрониче-
ское прогрессирующее заболевание, обусловленное 
мутациями в гене ATP7B и приводящее к наруше-
нию метаболизма меди с избыточным накоплением 
ее в висцеральных органах и центральной нервной си-
стеме [1]. Для БВК характерен выраженный клини-
ческий полиморфизм, касающийся как спектра и тя-
жести симптомов, так и возраста манифестации 
заболевания, что указывает на то, что в патогенез дан-
ного состояния могут быть вовлечены и другие гены [2]. 
Предположительно, одним из генов-модификаторов 
может выступать XIAP, кодирующий ингибитор апопто-
за. Показано, что нокаут Xiap приводит к снижению со-
держания меди в тканях мыши [3]. В связи с этим цель 
данного исследования заключалась в изучении роли 
гена XIAP в качестве потенциального модификатора 
при БВК. Для этого с использованием клеточной линии 
гепатоцеллюлярной карциномы HepG2 с помощью тех-
нологии редактирования генома CRISPR/Cas9 были 
созданы две модельные клеточные линии с нокаутом 
ATP7B и одновременным нокаутом ATP7B и XIAP. 
Полученные клеточные линии были использованы для 
оценки цитотоксичности после обработки медью с по-
мощью МТТ-теста. Показано, что после 24-часового 
воздействия CuSO4 в дозах 640 и 1280 μM выживае-
мость клеточной линии HepG2 с нокаутом ATP7B ста-
тистически значимо снижалась до 51,3 ± 0,10 и 16,2 
± 0,11%, соответственно, по сравнению с контрольной 
клеточной линией HepG2 (73,0 ± 0,11 и 35,8 ± 0,12 
%). При этом дополнительный нокаут гена XIAP приво-
дил к статистически значимому возрастанию выжива-
емости (60,7 ± 0,09 и 42,5 ± 0,09%, соответственно) 
по сравнению с клеточной линией с нокаутом ATP7B. 
Более того, выживаемость клеточной линии с одно-
временным нокаутом ATP7B и XIAP при воздействии 
в дозе 1280 μM (42,5 ± 0,09 %) превышала таковую 
в контрольной клеточной линии HepG2 (35,8 ± 0,12 %, 
p < 0,05). Таким образом, согласно результатам данной 
работы, дополнительный нокаут гена XIAP в клеточной 
линии HepG2 с нокаутом ATP7B способствует лучшей 
выживаемости клеток после обработки медью, что ука-
зывает на возможную роль гена XIAP в качестве моди-
фикатора при БВК.
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С точки зрения пространственной организации 
интерфазный хроматин разделен на Топологически-
Ассоциированные Домены (ТАДы) [1]. Транскрипционный 
фактор CTCF образует границы ТАДов, контролируя вза-
имодействия цис-регуляторных элементов. Нарушения 
этих границ могут вызывать врожденные патологии 
человека [2]. Даже при активных исследованиях дан-
ные о важности границ ТАДов противоречивы, и не все 
изменения вызывают заметные фенотипические ано-
малии [3]. Изучение пространственной организации 
на конкретных локусах помогает развить модели для ин-
терпретации клинических вариантов.

Локус генома мыши Slc29a3/Unc5b содержит 
сильную границу ТАДов, инсулирующую домены с ви-
тальными генами. С применением технологии CRISPR/
Cas9 мы создали модельную линию мышей на ос-
нове линии C57Bl/6 с удаленным кластером связы-
вания CTCF на границе этих ТАДов. Исследование 

аллель-специфичной экспрессии генов в гибридах с Mus 
musculus castaneus позволило сравнить уровни экспрес-
сии мутантного и исходного аллелей.

Изменения в экспрессии были замечены менее, чем 
в половине тканей, и в большинстве случаев не пре-
вышали 25%. Для генов Slc29a3 и Vsir замечены раз-
нонаправленные изменения в разных органах, что под-
тверждает гипотезу о тканеспецифичности роли ТАДов 
в регуляции генной экспрессии. Наибольшие изменения 
наблюдаются в экспрессии тканеспецифичных генов 
Unc5b и Cdh23, что подтверждает гипотезу о значитель-
ном участии ТАДов в регуляции генов развития.

Кроме того, мы наблюдали корреляцию в изменении 
экспрессии генов Slc29a3, Vsir и Sgpl1 при перестрой-
ке ТАДов. Эти гены, находящиеся у основания петель 
ТАДов, сближаются в трехмерном пространстве, неза-
висимо от их геномного расстояния. Ранее воздействие 
перестройки ТАДов на гены в основаниях петель не было 
подробно изучено.

Наконец, наши результаты показывают, что взаимодей-
ствие между 3D-структурой хроматина и регуляцией генной 
экспрессии определяется клеточным типом и локальным 
состоянием хроматина. Исследование взаимосвязей меж-
ду генной экспрессией и структурой ТАДов важно для про-
гнозирования последствий мутаций человека, приводящих 
к изменению пространственной организации хроматина.
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5-HT7-рецептор — последний из открытых подтипов 
серотониновых рецепторов. Он регулирует физиологи-
ческие функции в норме и при развитии нейропсихи-
ческих расстройств. TrkB — тирозинкиназный рецеп-
тор B, специфичный для нейротрофического фактора 
мозга (BDNF), опосредует функции обучения, памяти, 
движения. Известно, что 5-HT7-рецептор способен 
образовывать комплексы как с различными белками 
(серотониновыми рецепторами других подтипов, кина-
зой CDK5 [1], гликопротеином CD44 [2]). Кроме того, 
показано повышение фосфорилирования TrkB при ак-
тивации 5-HT7 in vitro [3]. Также с помощью методов 
ко-иммунопреципитации, FRET, PLA показано образо-
вание комплексов TrkB-5-HT2A [4]. Ранее мы показали 
наличие комплексов 5-HT7-TrkB в ряде структур голов-
ного мозга мыши, обнаружили повышение фосфори-
лирования TrkB в ответ на активацию 5-HT7. На осно-
ве всего вышесказанного целью нашей работы стало 
определение функциональной значимости комплексов 
5-HT7-TrkB in vitro.

Исследование проводилось на клеточной линии N1E-
115, транфецируемой плазмидами, несущими гены 
Htr7, Ntrk2 по отдельности и совместно. Оценивался 
уровень фосфорилирования TrkB-рецептора и его 
вторичного мессенджера MAPK в ответ на активацию 
рецепторов.

Было показано, что уровень фосфорилирования 
TrkB повышается при активации агонистом по сравне-
нию с контролем при трансфекции плазмидой с геном 
Ntrk2 (p = 0,043), но не при котрансфекции с Htr7-
содержащей плазмидой (p = 0,46), однако в обоих слу-
чаях повысился уровень фосфорилирования MAPK 
(p <0,0001 в обоих случаях). Такой результат может 
говорить о блокировке активации TrkB в присутствии 
5-НТ7. Обработка агонистом 5-НТ7 рецепторов LP-
211 не повлияла на фосфорилирование TrkB в отсут-
ствии 5-НТ7, но понизила уровень фосфорилирования 
при котрансфекции по сравнению с контрольной груп-
пой (p = 0,0131). Уровень фосфорилирования MAPK 
при воздействии LP-211 не менялся.

Таким образом, нами впервые было показано влия-
ние активации рецепторов, входящих в гетерокомплекс 
5-HT7-TrkB, на внутриклеточные каскады TrkB-рецептора 
in vitro в присутствии в клетке обоих или одного из рецеп-
торов. Исследование было поддержано бюджетным про-
ектом № FWNR-2022-0023.
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Возможности офтальмоскопии позволяют при-
жизненно изучать новообразованные сосуды (НС) при 
пролиферативной диабетической ретинопатии (ПДР) 
вследствие: 1. прозрачности сред, 2. легкости диффе-
ренцировки НС в результате их экстраретинального ро-
ста; 3. возможности изучения удаленных в ходе операций 
НС. Несмотря на важность изучения неоангиогенеза при 
ПДР, систематизированного исследования НС предпри-
нято не было, что может быть объяснено сложностью 
получения клинического материала и отсутствием экспе-
риментальной модели. Тем не менее общепризнанно, что 
НС при ПДР берут начало от венул.

Наше ангиографическое и патоморфологическое 
исследования, выполненные с 1997 по 2019 годы, 
показали, что в жизненном цикле НС основную роль 
играет наличие или отсутствие их перфузии кровью. 
Характеристикой, определяющей направление эволюции 
ПДР: прогрессирование, стабилизация или регресс, — яв-
ляется наличие коммуникации эпицентров ангиогенеза 
(ЭА) с ретинальными артериолами.

На всех стадиях развития ЭА демонстрируют вос-
производимую конструкцию. Ее архитектоника уни-
кальна. На развитых стадиях в ЭА выявлены все от-
делы, присущие классической системе региональной 
гемоциркуляции. НС при ПДР развиваются таким 
образом, что ее «зона роста» постепенно мигрирует 
от точки врастания ЭА. Следствием подобного меха-
низма является формирование зональной конструк-
ции сосудистой системы. При ультраструктурном и им-
муногистохимическом исследованиях во всех случаях 
были выявлены НС, имеющие строение типичное для 
артерий.

Таким образом, при прогрессировании ПДР гемоди-
намический фактор является определяющим, в его ос-
нове лежит наличие коммуникации ЭА с ретинальными 
артериолами. Результатом этой коммуникации является 
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преобразование новообразованных экстраретиналь-
ных капилляров в артериальные сосуды. В настоящем 
исследовании впервые представлено патоморфологи-
ческое доказательство возможности артериогенеза 
при ПДР de novo.
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Создание транспластомных растений является пер-
спективной альтернативой трансформации ядерного 
генома. Большое число копий генома хлоропластов, 
достигающее, например, у табака 10000 на клетку, мо-
жет обеспечивать высокий уровень наработки целевых 
рекомбинантных белков, до 40–60% от ОРБ. У ядерных 
трансформантов данный показатель редко превыша-
ет 1%. Интеграция трансгена в хлоропластный геном 
по принципу гомологичной рекомбинации снимает во-
прос эффекта положения, а материнский тип насле-
дования трансгена решает проблему экологической 
безопасности. Одной из самых важных проблем при 
получении транспластомных растений является крайне 
низкий выход трансформантов даже при работе с мо-
дельными объектами. Используя технологии редактиро-
вания можно повысить частоту трансформации генома 
хлоропластов до 6–10 раз за счёт увеличения частоты 
двунитевых разрывов [1]. На сегодняшний день пока-
заны примеры редактирования внеядерных геномов 
растений с помощью нуклеаз типа «цинковые пальцы», 
TALEN и CRISPR/Cas9 [2].

В лаборатории модификации пластидного гено-
ма высших растений на основе системы CRISPR/
Cas9 разрабатывается система повышения количе-
ства двунитевых разрывов в пластоме табака. Для 
этой цели созданы ядерные трансформанты таба-
ка N. tabacum, экспрессирующие ген эндонуклеазы 
Cas9 под управлением 35S промотора, слитый с после-
довательностью, кодирующей сигнал хлоропластной 
локализации малой субъединицы РБФК A. thaliana [3]. 

Направляющая РНК и кассета экспрессии, включа-
ющая репортерный ген gfp и доминантный селектив-
ный маркер aadA, будут доставляться в хлоропласты 
посредством биобаллистики. Направляющая РНК по-
добрана таким образом, чтобы обеспечить встройку 
в район между генами транспортных РНК изолейци-
на и аланина в инвертированном повторе пластома, 
что согласно данным литературы дополнительно уве-
личивает частоту трансформации и выход рекомби-
нантных белков [4]. Работа поддержана грантом РНФ 
№ 23-24-00545.
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Внедрение в клиническую практику клеточных тех-
нологий как перспективного нехирургического лечения 
фиброза печени на современном этапе столкнулось 
с проблемами низкой выживаемости, низкой мигра-
ционной способности клеток и, как следствие, снижен-
ного терапевтического потенциала при фиброзе пече-
ни [1, 2]. Цель исследования — изучение возможности 
комбинированного применения плацентарных ММСК 
и фукоксантина для увеличения их антифибротической 
эффективности.

Эксперимент выполнен на 40 мышах, распределён-
ных на 4 группы: (1) интактную; (2) CCl4; (3) ММСК; (4) 
комбинированной терапии. Мышам из 2, 3, 4 группы 
вводили 2 мкл/г CCl4 внутрибрюшинно 2 р/д в тече-
ние 6 недель. Через 3 дня после последней инъекции 
CCl4 мыши получали: в хвостовую вену 1 млн. плацен-
тарных ММСК на PBS однократно (3), PBS в эквива-
лентных дозах однократно (2), ММСК однократно и фу-
коксантин, разведённый в 200 мкл дистиллированной 
воды, в дозе 10 мг/кг через желудочный зонд еже-
дневно в течение 5 недель (4).

Для сравнения результатов терапии ММСК 
и их комбинации с фукоксантином изучены следую-
щие показатели: выраженность фиброзных изменений 
по шкале METAVIR, площадь положительно-окрашен-
ной на коллаген I, III области, иммуногистохимическим 
методом — количество α-SMA+ миофибробластов 
и CD45+ лейкоцитов, площадь положительно-окра-
шенной на TIMP-1 области. ИФА методом — уровень 
TGF-β в гомогенате печени, уровни IL-1β, TNF-α — в сы-
воротке крови.

По результатам исследования установлено, что 
наибольшее влияние на показатели фиброза печени 
оказала комбинированная терапия. Так, при оценке вы-
раженности фиброза печени в 3-й группе количество 
мышей с 3-й стадией фиброза по шкале METAVIR сни-
зилось на 60% (40% — 2 ст.; 20% — 1 ст.) в 3 группе, 
в то время как в 4 группе снижение составило 80% 
(20% — 2 ст.; 50% — 1 ст.; 10% — 0 ст.). Результаты 
оценки снижения количества миофибробластов и пло-
щади, положительно окрашенной на коллаген I, III об-
ласти в группе 4 также продемонстрировали наиболее 
выраженную эффективность. Уровень TGF-β и площадь 
положительно-окрашенной на TIMP-1 области группы 
4 достигли значений 1-й группы.

При изучении выраженности противовоспалитель-
ного действия уровень IL-1β в 4-й группе достиг пока-
зателей 1-й группы. Уровень TNF-α и количество лейко-
цитов были значительно ниже в группе 4 по сравнению 
с группой 3.

Полученные данные свидетельствуют о том, что 
стратегия терапии ММСК в комбинации с препарата-
ми, обладающими антифибротическим действием, спо-
собна увеличить терапевтический потенциал и решить 
проблему внедрения клеточных технологий в практиче-
скую медицину.
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Один из подходов для изучения репарации двух-
цепочечных разрывов ДНК (double-strand breaks, 
DSBs) — создание и анализ частот структурных пере-
строек (делеций и инверсий). Это позволяет оценить 
влияние пространственной организации ДНК и хро-
матина на объединение двух отдаленных концов ДНК. 
Система CRISPR/Cas9 отлично подходит для этой зада-
чи, благодаря неограниченному числу сайтов gРНК для 
внесения парных разрывов в геноме.

Недавно был предложен эффективный метод ка-
пельной цифровой ПЦР (ddPCR) для анализа частот 
делеций и инверсий в смешанной популяции клеток 
(ddXR). Мы решили протестировать его на эмбрио-
нальных стволовых (ЭС) клетках мыши, так как, в от-
личие от типичных культур клеток, репарация DSB 
в ЭС клетках слабо изучена. Мы подобрали условия 
для нуклеофекции RNP Cas9 и пар gРНК на участке 
гена Ace2 на X-хромосоме (разрывы на расстоянии 
3445 п.о. и 192 п.о.). В ходе оптимизации условий ну-
клеофекции мы оценили различные параметры (число 
клеток, настройки электропорации, концентрации RNP, 
тайминги возникновения делеций и т.д.). Для большин-
ства проанализированных ЭС клонов частоты делеций 
по данным ddPCR находились в диапазоне 6–20%, а ча-
стоты инверсий — 2–10%.

Для оценки активности gРНК был использован метод 
TIDE (Tracking of Indels by DEcomposition). TIDE позволяет 
«демультиплексировать» спектр мутаций в районе раз-
рыва, используя файл секвенограммы мутантного участ-
ка в смешанной популяции клеток. Число мутантных 
аллелей по версии TIDE было прямо пропорционально 
числу делеций по данным ddPCR. Так, ЭС клоны с высокой 
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частотой делеций имели около 60–70% мутаций в сай-
те 1 и 46–47% мутаций в сайте 2. Клоны с пониженной 
эффективностью разрезания Cas9 (альтернативные ус-
ловия нуклеофекции) показали в два-три раза меньше 
мутаций в тех же сайтах (32–34% и 12–21%, соответ-
ственно). Интересно, что, если суммировать данные TIDE 
и частоты делеций/инверсий для некоторых ЭС клонов, 
общая эффективность Cas9 будет более 85–93 и 68–
71%. Это доказывает высокую эффективность доставки 
RNP в ЭС клетки в нашем протоколе нуклеофекций.

Мы также провели серию предварительных экспери-
ментов c добавлением ауксина, внося делеции в ЭС кло-
ны с дегронами Rad21 (когезин), CapH2 (конденсин-II) 
и Smc2 (конденсины I+II). К данному моменту мы не об-
наружили значимого эффекта от деплеции Rad21, хотя 
некоторые публикации предсказывают рост числа пе-
рестроек. В то же время мы обнаружили достоверное 
увеличение числа инверсий на 20–110% во всех про-
анализированных биологических репликах с деплецией 
Smc2, но не Rad21 или CapH2. Природу этого эффекта 
предстоит выяснить. Сейчас мы ведем анализ различных 
геномных районов в ЭС клетках мыши c дегронами ко-
гезина и конденсинов I/II. В дальнейшем разработанный 
метод и набор gРНК можно будет использовать для поис-
ка других факторов, влияющих на появление структурных 
перестроек в геномах мыши. Исследование выполнено 
за счет гранта РНФ № 22-74-00084.
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Наследственная форма болезни Паркинсона 
(БП) может быть вызвана мутациями в различных 
генах, одним из которых является ген GLUD2, рас-
положенный на Х-хромосоме и не имеющий интро-
нов. GLUD2 кодирует митохондриальный фермент 

глутаматдегидрогеназу второго типа, участвующий 
в окислении глутамата до α-кетоглутарата.

Мутация T1492G в гене GLUD2 приводит к замене 
Ser445Ala в ферменте, что ведет к увеличению его ак-
тивности. Повышенная активность глутаматдегидроге-
назы ведет к гибели дофаминергических нейронов, что 
приводит к развитию БП.

Путем репрограммирования мононуклеарных кле-
ток мы получили линии ИПСК двух разнополых пациен-
тов (PD40 — пациент мужского пола и PD47 — пациент 
женского пола) с мутацией T1492G в гене GLUD2. ИПСК 
были дифференцированы в релевантный тип клеток — 
дофаминергические нейроны, а также было показано на-
рушение работы митохондрий в нейронах.

Для изучения фенотипического проявления мутант-
ного фенотипа на развитие наследственных болезней 
следует использовать изогенные контроли, так как это 
позволяет исключить вклад полиморфизмов, индивиду-
альных для каждого человека. Изогенные клеточные си-
стемы имеют различные генетические варианты изучае-
мого гена, в данном случае гена GLUD2.

ИПСК PD47 (46,ХХ) пациентки с БП, гетерозигот-
ные по варианту Х-сцепленного гена GLUD2, в резуль-
тате случайной Х-инактивации в эмбриогенезе, имеют 
разные активные гомологи Х-хромосомы. Нами были 
проанализированы 45 линий ИПСК и выявлены линии 
с активными Х-хромосомами, экспрессирующими па-
тогенный вариант с.1492G или вариант «дикого типа» 
с.1492T, которые являются естественными изогенными 
линиями ИПСК PD47. Также с использованием техноло-
гии CRISPR/Cas9 нами были созданы изогенные транс-
генные линии ИПСК «условно здорового» донора с вне-
сённым в AAVS1 локус гена GLUD2 дикого типа с.1492T 
и с патогенным вариантом с.1492G под доксициклин-
уравляемым промотором.

В результате нейральной дифференцировки изо-
генных линий в релевантный тип клеток будет получе-
на клеточная платформа для изучения молекулярных 
механизмов развития БП, вызванной мутацией в гене 
GLUD2. Работа выполнена при поддержке проекта 
Министерства образования и науки РФ № 075-15-
2021-1063 от 28.09.2021 «Развитие «Коллекции куль-
тур клеток позвоночных» в качестве базового депозита-
рия Российской коллекции типовых культур (RTCC) для 
обеспечения национальной технологической независи-
мости и биобезопасности».
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В настоящее время ожирение и сопутствующие за-
болевания являются существенной причиной смерт-
ности населения. Актуально развивающимся направ-
лением экспериментальной эндокринологии является 
разработка генно-клеточных подходов к регуляции ме-
таболизма как на уровне отдельных клеток и тканей, 
так и на системном уровне. Одним из активно исполь-
зуемых для этой цели биологических процессов яв-
ляется термогенез — процесс утилизации нутриентов 
в клетке с высвобождением энергии. Он может быть 
классическим (диссипация энергии через разобщаю-
щий белок митохондрий UCP1) и неклассическим (фу-
тильные циклы химических реакций, способствующие 
утилизации АТФ). В представленной работе мы про-
анализировали наш опыт применения нередактирую-
щих CRISPR активаторных конструкций для стимуля-
ции термогенеза в адипоцитах.

Первым звеном нашей работы являлось созда-
ние CRISPR конструкции для активации экспрессии 
гена UCP1. Данные конструкции были созданы на ос-
нове активаторной системы CRISPR с МРН комплек-
сом и помещены в состав бакуловирусных векторов. 
Валидацию функционирования CRISPRa-UCP1 кон-
структов проводили на культуре зрелых адипоцитов. 
Было показано, что модифицированные CRISPRa-
UCP1 системой адипоциты усиленно экспрессируют 
UCP1, имеют активный липолиз и усиленный термо-
генез. В дальнейшем СRISPRa-UCP1 модифицирован-
ные адипоциты помещали в состав тканеинженерной 
конструкции в Матригеле, трансплантировали мышам 
линии C57BL/6J и анализировали состав графта 
через 2 недели после трансплантации. Было показа-
но, что в составе конструктов происходит экспрессия 
компонентов CRISPRa-UCP1 системы (dCas9), а также 
усилена экспрессия UCP1. Данные конструкты не вы-
зывали системного и локального воспаления, успешно 
васкуляризировались и интегрировались в системный 
метаболизм животного. Введение такого конструкта 
здоровым мышам существенно не изменяло их ме-
таболические показатели, что свидетельствует о без-
опасности и реализуемости данного подхода в даль-
нейших исследованиях в условиях метаболической 
патологии.

Далее мы проводили создание CRISPRa конструкций 
для активации креатинкиназного (гены CKB и TNAP) 
и триацилглицеридного (гены GyK и ATGL) футильных 

циклов в адипоцитах. Данные конструкты также были по-
мещены в бакуловирусные вектора и в клеточной культу-
ре зрелых адипоцитов продемонстрировали активацию 
экспрессии целевых генов, а также снижение количества 
липидных капель.

Таким образом, результаты нашей работы пока-
зывают применимость и безопасность нередактиру-
ющих CRISPR систем для активации различных путей 
термогенеза в зрелых адипоцитах. Результаты работы 
в дальнейшем могут быть транслированы в клини-
ческую практику как новый подход к коррекции ожи-
рения и сопутствующих метаболических заболева-
ний. Работа выполнена при поддержке гранта РНФ 
№ 22-75-10085.
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Приобретение свойств раковых стволовых клеток 
является одним из основных процессов опухолевой 
пластичности, позволяющих клеткам обратимо пере-
ключаться между пролиферативным метастатическим 
и дормантным лекарственно-резистентным состояния-
ми [1]. Одним из генов, эктопическая экспрессия которых 
связана со способностью нестволовых раковых клеток 
к дедифференцировке, является ген MYC [2]. Создание 
изогенных клеточных линий с разным уровнем экспрес-
сии MYC позволит детально исследовать механизмы 
опухолевой пластичности.
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Целью исследования было создать клеточные линии 
рака молочной железы человека BT-549 с повышенной 
экспрессией гена MYC.

Для активации экспрессии был использован метод 
CRISPR/Cas9 SAM-активации [3]. Были сконструирова-
ны 3 рекомбинантные плазмиды, кодирующие направ-
ляющую РНК к участку промотора гена MYC человека. 
Далее, были наработаны лентивирусные частицы, коди-
рующие компоненты SAM-комплекса (dCas-VP64, MS2-
p65-HSF1) и разные направляющие РНК. Интеграция 
трансгенов, кодирующих компоненты SAM комплекса, 
в геном клетки-хозяина в результате трансдукции ленти-
вирусными векторами обеспечивала стабильную акти-
вацию экспрессии целевого гена. После отбора клонов, 
устойчивых к антибиотику, и выделения моноклональной 
линии активация экспрессии гена MYC была подтверж-
дена методами ПЦР в реальном времени, вестерн-блот-
тинга и иммуннофлуоресцентного окрашивания с анти-
c-Myc антителами. Профилирование экспрессии генов 
было выполнено при помощи полнотранкриптомных 
микроматриц Clarium S.

Получены изогенные клеточные линии карциномы 
молочной железы человека BT-549 (имеющей базаль-
но нормальный уровень экспрессии MYC) с активацией 
гена MYC. В клеточных линиях BT-549 с активацией 
гена MYC показано увеличение количества стволо-
вых клеток (CD44+CD24–), а также они демонстриро-
вали увеличение количества и диаметра образуемых 
маммосфер. Работа выполнена при поддержке гранта 
Федеральной научно-технической программы развития 
генетических технологий на 2019–2027 годы по теме: 
«Генетическое и эпигенетическое редактирование 
клеток опухоли и микроокружения с целью блокиров-
ки метастазирования» (соглашение № 075-15-2021-
1073 от 29 сентября 2021 г.)
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Основные эффекторные клетки фибротической 
ткани — миофибробласты, которые характеризуются 
повышенным синтезом специфических профиброти-
ческих белков внеклеточного матрикса и синтезом 
а-гладкомышечного актина, или α-SMA, входящего 
в состав стресс-фибрилл. Миофибробласты накаплива-
ются в результате дисбаланса между их элиминацией 
и образованием из клеток-предшественников, преиму-
щественно фибробластов. В результате деятельности 
миофибробластов происходит разрастание фиброти-
ческой ткани, что может привести к дисфункции орга-
на. В связи с этим крайне важно изучать механизмы, 
заложенные в фиброзе. Однако на данный момент 
не существует релевантной модели фиброза, способ-
ной отразить динамичный, прогрессирующий характер 
его развития в различных тканях. Целью данной работы 
было создание модели фиброза in vitro, которая бы от-
ражала ключевые процессы фиброгенеза и позволила 
бы изучать их в динамике.

Для этого была поставлена задача создать линию 
фибробластов человека с зависимой от стадии диффе-
ренцировки клеток экспрессией флуоресцентно-мечено-
го α-SMA. При анализе литературы было замечено, что 
прежде создавались линии клеток только с конститутив-
ной экспрессией α-SMA, что не позволяет наблюдать 
за изменениями в экспрессии. Нами же была разрабо-
тана линия, в которой экспрессия α-SMA может быть ин-
дуцирована физиологическими стимулами, в том числе 
TGF-β — основным молекулярным индуктором диффе-
ренцировки фибробластов в миофибробласты. Был раз-
работан дизайн конструкции, которая несет в себе после-
довательность маркера GFP и устроена так, что в клетке 
происходит ее транс-сплайсинг с нативной пре-мРНК 
α-SMA по последнему интрону, в результате чего промо-
тор итоговой мРНК остается нативным. При дифферен-
цировке клеток в миофибробласты продукт трансляции 
данной мРНК должен встраиваться в стресс-фибриллы.

В результате лентивирусной трансдукции фибробла-
стов человека полученным вектором мы обнаружили ло-
кальную экспрессию белка, связанного с GFP и формиру-
ющего стресс-фибриллы, что совпадало с локализацией 
белка, меченного антителами против α-SMA. Уровень 
данного белка повышался в некоторых клетках линии при 
стимуляции дифференцировки клеток TGF-β. Линия так-
же использовалась для создания 3D модели, созданной 
на основе клеточных сфероидов и имитирующей структу-
ру фибротической ткани.

Несмотря на успехи в разработке линии, на данный 
момент мы работаем над увеличением специфичности 
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транс-сплайсинга, чтобы исключить образование не-
целевых флуоресцентно-меченных молекул в трансду-
цированных фибробластах. В дальнейшем получение 
данной системы позволит нам исследовать основной 
процесс фиброза — трансдифференцировку миофи-
бробластов, что позволит нам создавать более слож-
ные модели фиброза и исследовать их в режиме ре-
ального времени. Исследование было выполнено 
в рамках Государственного задания МНОЦ МГУ имени 
М.В. Ломоносова.
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Мутации в гене обогащенной лейциновыми по-
вторами киназы 2 (LRRK2), кодирующем киназу 
LRRK2, и гене GBA1, кодирующем лизосомный фер-
мент глюкоцереброзидазу (GCase), являются наибо-
лее распространенными генетическими причинами 

распространенного нейродегенеративного заболевания, 
болезни Паркинсона (БП). Последние данные указывают 
на возможную связь двух ферментов LRRK2 и GCase. 
Так, было показано, что активность GCase снижается 
в клетках, мутантных по гену LRRK2. В то же время инги-
бирование киназной активности LRRK2 влияет на актив-
ность GCase в клетках мутантных по гену GBA1.

Цель данного исследования заключалась в оценке 
эффективности ингибирования киназной активности 
LRRK2 в восстановлении функции GCase в дофаминер-
гических нейронах (ДН), дифференцированных из инду-
цированных плюрипотентных стволовых клеток (ИСПК) 
у пациентов с БП, ассоциированной с мутациями в гене 
GBA1 и LRRK2 (GBA-БП, LRRK2-БП, соответственно).

Культивирование и дифференцировку ИПСК в ДН па-
циентов с GBA-БП и LRRK2-БП проводили по ранее 
опубликованному протоколу [1]. Дифференцированные 
ДН культивировали в течение 12 дней в присутствии 
ингибитора киназной активности MLi-2 (c=600 нМ). 
Уровень транслокации GCase в лизосому определяли 
по уровню колокализации GCase с лизосомальным мар-
кером LAMP2 с помощью конфокальной микроскопии 
(Leica ТКС-СП5). Активность GCase оценивали с помо-
щью жидкостной хроматографии в сочетании с тан-
демной масс-спектрометрией, уровень белка GCase — 
вестерн-блоттингом. Эффективности ингибирования 
киназной активности LRRK2 оценивали по соотноше-
нию уровней фосфорилированной и нефосфорилиро-
ванной формы белка Rab10 определяемых с помощью 
вестерн-блоттинга.

Активность GCase была снижена в ДН пациен-
тов с GBA-БП по сравнению с LRRK2-БП и контролем 
(p=0,00019, p=0,0029, соответственно). Ингибирование 
киназной активности LRRK2 увеличивало активность 
(p<0.05) и уровень GCase (p=0,013, p=0,042, p=0,016, 
соответственно), а также степени колокализации GCase 
с LAMP2 (p<0.0001) в ДН пациентов с GBA-БП и LRRK2-
БП, а также в контроле по сравнению с ДН соответствую-
щих групп культивируемых без MLi-2.

Нами впервые было показано, что ингибирование ки-
назной активности LRRK2 восстанавливает транспорт 
GCase в лизосомы, уровень GCase, а также активность 
GCase в ДН пациентов с GBA-БП и влияет на данные 
параметры в группе пациентов с LRRK2-БП. Наши ре-
зультаты подтверждают и расширяют данные о функцио-
нальном взаимодействии LRRK2 и GCase. Исследование 
поддержано грантом РНФ № 22-25-00501.
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Основным методом лечения пациентов с болезнью 
Паркинсона в настоящее время является фармакотера-
пия. После появления осложнений медикаментозной те-
рапии, встает вопрос о применении нейрохирургического 
лечения с целью коррекции симптомов паркинсонизма. 
Наиболее часто используемой нейрохирургической ме-
тодикой для коррекции симптомов паркинсонизма яв-
ляется нейростимуляция субталамического ядра с двух 
сторон.

Целью исследования явились оценка и сравне-
ние двигательных проявлений у пациентов с болезнью 
Паркинсона на фоне нейростимуляции субталамическо-
го ядра с двух сторон в различные послеоперационные 
периоды.

Проанализирована группа пациентов из 40 чело-
век, которым проводилась нейростимуляция субтала-
мического ядра с двух сторон (22 женщины и 18 муж-
чин), со смешанной формой болезни Паркинсона 
в возрасте от 48 до 67 лет (Me = 56 лет [53; 61]). 

Длительность заболевания варьировала от 6 до 16 лет 
(Me = 10,5 лет [7; 14]). Пациенты имели 3 стадию бо-
лезни Паркинсона по шкале Хен-Яра, у них отмечались 
двусторонние проявления ригидности, тремора покоя, 
гипокинезия и начальные постуральные нарушения. 
Оценка двигательных нарушений проводилась по уни-
фицированной шкале болезни Паркинсона (UPDRS II + 
III). Послеоперационное наблюдение осуществлялось 
через 3, 6, 12 и 24 месяца.

Вычисление достоверности различий между по-
вторными измерениями в сопряженных группах прово-
дилось с помощью теста Фридмана, двунаправленного. 
Попарные сравнения достоверности различий между 
отдельными измерениями в сопряженных группах прово-
дили с помощью теста Вилкоксона (двунаправленного) 
с FDR-коррекцией p-значений.

До оперативного лечения степень тяжести составила 
89,5 [84,5; 100,5] баллов. Через 3 месяца после опера-
ции этот показатель составил 34 [31,75; 37] балла (p = 
0.0000948), через 6 месяцев — 34,5 [32; 37] балла (p = 
0.000095), через 12 месяцев — 34,5 [32; 37,25] балла 
(p = 0.0000952), через 24 месяца — 34 [31,75; 37,25] 
(p = 0.0000942).

Таким образом, на фоне проведения двухсторонней 
нейростимуляции субталамического ядра отмечено зна-
чимое уменьшение степени тяжести двигательных про-
явлений во все периоды после оперативного лечения. 
При этом влияние нейростимуляции было неизменным 
на всех этапах послеоперационного наблюдения.
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РНК-интерференция (РНКi) — процесс сиквенс-спец-
ифического подавления экспрессии генов, индуктора-
ми которого являются малые интерферирующие РНК 
(siРНК), однако их использование в биомедицине огра-
ничено недостаточной эффективностью доставкой в ци-
топлазму клеток-мишеней и чувствительностью siРНК 
к действию нуклеаз.
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Путём варьирования липофильной молекулы, её ме-
ста присоединения, длины и природы линкера между 
липофильной молекулой и siРНК нами была разработа-
на холестерин-содержащая siРНК (Ch-siRNA). Мы пока-
зали, что Ch-siRNA способен накапливаться в опухоли 
животного после i.v. или p.t. введения и на 60% снижать 
экспрессию терапевтически значимого гена-мишени 
MDR1. Комбинирование введение Ch-siRNA с полихими-
терапией позволяет в 2 раза увеличить эффективность 
противоопухолевой терапии по сравнению со стандарт-
ной полихимиотерапией.

Несмотря на высокую эффективность проникнове-
ния Ch-siRNA внутрь клеток, доля siРНК непродуктив-
но задерживающейся в эндосомах и не участвующей 
в РНКi велика. Для решения проблемы выхода siРНК 
из эндосом нами было предложено конъюгировать 
Ch-siРНК с эндосомолитическими пептидами, а для 
упрощения синтеза использовать модульные внутрен-
не-сегментированные sisiРНК. Показано, что в при-
сутствии фармакологически разрешенного агента, 
ингибирующего созревание эндосом, пептидные конъ-
югаты Ch-sisiRNA снижали экспрессию гена-мишени 
в 2–2,5 раза более эффективно по сравнению с исход-
ными Ch-sisiRNA, не содержащими пептида, за счет уси-
ления выхода препарата из эндосом.

Устойчивость siРНК к действию нуклеаз является 
основным фактором, определяющим её длительность 
действия, 2’-F, 2’-OMe и PS модификации используют-
ся для ее стабилизации. Использование новой мезиль-
ной модификации (μ) может значительно улучшить 
фармакологические свойства siРНК. Мы показали, 
что введение μ в смысловую цепь так и в большин-
ство позиций антисмысловой siРНК и их комбинации, 
практически не ингибирует РНКi. Таким образом, мож-
но ожидать что использование μ модификации может 
снизить токсичность siРНК за счет снижения коли-
чества токсичных PS в ее составе и, в значительной 
степени, увеличить длительность её биологического 
действия.

Таким образом, использование современного ар-
сенала химических модификаций превращает siРНК 
в универсальную терапевтическую платформу для кор-
рекции экспрессии генов, связанных с заболеваниями. 
Работа поддержана Российским научным фондом, грант 
№ 19-14-00251.
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Рестриктивная кардиомиопатия (РКМП) — это ор-
фанная патология миокарда, характеризующаяся ри-
гидностью стенок желудочков и диастолической дис-
функцией. РКМП часто связана с мутациями генов, 
кодирующих белки цитоскелета или саркомеров [1]. 
Одним из генов, ассоциированных с РКМП, является 
ген гомодимерного актин-связывающего белка фила-
мина С — FLNC [1,2].

Удобной моделью для изучения патогенеза РКМП 
являются кардиомиоциты, получаемые in vitro путём 
направленной дифференцировки индуцированных плю-
рипотентных стволовых клеток (ИПСК) пациентов с диа-
гнозом РКМП [3]. В нашей лаборатории ранее получены 
ИПСК ips-fil24 из фибробластов пациента с гетерозигот-
ной мутацией c.7416_7418delGAA в гене FLNC. В карди-
омиоцитах данного пациента предполагается компенса-
торное повышение экспрессии аллеля дикого типа гена 
FLNC для восполнения недостатка мономеров белка 
нормального строения. Целью настоящего исследования 
являлась оценка соотношения экспрессии аллеля дико-
го типа и мутантного аллеля (wt/mut) гена FLNC в кар-
диомиоцитах и других пациент-специфичных клеточных 
производных ИПСК линии ips-fil24. Основным методом 
исследования служила количественная ОТ-ПЦР с ис-
пользованием аллель-специфичных проб типа TaqMan.

Анализ соотношения экспрессии аллелей wt/mut 
гена FLNC в ИПСК линии ips-fil24 и в полученных из них 
кардиомиоцитах, нейральных клетках-предшествен-
никах, клетках дефинитивной энтодермы и фибробла-
стоподобных производных опроверг первоначальную 
гипотезу о тканеспецифичной повышенной экспреcсии 
аллеля дикого типа гена FLNC. В полученной нами кле-
точной модели РКМП в кардиомиоцитах пациента не на-
блюдается значительного сдвига экспрессии гена FLNC 
в сторону какого-либо из аллелей: мутантного или дикого 
типа. В дальнейшем нами планируется проведение ана-
логичных исследований других линий ИПСК того же па-
циента, одна из которых независимо получена в США. 
Исследование выполнено за счет гранта Российского 
научного фонда (проект № 23-25-00456).
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Плюрипотентные стволовые клетки (ПСК) человека, 
получаемые и поддерживаемые в обычных условиях с ис-
пользованием фактора роста фибробластов, характери-
зуются генетической гетерогенностью, эпигенетической 
памятью и нестабильностью эпигенетического статуса 
Х-хромосом, что затрудняет их применение в биомеди-
цинских исследованиях. Надежды на преодоление про-
блем, обусловленных генетической и эпигенетической 
гетерогенностью плюрипотентных клеток человека, 
связывают с получением культур наивных ПСК, соот-
ветствующих по характеристикам бластомерам на ран-
них стадиях преимплантационного развития эмбриона. 
Однако предложенные в настоящее время около десят-
ка сред для получения и поддержания ПСК в наивном 
состоянии позволяют решить эти проблемы лишь отча-
сти [1]. В данном исследовании мы продолжили поиск 

и тестирование новых компонентов и их комбинаций для 
получения наивных ПСК человека и выявили ряд условий 
культивирования, которые бы способствовали клоноген-
ности ПСК, более длительной стабильности их генома, 
способности поддерживать механизмы дозовой компен-
сации генов Х-хромосомы, повышению эффективности 
программируемых нуклеаз Cas при редактировании ге-
нома. Полученные результаты предлагают ряд доступных 
и полезных решений для применения наивных ПСК в на-
учных и трансляционных исследованиях. Работа выпол-
нена в рамках проекта РНФ № 21-15-00065.
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Технологии получения пациент-специфичных инду-
цированных плюрипотентных стволовых клеток (ИПСК) 
и их направленной дифференцировки в нейральные 
клетки — перспективное направление в изучении пато-
логических мехсанизмов заболеваний человека. Данные 
подходы уже широко применяются для изучения и моде-
лирования нарушений развития головного мозга и ней-
родегенеративных заболеваний. Однако для изучения 
клеточных и молекулярных механизмов синдрома Коэна 
данный подход не был применен.

Синдром Коэна — это редкое врожденное аутосом-
но-рецессивное заболевание, связанное с мутациями 
в гене COH1 (VPS13B) и характеризующееся задержкой 
физического и умственного развития, микроцефалией, 
гипермобильностью суставов, гипотонией, дистрофией 
сетчатки и нейтропенией.
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Целью исследования стало выявление структурно-
функциональных нарушений в культуре нейронов с му-
тацией СOH1. В ходе работы нами были получены ИПСК 
из моноцитов и фибробластов двух пациентов с синдро-
мом Коэна. Нами показано, что мутации в гене СОН1 вы-
зывают серьезные патологические изменения в фи-
бробластах, нейральных стволовых клетках и нейронах 
пациентов с синдромом Коэна. Иммуноцитохимический 
и ультраструктурный анализ нейронов выявил серьезные 
нарушения внутренней организации, в том числе и уже упо-
минавшиеся в литературе, такие как фрагментация аппа-
рата Гольджи и накопление аутолизосом. Однако мы также 
нашли большое число нарушений, которые могут свиде-
тельствовать о нейродегенеративном характере измене-
ний и сходстве с возрастными нейродегенеративными за-
болеваниями, такие как стресс ЭПР, нарушение структуры 
и повреждение митохондрий, повреждение и разбухание 
мембранных органоидов клетки, характерные для нейро-
дегенеративных заболеваний. Исследование выполнено 
в рамках бюджетного проекта FWNR-2022-0019 ИЦиГ 
СО РАН и Министерства науки и высшего образования 
Российской Федерации. Культивирование линий клеток 
проводили на базе ЦКП «Коллекция плюрипотентных 
культур клеток человека и млекопитающих общебиологи-
ческого и биомедицинского направления» ИЦиГ СО РАН 
(https://ckp.icgen.ru/cells).
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Внедрение методов секвенирования нового поколения 
в клиническую практику привело к выявлению многочислен-
ных вариантов с неясным клиническим значением в генах, 
ассоциированных с гипертрофической кардиомиопатией 

(ГКМП). При генетическом анализе больных ГКМП нами 
был обнаружен вариант с неясным клиническим значени-
ем c.1977G>A (p.M659I) в гене MYH7, аминокислотная 
замена расположена в актин-связывающей области мо-
торного домена миозина [1]. CRISPR/Cas9 — уникальный 
инструмент, открывающий перспективы для выяснения 
роли генетических вариантов в патогенезе гипертрофи-
ческой кардиомиопатии. Для изучения патогенности ва-
рианта p.M659I в гене MYH7 мы внесли замену в геном 
линии индуцированных плюрипотентных стволовых клеток 
(ИПСК) здорового донора ICGi022-A [2] с помощью тех-
нологии CRISPR/Cas9, используя комбинацию двух одно-
цепочечных доноров (с мутацией и без нее) для моделиро-
вания гетерозиготного состояния гена, поскольку пациент 
был гетерозиготным носителем варианта. В результате, 
была получена линия ИПСК, гетерозиготная по варианту 
p.M659I в гене MYH7. Одним из признаков ГКМП, воспро-
изводимых на моделях заболевания на основе ИПСК, яв-
ляется увеличение размеров кардиомиоцитов. В качестве 
положительного контроля мы получили линию ИПСК от па-
циента с ГКМП, несущего известный патогенный вариант, 
c.966G>A (p.W322X) в гене MYBPC3. Мы дифферен-
цировали линии ИПСК с внесенным вариантом p.M659I 
в гене MYH7, ИПСК пациента с данным генетическим ва-
риантом, ИПСК с патогенным вариантом p.W322X в гене 
MYBPC3 и ИПСК от здоровых доноров (включая исходную 
линию ICGi022-A) в кардиомиоциты. Анализ размеров по-
казал, что кардиомиоциты, полученные из линии ИПСК 
с вариантом p.M659I в гене MYH7, введенным с помо-
щью CRISPR/Cas9, и пациент-специфичных линий ИПСК, 
включая линию ИПСК с патогенным вариантом, имели уве-
личенный размер по сравнению с таковыми, дифференци-
рованными из ИПСК здоровых доноров. Таким образом, 
внесение варианта p.M659I в ген MYH7 ИПСК здорово-
го донора вызывало проявление по крайней мере одного 
из признаков ГКМП, что указывает на возможную патоген-
ность данного варианта. Работа поддержана грантом РНФ 
№ 22-15-00271.

Литература
1. Dementyeva EV, Vyatkin YV, Kretov EI et al. Genetic analysis 

of patients with hypertrophic cardiomyopathy. Genes and Cells. 
2020;15:68–73. doi:10.23868/202011011.

2. Malakhova AA, Grigor’eva EV, Pavlova SV et al. Generation of in-
duced pluripotent stem cell lines ICGi021-A and ICGi022-A from 
peripheral blood mononuclear cells of two healthy individuals 
from Siberian population. Stem Cell Res. 2020;48:101952. 
doi: 10.1016/j.scr.2020.101952.

STUDYING PATHOGENIC CONTRIBUTION 
OF GENETIC VARIANT WITH UNCERTAIN 
SIGNIFICANCE c.1977G>A (p.M659I) 
IN THE MYH7 GENE ON THE MORPHOLOGY 
OF CARDIAC DERIVATIVES OF INDUCED 
PLURIPOTENT CELLS

A.E. Shulgina1*, S.V. Pavlova1, 
S.M. Zakian1, E.V. Dementyeva1

1  Federal Research Center Institute of Cytology and 
Genetics, Siberian Branch of the Russian Academy 
of Sciences
630090, Novosibirsk, prospekt Lavrentyeva 10

*e-mail: ange.shulgina@yandex.ru

Keywords: induced pluripotent stem cells, CRISPR/Cas9, 
cardiomyocytes, hypertrophic cardiomyopathy, clinical 
significance of variants.



МАТЕРИАЛЫ МЕЖДУНАРОДНОГО КОНГРЕССА CRISPR-2023 51

Гены & Клетки XVIII, Приложение, 2023

ТРАНСПЛАНТАЦИЯ КУЛЬТИВИРОВАННЫХ 
ЛИМБАЛЬНЫХ СТВОЛОВЫХ 
В СОСТАВЕ ТКАНЕИНЖЕНЕРНОЙ 
КОНСТРУКЦИИ С ЦЕЛЬЮ ЛЕЧЕНИЯ 
ЛИМБАЛЬНОЙ НЕДОСТАТОЧНОСТИ 
У ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫХ ЖИВОТНЫХ

Я. Юй1*, А.Ю. Андреев1, 2, 
О.С. Роговая3, Е.О. Осидак4

1  ФГБОУ ВО «Первый Московский государственный 
медицинский университет имени И.М. Сеченова» 
Министерства здравоохранения РФ
119991, Москва, ул. Трубецкая, д. 8, стр. 2

2  ФГБНУ «Научно-исследовательский институт 
глазных болезней»
119021, Москва, ул. Россолимо, д. 11А, Б

3  ФГБУН «Институт биологии развития им. 
Н.К. Кольцова РАН»
119334, Москва, ул. Вавилова, д. 26

4  ООО фирмы «Имтек»
121552, Москва, 3-я Черепковская ул., д. 15А

*e-mail: woaiwuhuarou363@gmail.com

Ключевые слова: лимбальные стволовые клетки, лим-
бальная недостаточность, коллаген, тканеинженерная 
конструкция

Эпителий роговицы находится в состоянии постоян-
ного обновления за счет лимбальных стволовых клеток 
(ЛСК), находящихся в палисадах Vogt лимба [1]. В насто-
ящее время сформировалось понятие о лимбальной не-
достаточности (ЛН), клиника которой проявляется в виде 
эрозии, помутнения, конъюнктивизации, неоваскуляри-
зации роговицы, а также снижения зрения. Тактика лече-
ния ЛН заключается в анатомо-функциональном восста-
новлении поврежденного лимба консервативными или 
хирургическими методами [2]. Одним из самых перспек-
тивных методов лечения ЛН считается трансплантация 
культивированных ЛСК на основе разных носителей [3].

Цель работы — оценить эффективность лечения 
ЛН с помощью тканеинженерной конструкции из куль-
тивированных ЛСК на основе коллагеновой мембраны 
у экспериментальных животных.

Исследование выполнено на 6 кроликах с предвари-
тельно индуцированной ЛН, разделенных на 2 группы 
лечения: в опытной группе — трансплантация тканеин-
женерной конструкции (3 шт.), в контрольной — консер-
вативное лечение (3 шт.). Тканеинженерная конструкция 
состояла из культивированных ЛСК и коллагеновой мем-
браны Viscoll. Клетки были получены из биоптата лимба. 
Фенотип, пролиферативную активность и выживаемость 
культивированных клеток определяли с помощью им-
мунофлюоресцентного анализа и окраски витальными 
красителями. Для оценки эффективность лечения были 
проведены следующие исследования: биомикроскопия 
с флюоресцеиновой пробой, ОКТ переднего отрезка гла-
за, импрессионная цитология (ИЦ), гистология и иммуно-
гистохимическое исследования.

Культивированные клетки на коллагеновой мем-
бране представляли собой смесь ЛСК и МСК с высо-
кой выживаемостью и пролиферативной активностью. 
На 30-й день в опытной группе была выявлена прозрач-
ная роговица, а в контрольной сохранялись все признаки 
ЛН. Гистология и ИЦ подтвердили отсутствие бокало-
видных клеток в эпителии роговицы в опытной группе. 
По данным иммуногистохимического анализа в обоих 
группах были обнаружены CК14+, СК3/76+, P63+ клет-
ки, свидетельствующие о наличии роговичных эпители-
альных клеток и ЛСК.

Коллагеновый носитель способствует поддержа-
нию жизнеспособности, пролиферации и сохранности 
фенотипа клеток. Трансплантации тканеинженерной 
конструкции из культивированных ЛСК и коллагеновой 
мембраны является эффективным методом для лечения 
ЛН в эксперименте.
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Дисферлинопатии — аутосомно-рецессивные за-
болевания мышц, вызванные мутациями в гене DYSF, 
который кодирует белок дисферлин размером 237 кДа. 
В связи с генетической природой этих заболеваний, раз-
работка генной терапии становится ключевым аспектом. 
Одной из проблем разработки такой терапии является 
большой размер кДНК DYSF, превышающий емкость 
аденоассоциированного вирусного вектора (AAV), кото-
рый часто применяется в подобных исследованиях. Для 
преодоления имеющегося ограничения обычно исполь-
зуют два независимых вектора AAV, несущих части гена 
DYSF с перекрывающейся последовательностью. В дан-
ной работе мы оценили эффективность двухвекторной 
системы AAV9.DYSF с кодон-оптимизированным геном 
DYSF как in vitro, так и in vivo.

Для этого была создана двухвекторная система 
AAV9.DYSF с перекрывающимися последовательно-
стями кДНК DYSF. Два вектора AAV собраны отдельно 
по стандартному протоколу из плазмид, несущих части 
гена DYSF. Эффективность in vitro оценивали на мо-
дели искусственных миобластов из дисферлин-дефи-
цитных фибробластов за счет сверхэкспрессии MyoD. 
Метод обнаружения мРНК — ПЦР-РВ. Исследования 
in vivo проводили на мышиной модели дисферлинопа-
тии (Bla/J). Белок DYSF определяли с помощью ИГХ 
реакции.

После трансдукции клеточной линии конструкци-
ей AAV9.DYSF мы детектировали трансгенную мРНК 
DYSF, уровень мРНК был в 7 раз выше по сравнению 
с эталонным геном (GAPDH). В in vivo экспериментах 
после внутримышечного введения двухвекторной си-
стемы эффективность трансдукции достигла 30%. 
Анализ распределения дисферлина в поперечных 
срезах скелетной мышечной ткани после введения ви-
русного вектора показал различный характер локали-
зации белка (мембранный, смешанный цитоплазмати-
ческий и мембранный).

Увеличение уровня трансгенной мРНК DYSF после 
трансдукции клеток и эффективная трансдукция в мы-
шиной модели свидетельствуют о дальнейшей возмож-
ности использования двухвекторных систем на основе 
AAV в разработке генной терапии дисферлинопатии.

EFFICIENCY ANALYSIS OF DUAL ADENO-
ASSOCIATED VIRUS VECTOR SYSTEM 
FOR DYSFERLINOPATHY TREATMENT 
IN A PRECLINICAL STUDY

I.A. Yakovlev1, 4*, A.M. Emelin2, Y.S. Slesarenko1, 
I.S. Limaev2, I.A. Vetrova2, E.V. Kuzubova3, 
V.M. Pokrovskii3, P.A. Lebedev3, 
S.N. Bardakov4, A.A. Isaev4, R.V. Deev2, 4

1  Genotarget LLC, Skolkovo Innovation Center
Moscow, Russia, mail@genotarget.com

2  I.I. Mechnikov North-West State Medical University, 
Ministry of Health of the Russian Federation
St. Petersburg, Russia, rectorat@szgmu.ru

3  Belgorod State National Research University
Belgorod, Russia, korokin@bsu.edu.ru

4  PJSC Artgen Biotech
Moscow, Russia, mail@genotarget.com

*e-mail: ivan@ivan-ya.ru

Keywords: muscular dystrophy, dysferlinopathy, gene therapy, 
adeno-associated virus.

КЛЕТОЧНЫЕ МОДЕЛИ, 
ДЕМОНСТРИРУЮЩИЕ ВЛИЯНИЕ 
ГЕНЕТИЧЕСКИХ ВАРИАНТОВ ГЕНА GBA 
НА РАЗВИТИЕ БОЛЕЗНИ ПАРКИНСОНА

Е.С. Яркова1, 2*, Е.В. Григорьева2, С.В. Павлова2, 
Д.А. Сорогина1, 2, А.Е. Копытова3, Г.В. Байдакова4, 
Е.Ю. Захарова4, С.Н. Пчелина3, С.М. Закиян2

1  Новосибирский государственный университет
630090, Новосибирск, ул. Пирогова, 1

2  ФГБНУ «Федеральный исследовательский центр 
Институт цитологии и генетики СО РАН»
630090, Новосибирск, пр. Ак. Лаврентьева, 10

3  ФГБУ «Петербургский институт ядерной физики 
имени Б.П. Константинова Национального 
исследовательского центра «Курчатовский 
институт»
188300, Гатчина, Орлова роща, 1

4  ФГБНУ Медико-генетический научный центр
115522, Москва, ул. Москворечье, 1

*e-mail: e.drozdova2@g.nsu.ru

Ключевые слова: индуцированные плюрипотентные 
стволовые клетки, болезнь Паркинсона, дофаминергиче-
ские нейроны, глюкоцереброзидаза, мутация p.N370S, 
амброксол.

Отсутствие эффективных методов лечения нейро-
дегенеративных заболеваний ставит перед учёными 
проблему создания адекватных моделей, с помощью 
которых возможно провести скрининг лекарственных 
препаратов. Тормозят исследования мультифакторность 
болезней и ограничения в использовании животных мо-
делей из-за различий в метаболизме ксенобиотиков. 
Разрешить эти затруднения позволили индуцированные 
плюрипотентные стволовые клетки (ИПСК), на основе 
которых возможно создание релевантных пациент-спец-
ифичных клеточных моделей.

Вторым по распространению нейродегенератив-
ным заболеванием является болезнь Паркинсона (БП). 
Порядка 5–15% пациентов с БП имеют мутации в гене 
GBA, которые вызывают снижение активности фер-
мента глюкоцереброзидазы (GCase), лизосомальную 
дисфункцию и накопление нейротоксичных агрегатов 
белка α-синуклеина. Эти процессы индуцируют гибель 
дофаминергических (ДА) нейронов в компактной части 
чёрной субстанции.

В ходе работы нами проведена направленная диф-
ференцировка линий ИПСК от двух пациентов-носи-
телей генетического варианта p.N370S в гене GBA 
и двух здоровых доноров (контроль) в нейральные про-
изводные; изучены биохимические характеристики по-
лученных клеточных культур [1,2]. В них наблюдается 
экспрессия маркёров, специфичных для зрелых ДА-
нейронов (TH, LMX1A), которые составляют порядка 
30% популяции. Также в культуре выявлена экспрес-
сия маркёра астроглии S100b. Модель демонстрирует 
молекулярный фенотип мутации: в культуре носителей 
p.N370S отмечено снижение активности GCase отно-
сительно контроля.

На полученной модели было решено протестировать 
амброксол — потенциальный лекарственный препарат 
для БП, который находится на стадии клинических ис-
пытаний [3]. Амброксол повышает активность GCase 
и не оказывает влияния на экспрессию генов GBA, 
TH и LMX1A.

Примечательно, что разные клеточные культуры 
демонстрируют отличные друг от друга показатели 
как в экспрессии генов, так и в реакции на амброксол. 
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Кроме того, наблюдается тенденция к обратной зави-
симости уровней экспрессии TH и GBA: чем больше 
в культуре зрелых ДА-нейронов, тем ниже уровень GBA. 
Эти особенности культур могут значительно повлиять 
на интерпретацию результатов, поэтому необходимо 
детально изучать, как гетерогенность клеточной попу-
ляции влияет на исследуемые характеристики. Работа 
поддержана проектом Министерства образования 
и науки РФ № 075-15-2021-1063.
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Фибробласты дермы в ответ на повреждение ре-
агируют увеличением пролиферации, секреции ци-
токинов и коллагена для быстрого закрытия дефек-
та. Механическая активация YAP/TAZ стимулирует 
экспрессию генов ранозаживления, что в патологии 
может привести к фиброзу и образованию келоида. 
Понимание клеточных и биохимических механизмов 
фиброза кожи позволит влиять на этот процесс и вы-
явить мишени для его медикаментозного подавления. 
Эксперименты проводили в трехмерной модели дер-
мы, которая представляет собой коллагеновый гель 
с заключенными в него дермальными фибробластами 
человека. Сигнальный каскад YAP/TAZ ингибировали 
вертепорфином. Количественный ПЦР-анализ показал 
значительное падение экспрессии как самих белков 
YAP и TAZ, так и их мишеней в течение 3х суток после 
обработки, что подтверждает ингибирование этого сиг-
нального пути. Выявили, что добавление вертепорфина 
снижает интенсивность контракции коллагенового геля 
тотальной фракцией фибробластов, за счет исчезно-
вения SM22α-положительных сократительных клеток. 
В дальнейшем сравнили, какое влияние вертепорфин 
оказывает на отдельные фракции фибробластов дер-
мы, в том числе на популяцию фибробластов рубца. 
Сравнение контракции коллагеновых гелей показал, что 
вертепорфин оказывает одинаковый ингибирующий 
эффект на все субпопуляции. При этом добавление вер-
тепорфина не изменяло профиль экспрессии фибро-
тических маркеров в исследуемых группах. Таким об-
разом, вертепорфин подавляет экспрессию YAP и TAZ 
и ингибирует переход фибробластов в фиброзный фе-
нотип в коллагеновом геле, однако точный механизм 
регуляции данного процесса требует дальнейшего из-
учения. Работа выполнена при финансовой поддержке 
РНФ проект 21-74-30015.
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Агонисты рецептора глюкагонподобного пептида-1 
(ГПП-1) используют при лечении сахарного диабета 
2 типа (СД2Т) в течение последних 15 лет для сниже-
ния концентрации глюкозы в плазме, а также для сни-
жения массы тела и защиты от сердечно-сосудистых 
заболеваний. Известно, что при СД2Т происходит на-
рушение многих функций мезенхимальных стволовых 
клеток (МСК), в том числе нарушается их адипогенная 
диффренцировка. При терапии СД2Т агонистами ГПП-
1, например, семаглутидом, наблюдается снижение 
гипергликемии, гиперлипидемии, инсулинорезистент-
ности и других факторов, способствующих развитию 
дисфункций МСК. В связи с этим, целью нашей работы 
является исследование влияния семаглутида на ади-
погенные свойства мезенхимальных стволовых клеток 
подкожной жировой ткани человека.
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Эксперимент проводили на МСК подкожной жиро-
вой ткани пациентов с СД2Т до инъекций семаглутида 
и на МСК подкожной жировой ткани этих же доноров 
спустя 6 месяцев после инъекций. Клетки дифферен-
цировали в белые и бежевые адипоциты в течение 
21 дня по стандартному протоколу. Морфологию ли-
пидных капель оценивали с помощью флуоресцентно-
го красителя BODIPY493/503. Содержание основно-
го маркера адипогенеза FABP4, маркеров воспаления 
pJNK-T183/Y185, tJNK и RAGE, а также маркера бе-
жевой дифференцировки UCP-1 оценивали методом 
иммуноблоттинга.

В результате белого адипогенеза было обнаружено 
увеличение количества мелких капель, при анализе бе-
жевого адипогенеза наблюдалось увеличение капель 
любого размера, а также содержание адипоцитов в поле 
зрения и маркера адипогенеза FABP4 увеличивалось по-
сле инъекций семаглутида как в случае белой, так и в слу-
чае бежевой дифференцировок. Экспрессия UCP1 уве-
личивалась в бежевых адипоцитах после инъекций 
семаглутида. Содержание pJNK-T183/Y185 снижалось 
в случае белой дифференцировки после инъекций се-
маглутида, а содержание RAGE снижалось и при белой, 
и при бежевой дифференцировках. Экспрессия основно-
го маркера адипогенеза FABP4 возрастала в обоих слу-
чаях после инъекций семаглутида.

Таким образом, семаглутид усиливает адипогенез 
мезенхимальных стволовых клеток подкожной жировой 
ткани человека как в бежевом, так и в белом направле-
ниях, снижает экспрессию маркеров воспаления, а так-
же увеличивает термогенную способность бежевых 
адипоцитов. Работа выполнена при поддержке гранта 
Российского научного фонда № 22-15-00365.
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Эндометрий является внутренней оболочкой матки, 
содержащей люминальный и железистый эпителий, 
строму, сосуды и иммунные клетки. У человека функ-
циональный слой эндометрия подвергается значи-
тельным изменениям в ходе менструального цикла, 
претерпевая стадии пролиферации, клеточной диффе-
ренцировки, отторжения и регенерации. Кроме того, 
он проходит преобразования в процессе беременно-
сти и родов. Для мыши характерен эстральный цикл, 
при котором не происходит отторжения ткани, однако 
эндометрий также проходит стадии восстановления 
и деградации [1].

Для обеспечения вышеперечисленных процессов 
необходим источник клеток, обеспечивающих реге-
нерацию и функциональные изменения эндометрия. 
Предполагается, что эндометрий содержит пул эндоме-
триальных МСК, которые могут участвовать в его ремо-
делировании. На настоящий момент известно несколь-
ко популяций клеток стромы эндометрия, обладающих 
свойствами МСК, однако их функциональное значение 
по большей части не известно [2].

В этой работе была обнаружена и изучена популяция 
клеток стромы эндометрия, положительная по одному 
из маркеров МСК — CD90. Данная популяция состав-
ляет 10–25% от всех клеток стромы эндометрия и рас-
полагается под люминальным эпителием, вокруг желез 
и сосудов. Мы обнаружили, что пул CD90+ клеток истоща-
ется наполовину у мышей 8-недельного возраста относи-
тельно 4-недель. Также мы выявили в свежевыделенных 
CD90+ клетках более низкий уровень экспрессии генов 
рецепторов к прогестерону (P4) и эстрадиолу (E2) отно-
сительно CD90– клеток.

Иммуноцитохимическое окрашивание культуры 
CD90+ клеток показало, что 49% клеток положительно 
по маркеру пролиферации ki67, в то время как CD90–

ki67+ составляли 14%.
Нормальная регуляция репродуктивного цикла за-

висит от установления молекулярного диалога меж-
ду эпителием и стромой. Мы оценили способность 
CD90+ популяции к экспрессии генов, кодирующих 
факторы роста, участвующие в пролиферации эпите-
лия. Экспрессия Fgf10 и Fgf18 была выше как в све-
жевыделенных CD90+ клетках, так и при воздействии 
E2 в культуре.

Для установления беременности необходима деци-
дуализация — дифференцировка стромы в клетки, уча-
ствующие в имплантации эмбриона. Мы показали, что 
CD90+ клетки имеют более выраженную экспрессию 
гена, кодирующего пролактин, относительно CD90- кле-
ток при культивировании с E2 и P4, что говорит о способ-
ности CD90+ клеток к децидуализации in vitro.

Таким образом, CD90+ популяция клеток стромы 
эндометрия участвует в паракринной регуляции гормон-
зависимых процессов в эндометрии. Работа выполне-
на за счет гранта Российского научного фонда (проект 
№ 21–74–30015).
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Болезнь Альцгеймера (БА) — тяжелое нейродегене-
ративное заболевание, которое является самой частой 
причиной деменции. БА характеризуется внеклеточным 
отложением амилоидных бляшек, наличием нейрофи-
бриллярных клубочков в нейронах, образованных ско-
плениями тау-белка и массовой гибелью нейронов [1]. 
На данный момент не существует эффективной страте-
гии лечения БА. Современные методы нацелены на об-
легчение симптомов и замедление прогрессирования 
болезни и не способствуют регенерации поврежденной 
нервной ткани [2]. Одним из перспективных методов лече-
ния БА является клеточная терапия, при помощи которой 
могут быть восполнены утраченные нейроны и восста-
новлены нейронные связи. Моделирование БА на живот-
ных — необходимый этап для исследования безопасности 
и эффективности данного метода. Однако сроки развития 
БА при экспериментальном моделировании недостаточно 
изучены. Целью данной работы было выявление сроков 
развития БА при моделировании на самцах и самках крыс.

Исследования проводили на крысах линии Вистар 
в возрасте 4-x месяцев. Исследования одобрены ло-
кальным этическим комитетом ФГБУ НМИЦ ПН им. 
В.П. Сербского МЗ РФ и выполнены в соответствии с по-
ложениями Директивы 2010/63/EU Европейского 
парламента и Совета ЕС по охране животных, используе-
мых в научных целях. Животным билатерально вводили 
синтетический пептид 1-42 бета-амилоида в гиппокамп 

с помощью стереотаксиса. Развитие БА определяли с по-
мощью оценки когнитивных нарушений, для чего применя-
ли поведенческие тесты: «открытое поле», «У-лабиринт», 
тест на пассивное избегание, водный лабиринт Морриса.

Через 8 недель после введения бета-амилоида 
и у самцов, и у самок крыс наблюдали ухудшение па-
мяти и способности ориентироваться в пространстве. 
Отмечали снижение кратковременной рабочей памяти 
и способности к обучению и запоминанию по сравнению 
с контрольной группой.

С помощью поведенческих тестов нами впервые было 
показано, что через 8 недель после введения 1-42 бета-
амилоида развиваются признаки Альцгеймер-подобного 
состояния у самцов и самок крыс. Исследования на жи-
вотных обоих полов необходимы, так как этому забо-
леванию подвержены как мужчины, так и женщины. 
Определение сроков развития заболевания дает воз-
можность проведения экспериментальной клеточной 
терапии БА и получения данных для дальнейших транс-
ляционных исследований у пациентов с БА. Работа была 
выполнена при поддержке РНФ (грант № 22-1500141).
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Низкий регенеративный потенциал сердца не позво-
ляет после инфаркта полноценно заменить погибшие 
кардиомиоциты новыми клетками. Одним из перспек-
тивных способов, повышающих репаративные процессы 
тканей, является инъекция биодеградируемого транс-
плантата Аллопланта. Этот биотрансплантант способ-
ствует восстановлению функционального и структурного 
состояния миокарда после инфаркта. Однако его влия-
ние на толерантность к физическим нагрузкам практиче-
ски не изучено. В связи с этим целью нашей работы было 
оценить толерантность к физической нагрузке крыс с по-
стинфарктным кардиосклерозом на фоне инъекции бес-
клеточного материала Аллопланта.

Работа выполнена на половозрелых крысах линии 
Вистар. Инфаркт миокарда моделировали при помощи 
окклюзии левой нисходящей коронарной артерии или 
криодеструкции (КД) верхушки левого желудочка (ЛЖ) 
сердца. Инъекцию Аллопланта производили по пери-
метру ЛЖ при коронароокклюзии (КО) и по периме-
тру повреждения миокарда при КД. В работу включили 
группы: 1-ая — интактные животные; 2-ая — крысы с КО; 
3-я — крысы с КД; 4-я — крысы, которым одновременно 
с КО проводили инъекцию аллопланта; 5-ая — крысы, ко-
торым трансплантировали аллоплант через 45 суток по-
сле КД. Крыс в эксперимент брали через 45 сут после ин-
трамиокардиальной инъекции Аллопланта. Физическую 
работоспособность крыс в тесте принудительное плава-
ние оценивали по длительности плавания с грузом 10% 
от массы тела при температуре воды 22°С.

Результаты исследования показали, что крысы и кон-
трольной, и опытных групп показали статистически зна-
чимо меньшую толерантность к физической нагрузке 
по сравнению со своими исходными показателями. При 
сравнении опытных групп с контролем оказалось, что 
в группах с Аллоплантом толерантность к физической на-
грузке у крыс повышалась. Так, у крыс с КО и инъекцией 
Аллопланта физическая толерантность была выше кон-
трольных значений на 31%. Повышение функциональ-
ной состоятельности сердца происходило и при инъекции 
Аллопланта после формирования постинфарктного кардио-
склероза у крыс с КД. Толерантность к физической нагрузке 
у этих животных была выше контрольных значений на 69%.

Таким образом, Аллоплант способствует повышению 
толерантности к физической нагрузке при его примене-
нии как на стадии развития постинфарктного кардио-
склероза, так и после его формирования.
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Традиционные химиотерапевтические методы лечения 
опухолевых заболеваний обладают существенными недо-
статками, связанными с отсутствием адресности доставки 
терапевтических агентов, низкой специфичностью воз-
действия применяемых лекарств и неспособностью препа-
ратов преодолевать естественные тканевые и системные 
барьеры. Большинство противораковых препаратов ток-
сичны для нормальных клеток [1], кроме того опухолевые 
клетки нередко проявляют устойчивость к химиотерапев-
тическим агентам [2]. В фокусе внимания исследователей 
всего мира находятся природные препараты, способные 
ингибировать пролиферацию раковых клеток и ограничи-
вать развитие метастазов. Среди прочих соединений с по-
добными свойствами продигиозин представляет отдель-
ный интерес, поскольку его противоопухолевые свойства 
уже были подтверждены в ряде исследований [3].

На основе минеральных нанотрубок галлуазита нами 
в представленной работе были разработаны системы до-
ставки продигиозина с селективным воздействием в от-
ношении линий раковых клеток in vitro. Было показано, 
что нормальные клетки, такие как фибробласты и ме-
зенхимальные стволовые клетки (МСК), в меньшей сте-
пени подвергаются негативному влиянию продигиозина 
по сравнению с клетками линий Сасо2 и НСТ116. С при-
влечением флуоресцентной и усиленной темнопольной 
микроскопии было показано распределение наноконтей-
неров с продигиозином внутри клеток.

Далее нами был разработан метод получения искус-
ственных микровезикул из МСК как наиболее биосовме-
тимой формы доставки продигиозина в раковые клетки. 
Полученные микровезикулы были визуализированы ме-
тодами микроскопии высокого разрешения (атомно-сило-
вой, усиленной темнопольной). При воздействии получен-
ных везикул на малигнизированные и нормальные линии 
клеток наблюдался выраженный селективный эффект 
в отношении раковых клеток in vitrо. Концентрация про-
дигиозина в составе везикул, достаточная для проявления 
цитотоксического эффекта в отношении малигнизирован-
ных клеток, была значительно ниже, чем при использова-
нии нанотрубок галлуазита в качестве носителей. Работа 
выполнена при поддержке гранта РНФ 23-25-00334.
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Химическая модификация является стандартным 
методом улучшения биохимических свойств терапевти-
ческих олигонуклеотидов. С целью повышения стабиль-
ности олигонуклеотидов широко используются такие 
модификации, как 2’-OMe, 2’-F и тиофосфаты. Недавно 
в качестве перспективных аналогов тиофосфатов был 
предложен ряд N-(алкансульфонил)-фосфорамидов [1]. 
Антисмысловые олигонуклеотиды, содержащие метан-
сульфонильные группы, показали повышенную устойчи-
вость к нуклеазам, сниженную иммуногенность и цито-
токсичность, а также превысили уровень локализации 
в ядре по сравнению с тиофосфатными аналогами [2].

Мы впервые получили гидовые РНК для CRISPR/
Cas9 системы, содержащие N-метансульфонильные 
и N-бутансульфонильные группы. На основе скрининга 
библиотек crРНК с одиночными модификациями был 
проведен дизайн и синтез мультимодифицированных ги-
довых РНК к двум терапевтическим мишеням: pcsk9 (про-
протеиновая конвертаза) и hbb (β субъединица гемоглоби-
на). Комбинация нескольких алкансульфонильных групп 
улучшила стабильность гидовых РНК в клеточной среде, 
а также повысила эффективность расщепления модель-
ных ДНК-субстратов in vitro. Максимальный процент ал-
кансульфонильных модификаций в ДНК-связывающей 
области гидовой РНК при незначительном снижении ак-
тивности CRISPR-системы составил 75%. Гидовые РНК 
были также протестированы в комплексе с высокоспеци-
фичными вариантами Cas9. Комбинация с мутантными 
эндонуклеазами не снизила эффективности расщепле-
ния ДНК-мишеней. Мы предполагаем, что совместное 
использование модифицированных РНК и высокоточных 
форм белка Cas9 позволит улучшить как эффективность, 
так и селективность расщепления CRISPR/Cas9 системы.

Таким образом, алкансульфонильные модификации вы-
ступают перспективными аналогами тиофосфатов, в том 
числе и в составе гидовой РНК для CRISPR/Cas9 системы.
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Белки-аргонавты — металл-зависимые эндонуклеа-
зы, которые используют короткие гидовые олигонуклео-
тиды для внесения одноцепочечных разрывов в мишень, 
комплементарную этим гидам. Их можно обнаружить 
у эукариот, архей и бактерий [1]. У прокариот они задей-
ствованы в системе защиты от чужеродных нуклеино-
вых кислот [2,3]. Способность специфично расщеплять 
мишень делает белки-аргонавты интересными с точки 
зрения поиска потенциально новых инструментов генной 
инженерии [4]. Изучение влияния нуклеотидных модифи-
каций в мишени и гиде важно для их применения в каче-
стве программируемых нуклеаз и сенсоров для детекции 
повреждений в ДНК.

В нашей работе исследовано влияние 6 модифи-
каций в ДНК-мишени (О6-метилгуанин, 8-оксогуанин, 
1,N6-этеноаденин, тимингликоль, тиминовые димеры, 
тиофосфатная связь) на эффективность работы белков-
аргонавтов разных групп, связывающих ДНК или РНК-
гиды. Показано, что модификации по-разному влияют 
на расщепление мишени в зависимости от своего поло-
жения относительно сайта расщепления и от использо-
ванного белка-аргонавта. Наибольшее снижение эффек-
тивности расщепления наблюдается для модификаций, 
находящихся на расстоянии 1–2 нуклеотида от места 
расщепления. Модификации гидовой молекулы (Cy3, 
LNA) в некоторых положениях приводят к снижению эф-
фективности расщепления мишени белками-аргонавта-
ми. В частности, остаток Cy3, расположенный на 5’-кон-
це гида, оказывает негативное влияние на процессинг 
мишени.

Преимущественная элиминация немодифицирован-
ной ДНК исследованными белками-аргонавтами может 
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быть использована для разработки новых методов детек-
ции модификаций в ДНК-мишенях. Модификации гидов 
могут быть использованы для повышения их стабильно-
сти в биологических системах и для разработки методов 
визуализации комплементарных мишеней с использо-
ванием белков-аргонавтов. Работа выполнена при под-
держке Министерства науки и высшего образования (со-
глашение 075-15-2021-1062).
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Травма спинного мозга (ТСМ) приводит к дегенера-
ции двигательных и чувствительных нейронов ниже об-
ласти повреждения, восстановление которых остается 
трудноразрешимой проблемой. Среди клеточных и мо-
лекулярных изменений в удаленной области, а именно 
поясничного отдела спинного мозга, где сосредоточен 
центральный генератор паттерна, особое внимание 

уделяется компонентам внеклеточного матрикса (ВКМ), 
в частности, протеогликанам различных классов, кото-
рые выступают в роли ингибиторов пластичности и ней-
рорегенерации. Данных по молекулярной организации 
ВКМ в отдаленной области недостаточно, что определяет 
актуальность подобных исследований.

В ходе исследования была установлена экспрес-
сия мРНК генов молекул ВКМ Acan, Bcan, Vcan, Gpc6, 
Gpc4, NG2, TnR в вентральных рогах поясничного утол-
щения (L3-L4) интактного и травмированного на уровне 
грудного отдела (Th8) спинного мозга на 7 и 60 сутки 
после повреждения. В качестве групп сравнения был 
аналогичным образом проанализирован интактный 
и травмированный спинной мозг в области, приближен-
ной к эпицентру повреждения, на уровне 10 грудного 
сегмента (Th10).

Уровень экспрессии мРНК гена Acan достоверно 
снижался на 7 (острый период ТСМ) и 60 (хрониче-
ский период ТСМ) сутки после повреждения в области 
Th10. Несмотря на значительное расстояние от эпи-
центра повреждения, на уровне L3-4 также происходи-
ло достоверное снижение экспрессии мРНК гена Acan 
на 7 и 60 сутки после ТСМ при сравнении с интактным 
спинным мозгом, для которого было отмечено повы-
шение (P <0,05) данного показателя в L3-4 при срав-
нении с Th10. Достоверное изменение в экспрессии 
мРНК гена Gpc6 наблюдалось на уровне L3-4: в ин-
тактной группе экспрессия данного показателя была 
выше в 1,6 и 2,2 раз при сравнении с 7 и 60 сутками, 
соответственно. Достоверное изменение в экспрес-
сии мРНК гена TnR было обнаружено на 7 и 60 сутки 
после повреждения в области L3-4, а также на 60 сут-
ки в области Th10 при сравнении с 7 сутками. Наше 
исследование показало, что экспрессия мРНК гена 
Gpc4 и NG2 не претерпевает значительных измене-
ний при моделировании ТСМ в острый и хронический 
период в области приближенной и удаленной от эпи-
центра повреждения. Уровень экспрессии мРНК генов 
Bcan, Vcan на 60 сутки после повреждения в области 
Th10 был выше по сравнению с областью L3-4, также 
было обнаружено достоверное снижение данного пока-
зателя в интактном спинном мозге и на 7 стуки после 
ТСМ при сравнении Th10 и L3-4 для Vcan.

Эти результаты расширяют представление о мо-
лекулярных и клеточных механизмах патологических 
изменений в отдаленных от эпицентра ТСМ сегментах 
для поиска и обоснования перспективных терапев-
тических мишеней. Кроме того, полученные данные 
дают обоснование терапевтической эффективности 
воздействий не только непосредственно на первич-
ную область повреждения, но и на отдаленные отделы 
спинного мозга.
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Инфекция, вызванная вирусом иммунодефицита че-
ловека (ВИЧ), остается острой социальной проблемой 
для всего человечества. Перспективным подходом к ле-
чению ВИЧ инфекции является генная терапия. Одна 
из стратегий модификации генома — встраивание кон-
струкций, кодирующих заякоренные на мембране пеп-
тидные ингибиторы слияния ВИЧ. Такие ингибиторы 
блокируют слияние клеточной и вирусной мембран и пре-
пятствуют проникновению ВИЧ внутрь клеток.

Одним из ингибиторов слияния является пептид 
2P23. Ранее в нашей лаборатории была разработана 
конструкция для поверхностной экспрессии пептидных 
ингибиторов слияния, в том числе с 2P23, в которой 
пептид включен в состав короткой GPI-заякоренной мо-
лекулы CD52 [1]. Однако при встраивании конструкции 
с 2P23 в геном клеток с помощью системы CRISPR/
Cas9 уровень пептида на мембране был низким. Было 
выдвинуто предположение, что, модифицируя последо-
вательности аминокислот на N- и C-концах пептида, мож-
но добиться увеличения уровня пептида на клеточной 
поверхности.

Для поиска высокоэкспрессирующихся вариантов 
была создана библиотека с тремя рандомизированны-
ми аминокислотами с N- и C-конца пептида 2P23. Для 
этого был заказан синтез олигонуклеотидов, один из ко-
торых содержал рандомизированные участки с NNK-
повторами, где N — любой нуклеотид, а K — G или T. 
Олигонуклеотиды отжигали, достраивали и проводили 
низкоцикловую ПЦР-амплификацию с внешними прай-
мерами. Далее ПЦР-продукт клонировали в плазмидный 
лентивирусный вектор. Полученную библиотеку плазмид 
использовали для наработки псевдовирусных частиц, 
которыми заражали клоны модифицированных культур 
HEK 293T/CD4/CCR5 и CEM/CCR5. После трансдук-
ции клетки окрашивали антителами против 2P23 и оце-
нивали уровень экспрессии пептида на поверхности 
с помощью проточной цитофлуориметрии. Клетки с экс-
прессирующейся на поверхности библиотекой пепти-
дов были подвергнуты нескольким раундам сортировки 
и протестированы в вирусологических тестах с репли-
цирующимся вирусом ВИЧ-1. Из клеток до и после ви-
русологической селекции была выделена геномная ДНК, 
с неё получен ПЦР-продукт, который отправлен на NGS.

В последующем с помощью биоинформатического 
анализа данных секвенирования будут определены по-
следовательности пептидов с повышенной экспрессией 
и потенциально улучшенными защитными свойствами. 
Работа выполнена за счет гранта Российского научного 
фонда (проект № 22-15-00381).
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Мезенхимные стромальные клетки (МСК) выступают 
важнейшими регуляторами процессов репарации и ре-
генерации постнатальных тканей. Во многих исследова-
ниях была показана способность секретома МСК, в том 
числе фракции внеклеточных везикул (ВВ), предотвра-
щать развитие фиброза в ответ на повреждение. Но в ус-
ловиях уже развивающегося фиброза ткани за счет 
таких важнейших компонентов, как свободный транс-
формирующий фактор роста TGFβ и ремоделированный 
внеклеточный матрикс (ВКМ), местные МСК могут утра-
чивать свой антифибротический потенциал, приобретая 
при этом признаки сенесцентных клеток.

Профибротическое микроокружение, моделируемое 
культивированием МСК на внеклеточном матриксе фибро-
бластов (ВКМ) с добавлением TGFβ, приводило к значитель-
ным изменениям транскрипционного профиля, оцененного 
методом анализа транскриптома единичных клеток. Так, 
по сравнению с контролем, в профибротических условиях 
уровень мРНК ингибиторов клеточного цикла поднимался 
в 4–25 раз, циклинзависимых киназ снижался в 3–15 раз, 
ядерного ламинаB1 — в 14 раз, а также значительно меня-
лись уровни транскриптов ферментов, отвечающих за эпи-
генетический профиль, что подтверждалось совпадением 
части генов из базы данных CellAge. Активность генов 
CDKN1C (p57), CDKN2A (P16-INK4A) и IGFBP3 из списков 
изменяющихся при старении генов подтвердили методом 
RT-PCR для валидации результатов биоинформатическо-
го анализа. Окрашивание SA-β-Gal также подтверждало 
индукцию профибротическим окружением сенесценции 
МСК, в то время как пролиферативная активность клеток 
в таких условиях была значительно выше, чем при добавле-
нии известного индуктора сенесценции, перекиси водорода, 
и сравнима с контролем. При этом количество p21+ клеток 
возрастает в половине образцов в 6–17 раз, но в половине 



МАТЕРИАЛЫ МЕЖДУНАРОДНОГО КОНГРЕССА CRISPR-2023 61

Гены & Клетки XVIII, Приложение, 2023

снижается почти в 2 раза в профибротических условиях 
по сравнению с контролем, а анализ компонентов секретома, 
ассоциированного со старением (SASP) выявил снижение 
уровня секретируемого IL6 в 6–10 раз, MCP-1 в 5–55 раз 
и повышение PAI-1 в 1,5–4, при этом соответствия между 
изменениями p21 и SASP не наблюдалось. В то же время 
вне зависимости от накопления перечисленных маркеров 
сенесценции ВВ МСК, культивированных в профибротиче-
ских условиях, утрачивали способность подавлять диффе-
ренцировку фибробластов в миофибробласты.

Таким образом, полученные данные позволяют пред-
положить, что индукция профибротическим микроокру-
жением вызывает развитие нетипичного фенотипа кле-
точной сенесценции, при которой проявляется только 
часть канонических маркеров, но при этом происходит 
значимое снижение антифибротических регуляторых 
свойств МСК. Исследование было выполнено при под-
держке РФФИ (№ 19-29-04172).
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Рак легкого в 2020 году занял второе место по выяв-
лению новых случаев в мире и стал наиболее распростра-
ненной причиной смерти от онкологических заболеваний. 
В Российской Федерации по заболеваемости рак легко-
го занимает первое место среди других злокачественных 
опухолей у мужчин, а по смертности — 1-е место среди 
и мужчин, и женщин [1]. Подавляющее большинство слу-
чаев рака легкого приходится на его немелкоклеточный 
вариант (НМРЛ, 85%), среди которого чаще встречаются 
аденокарцинома (40%) и плоскоклеточный рак легкого 

(ПКРЛ, 25%). Важно различать эти подтипы из-за их от-
личающихся характеристик, схем терапии и исхода [1, 2]. 
Следовательно, необходим точный анализ клеток злока-
чественного новообразования пациента.

С этой целью мы разработали ex vivo метод для ха-
рактеристики как клеток опухоли, так и ее иммунного 
микроокружения, и впервые использовали для анализа 
клеток из образцов НМРЛ (аденокарцинома — 8 паци-
ентов и ПКРЛ — 4 пациента) и неопухолевой ткани лег-
кого тех же пациентов после операций на базе НОКОД. 
Полученные ex vivo цитологические и параллельно ги-
стологические препараты были исследованы по методу 
Романовского-Гимза и с использованием специфиче-
ских антител к маркерам опухоли: СК7, TTF1, PanCK, 
p40, Ki-67, AhR, AhRR, CYP1A1, PD-L1 — и клеткам им-
мунитета: CD14, IFNγ, TNFα, IL4, IL10, FGFb, PD-1.

Для образцов НМРЛ наиболее значимым стало ис-
следование ex vivo методом экспрессии PD-L1, оценка 
которой необходима для назначения иммунотерапев-
тического лечения. На всех гистологических срезах об-
разцов НМРЛ, исследованных в работе, экспрессии 
PD-L1 раковыми клетками не обнаружили, однако при 
анализе ex vivo цитопрепаратов, полученных из всего 
пула ткани опухолей, для образцов ПКРЛ 1 и 3 выявили 
экспрессию PD-L1 раковыми клетками с индексом TPS 
10% и 2%, соответственно. Другие исследованные мар-
керы не показали специфичности для клеток аденокар-
цином и ПКРЛ, следовательно, их поиск необходимо про-
должить. Состав и количество опухоль-ассоциированных 
клеток иммунного ответа были индивидуальны для каж-
дого пациента с НМРЛ. Для всех образцов НМРЛ выяви-
ли активацию опухоль-ассоциированных макрофагов, 
что важно учитывать при проведении иммунотерапии.

Таким образом, разработанный ex vivo метод позво-
ляет в короткие сроки дифференцировать как подтип 
опухоли, так и охарактеризовать раковые клетки и клет-
ки иммунного микроокружения по составу и экспрес-
сии ими различных маркеров. Исследование проводи-
лось с использованием оборудования ЦКП ФИЦ ФТМ 
«Протеомный анализ», поддержанного финансировани-
ем Минобрнауки России (соглашение № 075-15-2021-
691), и поддержано грантом РНФ № 22-15-00065.
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Транскрипционные факторы YAP/TAZ и их вну-
триклеточная локализация играют важную роль в нор-
мальном развитии и функционировании легких мле-
копитающих, в частности влияют на пролиферацию, 
дифференциацию клеток, процессы регенерации, канце-
рогенеза [1]. Вертепорфин (ВТП) является ингибитором, 
блокирующим взаимодействие YAP-TEAD в ядре клетки, 
что приводит к снижению активности генов-мишеней 
YAP [2]. Однако механизмы, контролирующие внутри-
клеточную локализацию YAP и его функционирование 
в клетках монослойной культуры на пластике и в составе 
органоидов, не идентичны [3]. В работе исследовано вли-
яние ВТП на пролиферативную способность и выживае-
мость тотальной фракции и мезенхимных YAP+ клеток 
в составе органоидов легких мыши.

Клетки были выделены из легких мышей P7 линии 
C57Bl/6. Легкие были перфузированы, интратрахеаль-
но заполнены диспазой (50U/ml) и инкубированы с кол-
лагеназой IV типа (1000 U/ml). Клетки ресуспендирова-
ли с GFR Matrigel (1:1) и вносили во вставки Transwell. 
Органоиды культивировали в течение 14 сут в присут-
ствии контрольной среды и с ВТП (1 мкМ) — 10 сут., по-
сле чего органоиды были диссоциированы из матригеля. 
Часть полученной клеточной суспензии была окрашена 
антителами против YAP, Vimentin (мезенхима) и DAPI, 
затем проанализирована методом проточной цитофлуо-
риметрии. Кроме того, часть клеток была проанализиро-
вана методом ПЦР.

ПЦР анализ не выявил уменьшение экспрессии 
генов YAP/TAZ для органоидов контроля и в присут-
ствии ВТП, однако показал достоверное снижение 
экспрессии генов-мишеней YAP Ccn1, Ccn2 в клетках 
при воздействии ВТП. Проточная цитофлуориметрия 
показала, что доля YAP+ клеток сопоставима в кон-
троле и при воздействии ВТП, как для тотальной фрак-
ции (51,05% в контроле, 52,55% под ВТП), так и для 
мезенхимы (74,15% в контроле и 83,05% под ВТП). 
Пролиферативная активность мезенхимных клеток 
в составе органоидов в присутствии ВТП (доля клеток 
в фазе G2 — 7,6%) достоверно снижается по сравне-
нию с контролем (15,1%), для тотальной фракции кле-
ток также выявлено снижение (14,5% и 9,2%, соответ-
ственно). Показано, что в клетках органоидов с ВТП, 
гибнущих клеток значимо больше (11,8%), по срав-
нению с контролем (3,2%). Таким образом, показано 
влияние ВТП на YAP сигналинг, пролиферативную ак-
тивность и на выживаемость клеток органоидов легких 
мыши при неизменном уровне экспрессии YAP и TAZ. 
Исследование выполнено за счет гранта Российского 
научного фонда (проект № 21-74-30015).
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В отличие от классической CRISPR/Cas9 систе-
мы редактирования генома система праймированно-
го редактирования (prime editing, PE), разработанная 
в 2019 году [1], основана на внесении одноцепочечно-
го разрыва в ДНК каталитически дефектной никазой 
Cas9 S. pyogenes, сшитой с ревертазой MMLV, син-
тезирующей в месте разрыва желаемую последова-
тельность нуклеотидов путем обратной транскрип-
ции на матрице специальной гидовой РНК (pegRNA). 
pegRNA одновременно содержит сайт связывания 
с целевым локусом ДНК и последовательность жела-
емой вставки. Эффективность метода сопоставима 
или ниже таковой по сравнению с CRISPR/Cas9, од-
нако главным его преимуществом является низкий 
процент офф-таргет эффектов по сравнению с редак-
тированием, основанным на гомологичной рекомби-
нации [1]. Главное ограничение метода — большой вес 



МАТЕРИАЛЫ МЕЖДУНАРОДНОГО КОНГРЕССА CRISPR-2023 63

Гены & Клетки XVIII, Приложение, 2023

генетических конструкций (17–18 kb), затрудняющий 
их доставку в клетки. Тем не менее PE-система име-
ет широкий спектр возможностей редактирования, 
в связи с чем потенциально позволяет корректировать 
до 89% генетических заболеваний человека [2]. Ранее 
в лаборатории нами были получены индуцированные 
плюрипотентные стволовые клетки (ИПСК) пациента 
с недавно описанной [3] патогенной гетерозиготной 
миссенс-мутацией c.7416_7418delGAA гена фила-
мина С (FLNC). Такая делеция трех нуклеотидов (GAA) 
приводит к ранней манифестации рестриктивной кар-
диомиопатии — орфанной неизлечимой патологии 
миокарда с неизвестным патогенезом [4]. Данная 
работа представляет результаты сборки и примене-
ния системы редактирования PE для коррекции и ин-
тродукции исследуемой мутации гена FLNC в ИПСК 
пациента и ИПСК неродственного здорового донора, 
соответственно. В дальнейшем все линии ИПСК бу-
дут дифференцированы в кардиомиоциты для изуче-
ния молекулярно-генетических механизмов развития 
FLNC-ассоциированной рестриктивной кардиомио-
патии в полученной двойной изогенной клеточной 
модели заболевания. Коллектив выражает благодар-
ность МГНЦ им. акад. Н.П. Бочкова за предоставление 
плазмиды pCMV-PE2-P2A-GFP (Addgene #132776). 
Работа выполнена за счет средств гранта Российского 
научного фонда (проект № 23-25-00456).
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Цинк является важным микроэлементом для диф-
ференцировки клеток, а также формирования и роста 
костей. Для придания особых свойств костным имплан-
татам с кальцийфосфатным покрытием (КФП) часто 
используют замещение ионов кальция в их структуре 
на цинк [1].

Целью исследования стало изучение остеогенного 
потенциала композитных имплантатов с КФП, модифи-
цированными атомами Zn и/или галлуазитом.

В эксперименте использовались титановые каркасы, 
изготовленные на базе ООО «НПК “СИНТЕЛ» (Томск) пу-
тем 3D-печати. На каркасы наносили микродуговое КФП 
из стехиометрического гидроксиапатита (ГАП), а также 
его модификаций: ГАП с введением в структуру атомов 
цинка (ГАП+Zn) или нанотрубок галлуазита (ГАП+Г), 
а также одноврменным введением атомов цинка и на-
нотрубок галлуазита (ГАП+Zn+Г). Исследование про-
водили на самцах мышей линии Balb/c (n=24). У 8 мы-
шей из бедренной кости извлекали костный мозг (КМ), 
который наносили на каркасы и культивировали перед 
имплантацией in vitro в течение 45 минут. Остальным 
животным подкожно в подмышечную область имплан-
тировали каркас с КФП и КМ. В соответствии с модифи-
кациями КФП было сформировано 4 группы по 4 особи 
в каждой. Через 45 суток животных выводили из экс-
перимента, изготавливали гистологические препараты 
тканевых пластинок (ТП), сформировавшихся на поверх-
ности имплантатов. На препаратах оценивали биосовме-
стимость имплантатов, их способность стимулировать 
образование костной ткани (КТ) и КМ, а также под-
считывали удельные площади (УП) КТ и КМ. Значения 
сравнивали при помощи критерия Краскела-Уоллиса. 
При гистологическом исследовании тканей, окружавших 
имплантаты, во всех группах не наблюдали признаков 
острой воспалительной реакции, что свидетельствует 
о биосовместимости тестируемых образцов. Все образ-
цы ТП были покрыты соединительнотканной капсулой, 
под которой находились участки КТ с полостями, за-
полненными КМ, а также участки волокнистой соедини-
тельной и жировой тканей. Во всех исследуемых группах 
со одинаковой частотой (в 75% случаев) формировались 
КТ и КМ. При внедрении в структуру КФП атомов Zn или 
Г наблюдалось уменьшение площади КТ в сравнении 
с группой ГАП. Одновременное присутствие Zn и Г не из-
меняло площадь КТ относительно контрольной группы. 
В группе ГАП+Г наблюдалось снижение УП КМ в срав-
нении с группой ГАП. В группах ГАП+Zn и ГАП+Zn+Г зна-
чения УП КМ не отличались от контрольных, при этом 
максимальное значение УП КМ наблюдалось в группе 
ГАП+Zn+Г. Таким образом, модификация КФП атомами 
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цинка или галлуазитом несколько снижает его остеоген-
ные свойства. Одновременная же модификация КФП 
атомами цинка и галлуазитом восстанавливает остео-
генные свойства КФП и может придавать покрытию до-
полнительные потребительские свойства.
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Широко известны работы по применению CRISPR 
в синтетической биологии растений и микроорганизмов. 
Таксономическое разнообразие этих объектов и их ме-
ста на молекулярно-филогенетическом древе свиде-
тельствуют о возможности как прямого, так и обратного 
эволюционного анализа или реконструкции некоторых 
аспектов их филогенеза с использованием CRISPR/
Cas-технологий и соответствующих инструментов био-
информатики и системной биологии. Задачей “bottom 
up” анализа является «зондирование» вероятных форм 
по принципам эволюционной биологии развития, а для 
“top down” анализа принципиальной проблемой являет-
ся реконструируемость наиболее ранних форм и моле-
кулярно-биологических механизмов с использованием 
CRISPR/Cas-экспериментов. Предельной задачей явля-
ется создание моделей CRISPR-содержащих протокле-
ток и их ансамблей, на основе транскрипционного сигна-
линга которых возможно моделирование коммуникации 
на клеточном уровне в синтетическом морфогенезе. Так, 

в работе [1] использованы синтетические транскрипци-
онные системы для получения диффузионного сигналин-
га РНК, регулирующего процессинг и локализацию ДНК 
на основе CRISPR/Cas в бинарном сообществе синтети-
ческих протоклеток. Авторами данной работы разрабо-
тана синтетическая внеклеточная схема транскрипции 
на основе CRISPR/Cas внутри полупроницаемых белко-
во-полимерных микрокомпартментов, которые активиру-
ются ДНК-последовательностями и продуцируют функ-
циональные аптамеры РНК с заданными свойствами. 
Далее «включается» транскрипционный модуль для ге-
нерации нитей РНК, функционирующих как диффузные 
сигналы, которые могут восприниматься соседними про-
токлетками, запуская в них активацию интернализован-
ных ДНК-зондов или локализацию нуклеаз Cas. Таким 
образом, благодаря технологии CRISPR/Cas, смыкаются 
“bottom up” и “top down” подходы в синтетической биоло-
гии, порождая новые тренды исследований по “CRISPR-
протобиологии / CRISPR-протофизиологии” и возмож-
ность воспроизведения на этой основе генетического 
сигналинга в моделях гистогенеза и морфогенеза много-
клеточных структур. В настоящем докладе реализован 
полный библиографический анализ данных трендов.
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Глиобластома (ГБМ) — онкологическое заболе-
вание центральной нервной системы. Быстрая дис-
семинация опухолевых клеток в паренхиму головно-
го мозга усложняет резекцию опухоли. Прогноз для 
большинства пациентов неблагоприятный, средняя 
выживаемость 12–15 месяцев после максималь-
ной хирургической резекции с последующей послео-
перационной лучевой терапией и/или адъювантной 
химиотерапией [1].

Человеческие МСК были выделены из Вартонова 
студня (заключен Договор с роддомом). Для подтвержде-
ния принадлежности выделенных клеток к МСК исполь-
зовались стандартные критерии: (1) клетки прикреплены 
к пластику при стандартных условиях культивирования; 
(2) экспрессия маркеров CD29, CD73, CD90, CD105; 
(3) отсутствие гемопоэтических маркеров CD45, CD34, 
CD11b и HLA II. Культуру глиобластомы получали из опе-
рационного материала пациентов ФЦМН и ФНКЦ ФМБА 
с разрешением ЛЭК. Полученные клетки глиомы транду-
цировали лентивирусной конструкцией с флуоресцент-
ным белком (mScarlet).

Для изучения взаимодействия МСК с ГБМ in vitro про-
водили ко-культивирование сфероидов ГБМ, сформиро-
ванных в необработанном круглодонном 96-луночном 
планшете, а также ко-культивирование клеточной су-
спензии МСК и ГБМ. МСК метили прижизненным трей-
сером Cell Proliferation Dye eFluor™ 670. Наблюдение 
проводилось с помощью CellInsight CX7 LZR Pro HCS 
Platform и EVOS™ M7000 Imaging System.

Для оценки биораспределения МСК in vivo модели-
ровали на иммунодефицитных мышах ортотопические 
ксенографты человеческой глиобластомы, меченную 
mScarlet. Контроль роста опухоли проводился с по-
мощью МРТ на томографе ClinScan 7T, Bruker Biospin 
(ЦКП «Медицинские и биотехнологические нанотехно-
логии», РНИМУ. На 10 сутки вводили препарат МСК, 
через сутки проводили интравитальную микроско-
пию, через 48 часов извлекался головной мозг для 
проведения ИГХ на срезах методом конфокальной 
микроскопии (Nikon A1R MP+, Япония). МСК выявля-
лись путем колоколизации характерных маркеров, до-
полнительно маркируя на экспрессию специфичных 
маркеров.

Литература
1. Rodini CO, Gonçalves da Silva PB, Assoni AF et al. Mesenchymal 

stem cells enhance tumorigenic properties of human glioblasto-
ma through independent cell-cell communication mechanisms. 
Oncotarget. 2018;9(37):24766–24777. doi: 10.18632/
oncotarget.25346.

TUMOR-ASSOCIATED MSC MODELS 
OF GLIOMA IN VITRO AND IN VIVO

D.A. Gurskiy1, 2*, M.S. Myzina1, 2, 
Yusubalieva1, 2, 3, V.P. Baklaushev1, 2

1  FSCC FMBA of Russia
115682, Moscow, Orechoviy bulvar, 28

2  FCBN FMBA of Russia
117513, Moscow, Ostrovitianova st., 1-10

3  V.A. Engelgardt's Institute of Molecular 
Biology RAS
119991, Moscow, Vavilova st, 32

*e-mail: gurskiy1412@gmail.com

Keywords: glioblastoma, mesenchymal stromal cells, tumor 
microenvironment.

ЭКСПРЕССИЯ ГЕНА FLG НЕ ЯВЛЯЕТСЯ 
КЛЮЧЕВЫМ МАРКЕРОМ АТОПИЧЕСКОГО 
ДЕРМАТИТА

М.А. Десятова1, 2*, А.В. Коротков1, 2, 
С.Б. Антонова1, О.Г. Макеев1, 2

1  ФГБОУ ВО Уральский государственный 
медицинский университет. Минздрава России
620028, Екатеринбург, ул. Репина, 3.

2  ГАУЗ СО Институт медицинских клеточных 
технологий
620026, Екатеринбург, ул. Карла Маркса, д. 22а

*e-mail: mardesyatova@yandex.ru

Ключевые слова: ген филаггрина (FLG), экспрессия, поли-
меразная цепная реакция (ПЦР), эпигенетика, атопический 
дерматит.

Атопическим дерматитом (АД) страдает до 20% 
детского населения во всем мире. Барьерную функцию 
кожи обеспечивают ороговевшие клетки верхнего слоя 
эпидермиса и водно-липидная мантия, покрывающая 
его поверхность. Повреждение этой структуры является 
основным дефектом кожи при АД. Это заболевание, как 
известно, имеет выраженный генетический компонент, 
а снижение уровня экспрессии гена FLG рассматривает-
ся в качестве ключевого маркера в патогенезе развития 
атопического дерматита.

В исследовании принимали участие шесть анамне-
стически здоровых доноров, а также тридцать два паци-
ента разного пола и возраста (12–58 лет) с верифициро-
ванным заболеванием различной степени тяжести.

Показано, что изменения экспрессии гена FLG 
сопровождают развитие заболевания не более чем 
у 60% пациентов с установленным диагнозом АД (око-
ло 40% случаев тяжелой формы АД и до 20% случа-
ев АД средней и легкой степени тяжести). Ранее нами 
было показано, что подобные нарушения (снижение 
уровня экспрессии гена FLG) встречаются у 13% здо-
рового населения.

Таким образом, полученные результаты свидетель-
ствуют о наличии дополнительных факторов, провоциру-
ющих развитие АД. В качестве таковых может выступать 
нарушения экспрессии иных генов, что проявляется как 
синергетический либо суммационный эффект. Следует 
отметить, что FLG — это всего лишь один ген из более 
чем семидесяти генов, локализованных в эпидермаль-
ном дифференцировочном комплексе.

Возможно, что выявление взаимосвязи между со-
стоянием гена FLG в сочетании с другими биомаркерами 
(генами, расположенными в области хромосомы 1q21, 
и эпигенетическими механизмами) прояснит патогенез 
этого многофакторного заболевания.
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Усовершенствование CRISPR/Cas9 системы в плане 
точности и эффективности работы является актуальной 
научной проблемой. Одним из подходов к ее решению яв-
ляется создание аллостерически регулируемых систем 
CRISPR/Cas9. Такие системы могут быть использованы 
как для регуляции системы при изменении концентрации 
определенных биомолекул в системе, так и для детекции 
этих биомолекул. Аллостерическая регуляция осущест-
вляется путем связывания конкретных молекул с опреде-
ленными сайтами фермента или аптамером, изменения 
конформации биомолекулы и активации или ингибирова-
ния ее активности.

Целью нашей работы было создание системы 
CRISPR/Cas9, действие которой можно аллостерически 
регулировать на уровне РНК. В качестве регуляторного 
фрагмента нами выбран аптамер к теофиллину.

На основе анализа литературных данных можно заклю-
чить, что наиболее удачными являются варианты дизайна 
направляющих РНК, в которых аптамер к теофиллину вво-
дят в верхний стебель, связующую петлю или шпильки, 
находящиеся на 3'-конце sgРНК [1,2]. В качестве направ-
ляющих РНК нами были впервые сконструированы пары 
crРНК/tracrРНК, содержащих аптамер к теофиллину. 
Использование для адресации нуклеазы Cas9 пары отно-
сительно коротких РНК вместо единой протяженной моле-
кулы sgРНК позволяет повысить скорость расщепления 
ДНК. Кроме того, такой вариант более удобен для твердо-
фазного фосфитамидного синтеза и введения химических 
модификаций в ходе синтеза благодаря меньшему числу 
нуклеотидных звеньев в каждом из компонентов адресую-
щей конструкции. Мы использовали вариант, при котором 
небольшой фрагмент (4–5 нуклеотидов) направляющей 
РНК заменяют на последовательность аптамера. В отсут-
ствие теофиллина палиндромные последовательности, 
расположенные с 3'- и 5'-стороны от аптамера, образуют 
шпильку. Серии направляющих РНК (crРНК, tracrРНК 
и sgРНК), содержащих и не содержащих аптамер к тео-
филлину, были получены твердофазным фосфитамидным 
методом. Была исследована эффективность расщепле-
ния плазмидной ДНК нуклеазой Cas9 с использованием 
аптамерсодержащих направляющих РНК (sgРНК или 
пары crРНК/tracrРНК) в присутствии и в отсутствие те-
офиллина. Продемонстрированы отличия эффективности 
расщепления в зависимости от наличия и расположения 
аптамера в структуре направляющих РНК и наличия в си-
стеме аллостерического регулятора — теофиллина.

Аллостерически регулируемые системы CRISPR/
Cas9 являются потенциальными инструментами для 
направленного управляемого расщепления ДНК. 
Работа выполнена при финансовой поддержке РНФ 
№ 22-14-00294.
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Глиобластома — одна из самых злокачественных 
опухолей, медианная выживаемость при глиобластоме 
с учетом достижений современной медицины состав-
ляет всего около 15 месяцев. Одним из перспективных 
методов лечения глиобластомы представляются онко-
литические вирусы. Онколитический вирус VV-GMCSF-
Lact — двойной рекомбинантный онколитический вирус 
на основе вируса осповакцины [1]. В результате изуче-
ния молекулярных механизмов устойчивости клеток гли-
областомы к VV-GMCSF-Lact было экспериментально 
показано, что уровень белка XIAP, кодируемого геном 
XIAP, достоверно повышается в линиях клеток, наиболее 
устойчивых к действию VV-GMCSF-Lact. Для подавления 
экспрессии генов (как нокаута, так и нокдауна) использу-
ются различные методы, один из новейших — CRISPR/
RfxCas13d (CasRx) [2]. Плюсом его использования яв-
ляется влияние на экспрессию на уровне РНК без вме-
шательства в геном клетки. Нами был модифицирован 
исходный вектор для экспрессии CasRx и направляющей 
РНК путем добавления гена mKate2, кодирующего крас-
ный флуоресцентный белок широкого спектра. Это по-
зволяет проводить сортировку флуоресцирующих клеток 
вместо пуромициновой селекции, что особенно критично 
при нокдауне жизненно важных генов, а также исполь-
зовать данную конструкцию для in vivo экспериментов 
с визуализацией. Были подобраны направляющие РНК 
на кодирующие участки мРНК XIAP с учетом вторичной 
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структуры данной мРНК. Доставка системы нокдауна 
в клетки модельной клеточной линии глиобластомы 
U87MG осуществлялась с помощью лентивирусных 
векторов. Дальнейшие эксперименты будут направлены 
на изучение влияния нокдауна гена XIAP на пролифера-
цию, миграцию, а также чувствительность клеток глио-
бластомы к вирусу VV-GMCSF-Lact.

Литература
1. Vasileva N, Ageenko A, Dmitrieva M et al. Double recombinant 

vaccinia virus: A candidate drug against human glioblastoma. 
Life (Basel). 2021;11(10):1084.

2. Konermann S, Lotfy P, Brideau NJ et al. Transcriptome engi-
neering with RNA-targeting type VI-D CRISPR effectors. Cell. 
2018;173(3):665–676.

USING THE CRISPR/Cas13d SYSTEM 
TO SUPPRESS THE REGULATOR OF APOPTOSIS 
XIAP IN GLIOBLASTOMA CELLS

A.S. Dome*, P.E. Karitskaya, 
N.S. Vasileva, G.A. Stepanov

Institute of Chemical Biology and Fundamental 
Medicine, SB RAS
630090, Novosibirsk, 8 Lavrentiev Avenue

*e-mail: domeanton@ya.ru

Keywords: glioblastoma, genome editing, CRISPR/Cas13d 
(CasRx), oncolytic virus, apoptosis, knockdown.

РОЛЬ СЕНЕСЦЕНТНЫХ МЕЗЕНХИМАЛЬНЫХ 
СТРОМАЛЬНЫХ КЛЕТОК В РЕГУЛЯЦИИ 
ФУНКЦИОНАЛЬНОЙ АКТИВНОСТИ 
ЭНДОТЕЛИАЛЬНЫХ КЛЕТОК

М.И. Ездакова*, Д.К. Матвеева, А.Ю. Ратушный

ГНЦ РФ- ИМБП РАН
123007, Москва, Хорошевское шоссе, 76А

*e-mail: ezdakova.mi@gmail.com

Ключевые слова: Мезенхимальные стромальные клетки, 
клеточное старение, ассоциированный со старением секре-
торный фенотип, эндотелиальные клетки, межклеточное 
взаимодействие.

Мезенхимальные стромальные клетки (МСК) при-
знаны важнейшими регуляторами процессов репарации 
и регенерации поврежденных тканей. В нише МСК тесно 
контактируют с соседними клетками различных типов, 
в том числе и с эндотелиальными клетками (ЭК). С воз-
растом происходит постепенное истощение пула МСК 
и изменение их функционального состояния, в том числе 
и паракриного профиля, что, в свою очередь, может по-
влиять на тесно соседствующие с ними ЭК.

В работе использовали линейные МСК (ASC52telo — 
ATCC® SCRC-4000™) и ЭК (EA.hy926 — ATCC® CRL-
2922™). Для достижения сенесцентного состояния 
МСК (МСК/МмС+) предварительно обрабатывали ми-
томицином С (18 ч, 1.5 мкг/мл) (Sigma-Aldrich, США) 
и культивировали в течении 10 дней, статус «состарен-
ных» клеток был подтвержден методически. Для выяв-
ления эффектов секретома МСК: в культуральную среду 
ЭК добавляли кондиционированную среду (КС) от МСК/
МмС± в соотношении 1:1. Время экспозиции — 48 часов. 
Анализ экспрессии молекул межклеточного взаимодей-
ствия VCAM-1, E-селектин, ICAM-1, интегрин α1, а также 

АФК оценивали с помощью проточной цитофлуориме-
трии. Содержание паракринных медиаторов в образцах 
КС определяли с помощью MILLIPLEX MAP (Human 
Cytokine/Chemokine Magnetic Bead Panel — Premixed 
48 Plex — Immunology Multiplex Assay) (Merck, Germany). 
Анализ экспрессии генов проводили с помощью ПЦР 
в реальном времени.

Известно, что активация сенесцентного состояния при-
водит к увеличению размера клеток и гранулярности цито-
плазмы. А необратимый арест клеточного цикла является 
главным признаком клеточного старения. Мы не обнару-
жили изменений в морфологии клеток. Однако отмечались 
изменения в клеточном приросте, ЭК культивируемые 
в КС от МСК/МмС+, достоверно менее активно пролифе-
рировали (1,5 раза) (р<0,05), а уровень их окислительно-
го стресса достоверно увеличивался (1,6 раза) (р<0,05). 
У ЭК культивируемых в КС от МСк/МмС+, увеличива-
лась экспрессия молекул ICAM-1. Экспрессия интегри-
на α1, VCAM-1, E-селектина не изменялась. Добавление 
КС от МСК/МмС+ к ЭК приводило к достоверному повы-
шению концентрации: GM-CSF (7,7 раза), G-CSF (39 раз), 
GROa (2,7 раза), IL-6 (4,3 раза), IL-8 (1,2 раза), MCP-1 
(1,3 раза), MCP-3 (7,6 раза), PDGF-AA (1,4 раза), RANTES 
(1,8 раза) (р<0,05). Транскрипционный анализ показал, 
что КС от МСК/МмС+ снижала экспрессию в ЭК мРНК 
ITGА1(3 раза), MCP1 (1,7 раза) и повышала мРНК IL8 
(17 раза) и IL6 (1,5 раза) (р<0,05). Уровень транскрипции 
ICAM1 и VCAM1 не изменялся.

Полученные данные указывают на то, что сенесцент-
ные МСК, являясь одним из элементов тканевой ниши, 
вносят свой вклад в модификацию свойств ЭК, что может 
повлечь за собой ряд последствий, в том числе повышение 
риска канцерогенеза, модуляции процессов ангиогенеза 
и др. Финансовая поддержка: грант РНФ № 21-75-10117.
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Дофаминовый нейротрофический фактор мозга 
(CDNF) способен защищать нейроны в различных моде-
лях нейродегенеративных заболеваний. Более того, CDNF 
участвует в созревании многих типов нейронов, а его от-
сутствие может оказать негативное влияние на поведе-
ние [1]. Известно, что серотониновая (5-HT) система моз-
га отвечает за разнообразные поведенческие паттерны. 
Вполне возможно допустить, что CDNF и 5-HT система 
могут взаимодействовать, но каким образом, до конца 
не ясно. Поэтому целью данной работы стало изучение 
влияние сверхэкспрессии белка CDNF в гиппокампе на се-
ротониновую систему мозга и поведение у мышей.

Эксперимент проводился на самцах мышей линии 
C57Bl/6J. Сверхэкспрессию белка CDNF вызывали с по-
мощью введения в гиппокамп аденоассоциированного 
вирусного конструкта, несущего ген Cdnf. Через 4 недели 
после инъекции были проведены следующие тесты: рас-
познавание нового объекта, трехкамерный социальный 
тест, тест резидент-интрудер, открытое поле, приподнят-
ный крестообразный лабиринт, подвешивание за хвост, 
оперантная стенка, водный лабиринт Морриса. После 
этого измеряли уровни генов серотониновых рецепторов 
и генов, отвечающих за метаболизм 5-HT.

Сверхэкспрессия белка CDNF в гиппокампе у мышей 
не оказала влияния на неофобию, двигательную активность, 
тревожное и депрессивноподобное поведение, ассоциатив-
ное и пространственное обучение. Кроме того, не было выяв-
лено эффектов на потребление пищи и воды, а также на сон. 
Однако в тесте резидент-интрудер было статистически 
выше количество и время социальных контактов, а в трехка-
мерном тесте был выше индекс социального предпочтения 
у животных со сверхэкспрессией CDNF. Также у этих жи-
вотных было выявлено снижение уровня мРНК гена Htr1a 
и повышение уровня мРНК гена Maoa в гиппокампе, но это 
не совпало с уровнем белка соответствующих генов. При 
этом уровни 5-HT2A и 5-HT7 рецепторов не отличались. 
В среднем мозге не было обнаружено эффекта на уровни 
ТПГ-2 и 5-HTT, ответственных за метаболизм 5-HT.

Нами впервые было показано, что сверхэкспрессия 
белка CDNF в гиппокампе у мышей оказала просоци-
альный эффект, при этом не затрагивая другие паттер-
ны поведения. Также изменились уровни мРНК генов, 
кодирующих 5-HT1A рецептор и MAO-A, в гиппокампе. 
Таким образом, сверхэкспрессия CDNF оказала эффект 
на поведение, но, по-видимому, это мало связано с серо-
тониновой системой. Работа выполнена при поддержке 
молодежного проекта FWNR-2022-0010.
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Щитовидная железа (ЩЖ) реагирует на изменения 
внутренней и внешней среды, меняя уровень функцио-
нальной активности органов и систем, в свою очередь 
находясь в структурно-функциональном взаимодействии 
со своим локальным микроокружением, которое может 
оказывать влияние на ее состояние. Строма ЩЖ богата 
тучными клетками (ТК), продуцирующими широкий спектр 
медиаторов. ТК могут играть определенную роль в ремо-
делировании ткани железы при стрессе [1]. Существуют 
данные, свидетельствующие о подавлении функции 
ЩЖ при нагревании [2]. При этом информации о влиянии 
высокой температуры на реакцию микроокружения ЩЖ, 
и, в частности ТК, недостаточно. Цель — изучить влияние 
общего термического воздействия на структурно-функци-
ональное состояние ЩЖ и реакцию ТК в ней.

Исследование проводилось на самцах крыс линии 
Вистар, в возрасте 4 месяца, n=5 для каждой группы. 
Экспериментальной группе моделировали хронический 
температурный стресс (ХТС): в течение 48 дней еже-
дневно помещали в термостат при температуре 43–44 
°С на 30 минут. С контрольной группой проводили 
те же манипуляции при комнатной температуре ~23 °С ± 
2 °С. Гистологический материал окрашивали толуидино-
вым синим (оценка ТК) и гематоксилином-эозином.

Результаты исследования показали, что под влиянием 
ХТС в ЩЖ общий диаметр фолликулов увеличивается, 
что свидетельствует о накоплении большего количества 
секрета (коллоида) внутри них; высота тиреоидного эпи-
телия при этом уменьшается, что косвенно говорит о сни-
жении синтетической функции тироцитов. Наблюдается 
снижение числа кровеносных сосудов. Т.о., происходит 
накопление секрета внутри железы, замедляется выброс 
гормонов в кровоток. В популяции ТК также отмечаются 
изменения: уменьшается количество активно деграну-
лирующих клеток и увеличивается количество недегра-
нулирующих, — что говорит о снижении их активности 
выброса гранул, содержащих гепарин, гистамин, химазу, 
триптазу, VEGF и ряд других цитокинов, которые оказыва-
ют влияние на ангиогенез и проницаемость сосудов.

В результате действия ХТС происходит снижение 
функциональной активности компонентов ЩЖ, сопро-
вождающееся уменьшением дегрануляционной актив-
ности ТК стромы ЩЖ, которые, в свою очередь, через 
ослабление влияния на микроциркуляторное русло могут 
оказывать значимое воздействие на состояние органа.
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Белки семейства Аргонавтов играют центральную роль 
в процессах РНК-интерференции у эукариот в комплексе 
с малыми некодирующими РНК. У некоторых прокариот так-
же обнаружены белки-Аргонавты (pAgo) [1]. Предполагают, 
что белки pAgo являются основными компонентами иммун-
ных систем, которые используют короткие ДНК или РНК 
для узнавания и уничтожения вирусной и плазмидной ДНК 
или РНК [1–4]. Такие черты Аргонавтов, как связывание 
гидовых нуклеиновых кислот и эндонуклеазная активность, 
напоминают активность связывающих РНК-гиды белков 
иммунной системы CRISPR-Cas. Примечательно, что про-
кариоты с активными белками pAgo чаще содержат гены 
систем CRISPR-Cas в своих геномах, чем штаммы с неак-
тивными белками pAgo или без них [4]. Данная работа по-
священа исследованию нуклеазной активности белка-Ар-
гонавта DekAgo из мезофильной бактерии Deinococcus sp. 
Определено, что белок принадлежит к группе Аргонавтов, 
расщепляющих ДНК-мишени в комплексе с РНК-гидом. 
Проведены эксперименты in vitro с очищенным белком 
и одноцепочечными олигонуклеотидами. Показано, что бе-
лок DekAgo обладает нуклеазной активностью в диапазоне 
температур от 30 до 45 °С в присутствии ионов магния или 
марганца. DekAgo имеет предпочтение к наличию фосфата 
на 5’-конце гидов, но при этом может использовать гидо-
вые молекулы различной длины (от 14 до 30 нуклеотидов). 
Мишень расщепляется в нескольких позициях в присут-
ствии одного гида, что указывает на возможность пере-
мещения дуплекса гида и мишени внутри эффекторного 

комплекса. Данная особенность характерна и для других 
белков данной группы. Для изучения связывания ДНК-
мишени без её расщепления получен мутантный вариант 
DekAgo с заменами в активном центре. Исследованные 
свойства DekAgo делает его перспективным инструментом 
для генной инженерии и геномных манипуляций в клетках 
бактерий и эукариот. Работа выполнена при поддержке 
гранта РНФ 22-14-00182.
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Болезнь Паркинсона — распространённое нейро-
дегенеративное заболевание [1]. В его основе лежат 
разные процессы: нейровоспаление, дисфункция ми-
тохондрий, окислительный стресс в нейронах и др. [2]. 
Причины нарушений могут быть как идиопатические, 
так и генетические. Одна из частых генетических при-
чин — это мутации в гене LRRK2 [3]. Клеточные мо-
дели позволяют исследовать связь мутации с цито-
патологическими изменениями, а визуализация этих 
процессов может обеспечиваться генетически-коди-
руемыми биосенсорами, имеющими в своем составе 
флуоресцентный белок. Использование такой модели 
позволит понять специфические пути развития пато-
логии и возможные механизмы возникновения болез-
ни Паркинсона.

Цель исследования — создание клеточной модели бо-
лезни Паркинсона, несущей трансген биосенсора окис-
лительно-восстановительного потенциала глутатиона 
GRX1-roGFP2.

В работе использовалась линия LR-21 индуциро-
ванных плюрипотентных стволовых клеток пациента 
с болезнью Паркинсона, несущего патогенную мута-
цию c.6055G>A в гене LRRK2 [4]. В локус AAVS1 дан-
ной линии встраивали последовательности биосен-
соров с цитоплазматической (Cyto-GRX1-roGFP2) 
и митохондриальной (Mito-GRX1-roGFP2) локализаци-
ей. Клетки трансфицировали плазмидами, несущими 
конструкции биосенсора и тетрациклинового транс-
активатора, совместно с плазмидой, кодирующей 
компоненты системы CRISPR/Cas9. После селекции 
на антибиотиках: пуромицине и неомицине — механи-
чески отбирали устойчивые колонии и культивировали 
их в присутствии доксициклина, активирующего экс-
прессию трансгена. Методом ПЦР проверяли наличие 
нецелевых встроек трансгена и локуса AAVS1 дикого 
типа (без встройки). Получено по 31 клону со встрой-
ками Cyto-GRX1-roGPFP2 и Mito-GRX1-roGPFP2, 
все они были GFP-позитивные. Отсутствие нецеле-
вых встроек и локуса дикого типа было установлено 
у 19 клонов с Cyto-GRX1-roGPFP2 и 17 клонов с Mito-
GRX1-roGPFP2. По 3 клона с каждой встройкой био-
сенсора были охарактеризованы для подтверждения 
статуса плюрипотентности и запущены в нейрональ-
ную дифференцировку для получения дофаминер-
гических нейронов. С помощью созданной клеточ-
ной модели можно изучать влияние мутации LRRK2 
(c.6055G>A) на окислительно-восстановительный по-
тенциал глутатиона. Работа поддержана грантом РНФ 
№ 23-15-00224.
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Цинк-связывающий белок ZNF831, регулирующий 
экспрессию множества генов, является неизученным 
белком.

В GWAS-catalog мы обнаружили 101 ассоциацию по-
лиморфизмов гена ZNF831 с сердечно-сосудистыми за-
болеваниями (гипертония, ишемическая болезнь сердца, 
инфаркт миокарда), а также с гестационной гипертонией 
и преэклампсией [1]. Полиморфизмы данного гена свя-
заны с размером тромбоцитов, количеством лимфоци-
тов, соотношением лимфоциты/лейкоциты, нейтрофи-
лы/лейкоциты, тромбоциты/лимфоциты.

Для дальнейшего анализа мы выбрали rs259983 гена 
ZNF831, который ассоциирован с преэклампсией [2]. 
С помощью OligoArchitect Online мы разработали Taq-
Man ПЦР систему. Несмотря на то что мы не обнару-
жили ассоциацию rs259983 с преэклампсией, была 
выявлена взаимосвязь генотипа СС в рецессивной мо-
дели наследования с анемией, развившейся во время 
беременности (p=0,036) (неопубликованные данные). 
Известно, что при железодефицитной анемии наблюда-
ются изменения не только в эритроцитах, но и тромбо-
цитах [3]. Например, с шириной распределения тромбо-
цитов ассоциированы rs558916355, rs536403690, 
rs574551002, rs1011559036, rs259958, rs260019, 
rs77124424 и rs2043671 гена ZNF831.

В последние годы показано, что многие ранее анноти-
рованные как цинк-связывающие белки, могут связывать 
и другие ионы металлов [4]. Исходя из этого, мы предпо-
ложили, что ZNF831 может связывать ионы металлов, 
вовлеченные в патогенез анемии. Анализ в программе 
MeBiPred подтвердил, что белок ZNF831 может связы-
вать ионы Ca, Fe, K, Mg, Na, Ni, Zn [5].
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Наше пилотное исследование демонстрирует, что по-
лиморфизм rs259983 гена ZNF831 может быть связан 
с развитием анемии во время беременности. Наши дан-
ные указывают на необходимость дальнейшего иссле-
дования связи между полиморфизмом rs259983 гена 
ZNF831 и анемии с одновременным изучением других 
генетических вариаций ZNF831, которые также могут 
способствовать возникновению этого заболевания.
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Проблема ран мягких тканей остается одной из наи-
более актуальных по причине большого количества обра-
щений населения с данной патологией за хирургической 
помощью. Часть раневых дефектов подвергается инфи-
цированию с последующим нагноением.

Цель исследования — ускорение заживления ран, 
репаративных процессов в мягких тканях, за счет 

применения мелкодисперсного потока воды, обогащен-
ной молекулярным водородом.

Обработка ран мелкодисперсным потоком (давление 
в рабочем блоке — до 7 атм.) производилась с исполь-
зованием прибора УГО-1, разработанным совместно 
с КБ «Химавтоматика», Воронеж.

Изучение воздействия воды, обогащенной молеку-
лярным водородом, на течение репаративных процессов 
в асептических и септических ранах проводилось в двух 
блоках.

В контрольной группе лечение осуществляли с по-
мощью мелкодисперсной обработки раневого де-
фекта изотоническим 0,9% раствором натрия хло-
рида, в опытных группах — с использованием воды, 
обогащенной молекулярным водородом. Оценка 
репаративных процессов проводилась при помощи 
общеклинических, лабораторных, морфологических 
и статистических методов.

Мелкодисперсная обработка водой, обогащенной мо-
лекулярным водородом, показала наилучшие результаты 
в лечении септических ран, а именно: в ускорении сроков 
заживления в 1,5–1,7 раза по сравнению с контрольной 
группой. При проведении морфологических исследова-
ний отмечено, что использование воды, обогащенной 
молекулярным водородом, в лечении септических ран 
ускоряет формирование коллагеновых волокон, фибри-
на, эпидермиса, восстановление мышечных волокон. 
В совокупности применение водородной воды в лечении 
септических ран мягких тканей позволило значительно 
сократить площадь раны.

Проведенные исследования показали безопасность 
и высокую эффективность применения мелкодисперс-
ной обработки водой, обогащенной молекулярным водо-
родом в лечении раневых дефектов, что делает перспек-
тивным применение данной технологии в клинических 
условиях.
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Молекулярный патогенез варикозной болезни ниж-
них конечностей (ВБНК) все еще остается малоиз-
ученным, и особый интерес представляет исследование 
процессов в каждом из слоев венозной стенки, отлича-
ющихся клеточным составом. Ранее было показано, что 
локус cg06256735 в регуляторном районе гена MFAP5 
(-409 от сайта начала транскрипции) гипометилирован 
при ВБНК, что согласовывалось с повышенной экспрес-
сией этого гена [1,2]. Настоящее исследование посвя-
щено определению статуса метилирования этого локуса 
в разных слоях стенки вены при ВБНК. Ген MFAP5 ко-
дирует компонент внеклеточного матрикса (ассоцииро-
ванный с микрофибриллами белок MFAP-5), связанный 
с такими процессами, как «организация внеклеточного 
матрикса», «адгезия клеток» и «морфогенез кровенос-
ных сосудов». Он играет важную роль в сохранении це-
лостности сосудов.

В данной работе был использован послеопераци-
онный материал парных образцов вен из бассейна 
большой подкожной вены: варикозный (ВВ) и невари-
козный (НВ) сегменты от каждого исследуемого паци-
ента с ВБНК. Поперечные срезы вен были разделены 
на слои (t. intima, t. media, t. adventitia) иглами под уве-
личением. ДНК была выделена из 42 образцов сло-
ев стенок вен от 7 пациентов с клиническим статусом 
C2-C3 (классификация CEAP). Уровень метилирования 
локуса cg06256735 определяли с использованием 
метилчувствительной нуклеазы рестрикции ESP3I (по-
добрана с помощью программы Vector NTI 10.0.1) с по-
следующим проведением ПЦР в реальном времени. 
Статистический анализ выполнен с помощью пакетов 
программ Excel и STATISTICA.

В результате анализа было обнаружено, что локус 
cg06256735 гипометилирован в интиме варикозных вен 
по сравнению с неварикозными: процент метилирован-
ных цитозинов в НВ в 1,31 раз больше, чем в ВВ (p-value: 
0,03 (парный t-критерий Стьюдента), ДИ: 1,09–1,52). 
В остальных слоях не было показано значимой разницы 
в метилировании локуса cg06256735 между ВВ и НВ.

Гипометилирование локуса cg06256735 в инти-
мальном слое стенки ВВ вносит основной вклад в из-
менение статуса его метилирования при ВБНК и может 
объяснять активацию экспрессии гена MFAP5 в ВВ. 
Исследование поддержано грантом Российского научно-
го фонда № 22-25-00832.
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Ячмень (Hordeum vulgare L.) — важная продоволь-
ственная культура во всем мире и, в частности, в России. 
Признак голозерности является ценным селекционным 
признаком. Голозерный ячмень имеет преимущества 
перед пленчатым для потребления: он является более де-
шевым в переработке и содержит больше ценных пище-
вых компонентов. Ген Nud кодирует фактор транскрипции, 
предположительно участвующий в формировании липид-
ного слоя на поверхности зерна. В случае, когда функция 
гена Nud утрачена, цветковые чешуи больше не прикре-
пляются к поверхности зерна, что приводит к голозерному 
фенотипу. В исследовании мы получили линии с модифи-
цированным геном nud путем сайт-направленного мутаге-
неза с использованием направляющей РНК и эндонукле-
азы Cas9 в сорте ярового ячменя Golden promise [1].

Для транскриптомного анализа выбрана одна из по-
лученных мутантных линий с геном nud, показавшая 
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наилучшие результаты при анализе агрономически зна-
чимых свойств [2]. Цель эксперимента — выявить набор 
генов, участвующих в формировании свойства голозер-
ности. Для эксперимента взяты две изогенные линии 
(отличающиеся только геном Nud): контрольная линия 
и мутантная линия nud. Семенные оболочки зерен для 
эксперимента собирали на двух стадиях развития колоса: 
1) ранняя молочная спелость — чешуи свободно отходят 
от зерна, 2) восковая спелость — чешуи начинают прили-
пать к зерну.

РНК выделяли из внутренних оболочек зерна и про-
водили транскриптомный анализ на платформе Illumina 
NextSeq 550. В результате исследования идентифици-
рована группа генов с повышением (51) и группа генов 
с понижением экспрессии (185) в мутантной линии отно-
сительно контрольной. Для дальнейшей проверки отобра-
ны 19 генов. Для каждого гена изменение уровня экспрес-
сии было подтверждено количественным ПЦР-анализом. 
Работа выполнена при поддержке РНФ № 21-66-00012.
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Клеточная терапия с использованием стромальных 
клеток роговицы человека может стать альтернативным 
подходом лечения патологий стромы, связанных с вос-
становлением прозрачности, восполнением утраченной 
толщины роговицы [1].

Цель исследования — определение эффекта введения 
клеточных популяций стромы роговицы на толщину и про-
зрачность роговицы в модели стромального помутнения.

Стромальную травму роговицы in vivo на мышах (n=30) 
формировали механически с помощью иглы 33G [2]. 
Интрастромально вводили 2,5*104 кератоцитов (К), фи-
бробластов (Ф) или физиологический раствор в объеме 
2 мкл на мышь однократно. Группа контроля включала 
животных с травмой. Через 31 день оценивали функцио-
нальные свойства роговицы биомикроскопией передне-
го отрезка глаза на щелевой лампе Carl Zeiss Meditech 
(Германия) с флюоресцеиновой пробой, компьютерной 
оптической томографией переднего отрезка глаза на то-
мографе Optovue XR Avanti (США). Индекс прозрачности 
оценивали с помощью программного обеспечения ImageJ.

Формирование травмы приводило к увеличению тол-
щины роговицы в 1,2–1,3 раза от исходных значений 
на 15 день. Введение К и Ф привело к уменьшению тол-
щины роговицы, причем Ф восстанавливали толщину 
роговицы до дотравматического уровня на 31 день. Для 
исследуемых групп было зафиксировано значимое из-
менение индекса прозрачности роговицы к 15-ому дню 
после травмы. За общий период наблюдения не про-
изошло полного восстановления индекса прозрачности 
ни в одной из исследуемых групп, однако более выражен-
ное снижение индекса было при введении К.

Таким образом, введение двух клеточных популяций 
стромы роговицы человека оказывает терапевтиче-
ский эффект на процессы репарации роговицы, но раз-
нонаправленность динамики восстановления толщины 
и прозрачности роговицы требует увеличения срока на-
блюдения. Работа выполнена при поддержке гранта РНФ 
№ 23-25-00020.
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Белки-аргонавты прокариот составляют крупную 
и разнообразную группу программируемых нуклеаз, ис-
пользующих короткий олигонуклеотид в качестве гида 
для распознавания и специфического расщепления 
мишени. В отличие от аргонавтов эукариот, которые 
участвуют в РНК-интерференции и работают с РНК, 
большинство исследованных аргонавтов прокари-
от являются ДНК-зависимыми ДНК-нуклеазами [1]. 
Однако описаны группы аргонавтов, способных рас-
щеплять РНК-мишени с использованием ДНК-гида [2] 
и наоборот [3].

Мы обнаружили ранее не описанную группу аргонав-
тов прокариот, имеющих строгое предпочтение к РНК-
гидам и ДНК-мишеням. Подробное исследование актив-
ности представителя этой группы in vitro показало, что 
успешное расщепление мишени происходит при исполь-
зовании нефосфорилированных по 5’-концу РНК длиной 
от 16 нуклеотидов. Важным условием является наличие 
аденина на 5’-конце гида. Такая избирательность по от-
ношению к гидовым РНК может указывать на наличие 
особого механизма их биогенеза.

В одном опероне с аргонавтами данной группы за-
кодирована РНК-нуклеаза, имеющая HEPN-домен. 
Секвенирование продуктов расщепления геномной РНК 
этой нуклеазой показало, что разрыв вносится между 
остатками G и А. При этом продукты расщепления могут 
использоваться аргонавтом в качестве гидов. При одно-
временной экспрессии аргонавта и нуклеазы в клетках 
E. coli с аргонавтом связываются короткие гидовые РНК 
и более длинные ДНК, вероятно, соответствующие уз-
наваемым мишеням. Связывание коротких РНК арго-
навтом не зависит от его каталитической активности, 
но исчезает при внесении мутации в активный центр 
HEPN-нуклеазы.

Изучение механизма генерации гидов в системе про-
кариотических аргонавтов позволит понять их функции 
в защите бактерий от чужеродных НК и определить пер-
спективы их использования в качестве программируе-
мых нуклеаз в живых системах. Работа выполнена при 
поддержке Министерства науки и высшего образования 
(соглашение 075-15-2021-1062).
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Технология DETECTR (DNA endonuclease-targeted 
CRISPR trans reporter) для высокоселективной и вы-
сокочувствительной ДНК-диагностики различных 
инфекционных агентов основана на комбинации ре-
комбиназной полимеразной амплификации ДНК с де-
текцией целевых ампликонов комплексом CRISPR/
Cas нуклеазы Cas12a (Cpf1) с направляющей РНК 
(нРНК). После узнавания комплексом участка-ми-
шени в амплифицированной последовательности 
Cas12a-нуклеаза приобретает так называемую кол-
латеральную (неспецифическую) нуклеазную актив-
ность в отношении любых фрагментов однонитевой 
ДНК. Добавление в реакционную смесь коротких ДНК-
олигонуклеотидов, меченых флуорофором и тушите-
лем (репортёры) позволяет детектировать появление 
такой активности либо по изменению интенсивности 
флуоресценции, либо в формате тест-полоски, если ту-
шитель в репортёре заменён на биотин.

Стандартная схема очистки Cas12а-нуклеазы вклю-
чает стадии аффинной, ионообменной хроматографии 
и гель-фильтрации, а также дополнительные этапы 
энзиматического отщепления N-концевых тагов и диа-
лиза. Нами установлено, что функционально активная 
Cas12а-нуклеаза может быть получена путем упрощен-
ной одностадийной очистки, основанной на металл-хе-
латной хроматографии без последующего удаления 
тагового участка. Кроме того, смена буфера на по-
следнем этапе очистки белка может быть эффективно 
проведена с помощью центрифужных концентраторов 
вместо диализа, что позволяет сократить время про-
цедуры, в целом, до одного рабочего дня. Препараты 
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Cas12а-нуклеазы, полученные таким способом, об-
ладали удельной коллатеральной активностью лишь 
в два раза меньшей, чем коммерческая нуклеаза 
LbaCas12a (New England Biolabs). Эффективность пре-
паратов Cas12а-нуклеазы для использования в техно-
логии DETECTR была продемонстрирована на примере 
детекции ряда фитопатогенов, вызывающих бактери-
озы картофеля, причиняющие существенный эконо-
мический ущерб промышленному картофелеводству. 
Тестирование показало возможность обеспечить при 
их использовании в DETECTR требуемую селектив-
ность и чувствительность (на уровне нескольких копий 
бактериальных геномов в тестовой пробе) детекции. 
При этом определение результата теста может быть 
проведено визуально по люминесценции реакционного 
раствора в стандартной ПЦР-пробирке при её облуче-
нии синим светом. Работа выполнена при финансовой 
поддержке Министерства науки и высшего образова-
ния Российской федерации в рамках Федеральной на-
учно-технической программы развития генетических 
технологий на 2019–2027 годы (соглашение № 075-
15-2021-1345, Уникальный идентификатор проекта 
RF----193021X0012).
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Картофель Solanum tuberosum является четвертой 
по значимости сельскохозяйственной культурой в мире, 
в связи с этим получение новых сортов с заданными 
признаками является актуальной задачей. Однако полу-
чение сортов методами классической селекции являет-
ся затрудненным и трудоемким, поскольку картофель 

является растением c высоко гетерозиготным, авто-
тетраплоидным геномом и инбредной депрессией. 
Активно развивающиеся в последнее время методы 
генной инженерии способны преодолеть эти затрудне-
ния и успешно применяются для получения растений 
картофеля с заданными признаками.

Цель нашей работы — разработка плазмидного 
вектора для эффективного редактирования геномов 
российских сортов картофеля системой CRISPR/
Cas9. Для экспрессии направляющих РНК использо-
ваны сортоспецифичные промоторы малой ядерной 
РНК U6 сортов Невский и Удача. Для определения по-
следовательностей промоторов U6 сортов Невский 
и Удача были использованы геномные сборки со-
ртов, полученные по данным секвенирования Illumina. 
Последовательности были найдены с помощью ал-
горитма BLASTn, в качестве референсных использо-
вались следующие последовательности промотора 
U6 картофеля из базы данных GenBank: Z17290, 
Z17292, Z17293, Z17301. Каждый обнаруженный 
вариант промотора (район длиной 400 п.н. в направ-
лении 5’ относительно гена U6) был амплифицирован 
с помощью ПЦР.

Направляющая РНК ранее была использована 
для нокаута гена GBSS (крахмалсинтаза связанная 
с гранулой) картофеля [1]. Сборка кассеты для экс-
прессии направляющих РНК в картофеле осущест-
влялась на основе плазмиды pAtU6-sgRNA. Было 
получено несколько кассет для экспрессии направ-
ляющей РНК, различающихся вариантом промото-
ра U6. Кассеты были лигированы в бинарный вектор 
pHDE-35S-Cas9-mCherry, кодирующий белок Cas9, 
который находится под промотором 35S. Чтобы опре-
делить, какой промотор обеспечивает максимальную 
эффективность, полученные векторы использовались 
для ПЭГ-опосредованной трансфекции протопластов 
картофеля сортов Невский и Удача. Для определе-
ния эффективности редактирования гена GBSS про-
ведена ПЦР-амплификация и последующее секвени-
рование фрагментов гена GBSS из суммарной ДНК 
культуры протопластов. Эта работа выполнена в рам-
ках Курчатовского геномного центра ИЦиГ СО РАН 
(075-15-2019-1662).
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Различные компоненты микроокружения определя-
ют свойства мультипотентных мезенхимальных стро-
мальных клеток (МСК). Внеклеточный матрикс (ВКМ) 
регулирует различные процессы, образуя молекуляр-
ную сеть вокруг клеток. Другим неклеточным фактором 
ниши МСК является пониженный уровень О2. Данные 
протеомных и полногеномных исследований указыва-
ют на значение уровня О2 в формировании матрикса. 
Изучение активности ВКМ, получаемого от МСК при 
различных уровнях О2, крайне актуально с точки зре-
ния понимания механизмов регуляции локального 
микроокружения.

МСК из жировой ткани человека постоянно культи-
вировали при 20 или 5% О2. После 14 дней монослои 
децеллюляризировали с помощью 0,5% Triton-X100 
+ 20 mM NH4OH в PBS, получая дцВКМ (далее 20%О2- 
и 5%О2-дцВКМ). МСК высевали на препараты дцВКМ 
и культивировали 7 дней при 20% О2 с добавлением или 
без индукторов остеодифференцировки. Далее оценива-
ли активность щелочной фосфатазы (ЩФ), относитель-
ную экспрессию генов ALPL, RUNX2, COL1A1 и профиль 
цитокинов.

После 7 суток рецеллюляризации МСК на дцВКМ 
имели более выраженную фибробластоподобную мор-
фологию и активнее пролиферировали по сравнению 
с МСК на покрытии из коллагена. Увеличение активно-
сти ЩФ в МСК на дцВКМ свидетельствовало об уси-
лении спонтанного остеокоммитирования по сравне-
нию с коллагеном, при этом эффект на 20%О2-дцВКМ 
был более выражен. При добавлении индукторов осте-
одифференцировки значительно усиливалась актив-
ность ЩФ в МСК, но разница между дцВКМ, получен-
ными при разном уровне О2, нивелировалась. Было 
выявлено усиление экспрессии ALPL, RUNX2 и сни-
жение COL1A1 в МСК после остеоиндукции. При 
этом на 5%О2-дцВКМ кратность отличий была выше, 
чем на 20%О2-дцВКМ. Данные изменения указыва-
ют на то, что МСК на 5%О2-дцВКМ чувствительнее 
к остео-стимулам, чем на 20%О2-дцВКМ. Профиль се-
кретируемых цитокинов МСК, таких как IL-6, MCP-1-, 
MCP-3, не зависел от типа подложки. По сравнению 
с 20%О2-дцВКМ, на 5%О2-дцВКМ снижалась секре-
ция FGF-2 и увеличивалась продукция IL-8, а также 
GRO-α и эотаксина.

Таким образом, тканевой уровень кислорода яв-
ляется важным фактором для модуляции свойств 
МСК-образуемого ВКМ in vitro. Полученные данные 
могут быть перспективными для разработки прото-
колов регенеративной медицины и тканевой инже-
нерии. Исследование выполнено за счет гранта РНФ 
№ 23-15-00062.
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Заживление кожных ран — динамичный процесс, 
объединяющий клеточные, гуморальные и молекуляр-
ные механизмы, их нарушение ведет к аномалиям реге-
нерации. Одной из насущных проблем регенеративной 
медицины является образование гипертрофирован-
ных рубцов и келоидов. Известно, что протеинкиназа 
RIPK3 участвует в некроптозе, однако в последнее время 
появляются данные в пользу её неканонических функ-
ций, в т.ч. об участии RIPK3 в развитии фиброза почек. 
Согласно данным Imamura, в фибробластах эмбриона 
мыши линии NIH 3T3 происходило дозозависимое уве-
личение экспрессии RIPK3 под воздействием TGF-β — 
известного индуктора фибротических процессов [1]. 
В предварительных экспериментах нашей лаборато-
рии было показано, что количество Vimentin+RIPK3+ 
клеток в раневом ложе мыши было достоверно выше, 
чем в дерме мыши в норме. Также было доказано, что 
RIPK3+ клетки раневого ложа и дермы мыши являются 
фибробластами. Поэтому целью работы было изучение 
экспрессии RIPK3 в культуре дермальных фибробла-
стов человека под воздействием TGF-β.

Фибробласты человека культивировали в среде 
DMEM с 10% эмбриональной телячьей сыворотки, 1% 
глутамина и 1% пенициллин-стрептомицина. Далее фи-
бробласты переводили на среду Opti-MEM с 1% эмбрио-
нальной телячьей сыворотки, после чего через 60 минут 
клетки переводили в среду, содержащую TGF-β в дозах 
0.1; 1; 2; 5; 10 нг/мл. Через 24 часа клетки были окра-
шены антителами против RIPK3 по стандартному про-
токолу лаборатории. Далее был проведен повтор экс-
перимента, отличавшийся тем, что клетки переводили 
на среду, содержащую TGF-β в двух дозах: 1; 10 нг/мл. 
Через 24 часа из клеток была выделена РНК, проведен 
синтез кДНК и RT-PCR на Ripk3 и на маркеры активации 
фибробластов: Col1a, FAP и Fn1.
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Анализ фибробластов человека, окрашенных антите-
лами против RIPK3, показал увеличение интенсивности 
флуоресценции под воздействием TGF-β в концентра-
циях 0.1, 1, 2, 5, 10 нг/мл, по сравнению с контролем. 
В то же время уровень экспрессии Ripk3 и маркеров ак-
тивации фибробластов на уровне мРНК под воздействи-
ем TGF-β достоверно не отличались от контроля.

Полученные результаты нуждаются в обсуждении 
дополнении в части моделирования активации фибро-
бластов во время ранозаживления в норме и при пато-
логии. Работа выполнена в рамках проекта № 21-74-
30015 Российского научного фонда.
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Различные модификации кальцийфосфатных по-
крытий (КФП) на костных имплантатах, используются 
для увеличения их биосовместимости и остеогенного 
потенциала, а также для придания антибактериальных 
свойств [1].

Целью исследования стало определение остеогенно-
го потенциала композитных имплантатов с КФП, моди-
фицированным атомами Cu и/или галлуазитом.

Для эксперимента в ООО «НПК “СИНТЕЛ» (Томск) 
на 3D-принтере были изготовлены титановые подлож-
ки, на которые наносили микродуговое КФП в модифи-
кациях: стехиометрический гидроксиапатит (ГАП); ГАП 

с введением в структуру атомов меди (ГАП+Cu) или на-
нотрубок галлуазита (ГАП+Г); ГАП с введением в струк-
туру атомов меди и нанотрубок галлуазита (ГАП+Cu+Г). 
Исследование проводили на 24 самцах мышей линии 
Balb/c. Часть мышей (n=8) использовали для получения 
костного мозга (КМ) из бедренной кости. КМ наноси-
ли на подложки и культивировали перед имплантацией 
in vitro в течение 45 минут. Остальным животным (n=16) 
подкожно в подмышечную область имплантировали под-
ложку с КФП и нанесенным КМ. Таким образом было 
сформировано 4 группы (n=4): ГАП; ГАП+Cu; ГАП+Г, 
ГАП+Cu+Г. Через 45 дней животных выводили из экспе-
римента, имплантаты извлекали, с их поверхности сни-
мали тканевые пластинки (ТП). На гистологических пре-
паратах ТП оценивали биосовместимость имплантатов 
и способность стимулировать образование костной тка-
ни (КТ) с КМ, а также подсчитывали удельные площади 
(УП) КТ и КМ. Статистическую обработку данных произ-
водили в программе Statistica 13 при помощи критерия 
Краскела-Уоллиса.

В результате гистологического исследования тка-
ней, окружавших имплантаты, во всех случаях не наблю-
далось признаков воспалительных или деструктивных 
изменений, что свидетельствует о биосовместимости 
тестируемых образцов. Снаружи все образцы были 
покрыты соединительнотканной капсулой, под кото-
рой находились ТП, состоящие из участков КТ с по-
лостями, заполненными КМ, и участков волокнистой 
соединительной и жировой тканей. Формирование 
КТ и КМ во всех группах наблюдалось одинаково часто 
(в 75% случаев). Во всех группах с модифицирован-
ным ГАП (ГАП+Cu, ГАП+Г и ГАП+Cu+Г) было обнару-
жено значимое уменьшение УП КТ и УП КМ в сравне-
нии с соответствующими значениями в контрольной 
группе ГАП. Среди всех модифицированных покрытий 
в группе ГАП+Г наблюдались максимальные значения 
УП КТ и КМ. При этом наименьшее значение УП КТ на-
блюдалось в группе ГАП+Cu+Г, а наименьшее значение 
УП КМ — в группе ГАП+Cu. Стоит отметить, что между 
группами ГАП+Cu и ГАП+Cu+Г не было выявлено до-
стоверных отличий в значениях УП КТ и УП КМ. Таким 
образом, модификация атомами меди и/или галлуа-
зитом КФП имплантатов не способствует усилению 
их остеогенных свойств, по сравнению с классическим 
покрытием из ГАП.

Литература
1. Khlusov IA et al. Scaffolds as carriers of drugs and biological 

molecules for bone-tissue bioengineering. Cell and Tissue Biol-
ogy. 2022;16(5):412–433.

OSTEOGENIC POTENTIAL OF COMPOSITE 
IMPLANTS WITH CALCIUM PHOSPHATE 
COATING MODIFIED WITH COPPER ATOMS 
AND/OR HALLOYSITE

T.F. Nasibov1*, E.D. Porokhova1, 
A.V. Gorokhova1, A.N. Dzuman1

1  Federal State Budgetary Educational Institution 
of Higher Education “Siberian State Medical 
University” of the Ministry of Healthcare of the 
Russian Federation
634050, Tomsk, Moskovsky Trakt, 2

*e-mail: temur.nsbv@gmail.com

Keywords: regenerative medicine, bone bioengineering, 
medical materials science.



78 МАТЕРИАЛЫ МЕЖДУНАРОДНОГО КОНГРЕССА CRISPR-2023

Гены & Клетки XVIII, Приложение, 2023

СОЗДАНИЕ МОЛЕКУЛЯРНО-КЛЕТОЧНЫХ 
ИНСТРУМЕНТОВ ДЛЯ ТЕРМОГЕНЕТИЧЕСКОЙ 
СТИМУЛЯЦИИ КЛЕТОК ЧЕЛОВЕКА

В.С. Овечкина1, 2*, П.С. Суворова1, 3, 
С.К. Андрианова1, 3, А.А. Можаев1, 2, 3, 4, 
В.В. Белоусов1, 2, 5

1  Институт биоорганической химии. им. 
М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинникова РАН
117997, Москва, ул. Миклухо-Маклая, д. 16/10

2  Российский национальный исследовательский 
медицинский университет им. Н.И. Пирогова
117997, Москва, ул. Островитянова, д. 1

3  Национальный исследовательский университет 
«Высшая школа экономики»
101000, Москва, ул. Мясницкая, д. 20

4  ФНИЦ «Кристаллография и фотоника» РАН
119333, Москва, Ленинский просп., д. 59

5  ФГБУ «Федеральный центр мозга 
и нейротехнологий» ФМБА
117513, Москва, ул. Островитянова, д. 1, стр. 10

*e-mail: Vs_ovechkina@mail.ru

Ключевые слова: термогенетика, ИПСК, CRISPR/Cas9.

Термогенетика является перспективным и инноваци-
онным методом изучения активности возбудимых клеток 
и тканей. Основанная на термочувствительных каналах 
семейства TRP термогенетика позволяет преодолеть 
сложности, с которыми сталкивается исследователь при 
применении оптогенетики и хемогенетики. Например, 
температурное воздействие на каналы TRP вызывает 
мгновенный ответ, который не зависит от распростране-
ния лиганда в организме, а также позволяет выполнять 
точный нагрев без инвазивного вмешательства.

Несмотря на то что уже показана возможность при-
менения термогенетики для изучения активности ней-
рональных тканей [1–2] и секретирующих клеток [3], 
на данный момент сложно оценить перспективы ис-
пользования этой системы в тканях и клетках человека. 
Для того чтобы рассмотреть возможность применения 
термогенетических подходов в разных клетках и тканях 
человека, мы решили создать молекулярно-клеточные 
инструменты на основе TRP белков, конститутивно экс-
прессирующихся в линии индуцированных плюрипотент-
ных стволовых клеток от условно здорового пациента.

В качестве молекулярного инструмента мы использо-
вали векторные конструкции двух типов. Вектор, который 
кодирует компоненты CRISPR/Cas9 системы, вносит 
разрывы в AAVS1 локус в геноме человека. Второй век-
тор участвует в гомологичной рекомбинации получен-
ного разрыва и кодирует термочувствительный белок 
семейства TRP и флуоресцентный сенсор GCaMP6s. 
Данный сенсор позволяет визуализировать динамику 
внутриклеточной концентрации ионов Ca2+, которая от-
ражает адекватный клеточный ответ на открытие тер-
мочувствительного канала. С помощью этих векторов 
мы создадим клеточную линию ИПСК, которая конститу-
тивно экспрессирует как канал, так и сенсор. Благодаря 
тому, что эти белки находятся под неспецифическим 
промотором CAG, стволовые клетки могут быть диффе-
ренцированы в разных направлениях, что позволит нам 
с большей эффективностью изучать активность широко-
го спектра человеческих клеток.
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Проблема нехватки донорских органов для пере-
садки заставляет искать биомедицинские решения, 
не требующие использования донорского материала. 
Клеточная терапия даёт большие надежды для лечения 
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большого количества различных дегенеративных за-
болеваний. Суть данного подхода заключается в вос-
становлении целостности и функций тканей и органов 
путём локального введения биомедицинских клеточных 
продуктов (БМКП), состоящих из клеток, способных 
формировать внеклеточный матрикс самостоятельно. 
Однако существует множество препятствий, которые 
затормаживают развитие и внедрение клеточной тера-
пии в клинику. К таким препятствиям относятся, напри-
мер, выбор способа доставки клеток для обеспечения 
оптимальной эффективности, поскольку плохое при-
живление клеток, как и их низкая выживаемость после 
трансплантации являются серьёзными проблемами 
требующего решения. Благодаря уникальным свой-
ствам биологической совместимости нативный колла-
ген является наиболее перспективным материалом для 
создания матрикса, который может быть использован 
для трансплантации клеток. Однако коммерчески до-
ступные в настоящее время препараты коллагена об-
разуют механически непрочные гидрогели, требующей 
химической сшивки, зачастую несовместимой с нахо-
дящимися внутри клетками.

В основе нашего подхода к созданию матрикса для 
трансплантации клеток лежит отказ от использования 
любых химических сшивок, ввиду того что они могут как 
ухудшать биосовместимость всего трансплантата, так 
и затруднять процесс васкуляризаци материала после 
имплантации. Поэтому для усиления биомеханических 
характеристик материала мы использовали концентри-
рованные растворы коллагена Viscoll.

Было продемонстрировано, что матрикс приготовлен-
ный из концентрированного раствора коллагена с инкап-
сулированными фибробластами человека не уступает 
матриксу, приготовленному из менее концентрирован-
ных растворов коллагена с точки зрения выживаемости, 
морфологии и экспрессии этими клетками характерных 
маркеров in vitro. А с другой стороны, такие матриксы яв-
ляются более стабильными и удобными для проведения 
хирургических манипуляций, ввиду отсутствия видимой 
контракции, так как слишком сильная контракция явля-
ется основным недостатком для использования их в ре-
генеративной медицине.

В серии in vivo экспериментов в модели лимбальной 
недостаточности у кроликов при трансплантации лим-
бальных стволовых клеток кролика, находящихся внутри 
плотных коллагеновых гелей, был продемонстрирован 
как высокий уровень выживаемости клеток после транс-
плантации, так и сохранение их функциональной актив-
ности, заключающейся в восстановлении эпителиаль-
ных слоёв роговицы кролика и ее прозрачности.

Принимая во внимание полученные результаты в дан-
ных работах, можно сделать вывод о большом потенциа-
ле использования концентрированных растворов колла-
гена Viscoll для трансплантации клеток.
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Прокариотические белки-аргонавты представляют 
собой нуклеазы, использующие короткие гидовые нукле-
иновые кислоты для поиска и разрезания комплементар-
ных мишеней. Доказана роль аргонавтов в защите бакте-
рий от мобильных генетических элементов, на их основе 
разработаны различные биотехнологические методы. 
В том числе, аргонавты используются для детекции ну-
клеиновых кислот, несущих мутации, что важно для диа-
гностики и медицины. Эти методы полагаются на различ-
ную эффективность узнавания и разрезания мишеней 
аргонавтом в зависимости от их степени комплементар-
ности гидовым молекулам. В то же время влияние усло-
вий реакции, в частности, температуры, на активность ар-
гонавтов и их селективность по отношению к мишеням, 
несущим нуклеотидные замены, исследовано не было.

В нашей работе был выделен белок-аргонавт из тер-
мофильной бактерии Thermobrachium celere (TceAgo), 
исследованы его биохимические характеристики и прове-
рено влияние мисматчей между гидом и мишенью на ак-
тивность аргонавта при разных температурах. Показано, 
что TceAgo использует ДНК-гиды для разрезания ДНК-
мишеней, обладает максимальной активностью при тем-
пературах 55–70°C, использует катионы Mg2+ и Mn2+, 
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предпочтительно связывает 5’-фосфорилированные гиды 
и способен специфически разрезать двуцепочечную ми-
шень. Изучено влияние замен в различных положениях 
гида на эффективность разрезания мишени. Установлено, 
что однонуклеотидные замены в центральной части гида 
наиболее сильно снижают скорость реакции. При этом 
мисматчи имеют меньший эффект при 25°C по срав-
нению с 70°C, в результате чего различия в узнавании 
«правильных» и «неправильных» мишеней оказываются 
значительно снижены при низких температурах.

Таким образом, показано, что эффект мисматчей 
на разрезание ДНК зависит от условий проведения 
реакции и селективность аргонавта повышается при 
высоких температурах. Можно предположить, что по-
добные эффекты могут наблюдаться и для различных 
типов CRISPR-Cas нуклеаз, что еще предстоит исследо-
вать. Возможные изменения специфичности нуклеаз 
при изменении температуры необходимо учитывать при 
их использовании для диагностики и геномной инжене-
рии. Работа поддержана Министерством науки и выс-
шего образования Российской Федерации (соглашение 
075-15-2021-1062).
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Из-за нарастающего количества пациентов с хрони-
ческой травмой спинного мозга (ТСМ) поиск эффектив-
ных терапевтических стратегий, нацеленных на борьбу 
с вторичными повреждениями в острой фазе болезни, 
является актуальным. В протоколах лечения ТСМ реа-
билитационный двигательный тренинг играет важную 
роль, однако его механизмы все еще требуют дополни-
тельного изучения.

В исследовании было оценено влияние нейрореаби-
литации на структурно-функциональные признаки вос-
становления двигательной функции при мягкой контузи-
онной ТСМ у 64 белых лабораторных крыс. Проведение 
теста BBB после ТСМ дало результаты, подтверждаю-
щие улучшение неврологических показателей в пери-
од от 10 до 35 дней после травмы. В хроническом пе-
риоде двигательный тренинг оказал незначительное 
влияние на восстановление двигательной активности. 
Также двигательная функция животных была оценена 
методом стимулированной электромиографии: анализ 
амплитуды М-, и Н-волн в межгрупповых сравнениях 
выявил статистически значимое увеличение значений 
амплитуды М-ответа на 7 неделю, по сравнению с 3 не-
делей, вне зависимости от проведения реабилитации. 
Амплитуда Н-ответа также увеличивалась на 7 неделю, 
но не достигла уровня интактных животных. Изменения 
латентности М- и Н-волн между группами не прослежи-
вались. При помощи иммунофлуоресцентного анализа 
было показано увеличение в 2 раза GFAP+/ALDH1L1+-
астроцитов в вентральных рогах спинного мозга и в об-
ласти кортикоспинального тракта в 1,4 раза на 3 неде-
лю реабилитации. Анализ количества ChAt+-нейронов 
не выявил значительных различий между животными 
в исследуемых группах. Однако количество клеток, экс-
прессирующих OPN, увеличилось после травмы спинно-
го мозга в обеих группах, с небольшим преимуществом 
в реабилитированной группе, что указывает на улучше-
ние состояния перинейрональной сети. Кроме того, был 
выполнен количественный анализ экспрессии генов 
c3, gfap, chat, syp, acan, ng2 и iba1 в области травмы 
Th8 и на расстоянии 3–5 мм рострально и каудаль-
но от нее у животных на 3 и 7 неделю реабилитации. 
Увеличение экспрессии генов gfap и iba1 наблюдалось 
в реабилитированной группе. Через 3 недели после 
травмы было найдено увеличение экспрессии генов 
acan и c3 на расстоянии 6–8 мм каудальнее от эпицен-
тра травмы, что может указывать на развитие фиброза 
в спинном мозге. По мере того как посттравматические 
процессы становятся хроническими, влияние двига-
тельной реабилитации уменьшается, требуя дополни-
тельных методов модуляции нейропластичности. Эти 
результаты расширяют представления о пластичности 
спинного мозга, подчеркивая потенциал нейрореаби-
литации для улучшения морфо-функционального со-
стояния поврежденного спинного мозга. Исследование 
выполнено в рамках Программы стратегического ака-
демического лидерства Казанского федерального уни-
верситета (ПРИОРИТЕТ-2030) и за счет средств гранта 
Российского научного фонда № 22-75-00035.
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После открытия программируемых нуклеаз 
CRISPR/Cas редактирование генома стало рутинной 
операцией. С помощью системы CRISPR/Cas получе-
но множество изогенных линий плюрипотентных кле-
ток человека для моделирования наследственнных за-
болеваний и сделан значительный вклад в понимание 
молекулярных и клеточных механизмов патогенеза. 
Однако до сих пор есть потребность в надежных инстру-
ментах для редактирования генома, так как наиболее 
популярная программируемая нуклеаза Cas9 является 
низкоспецифичной и способна вызывать редактирова-
ние нецелевых участков генома [1]. В качестве альтер-
нативы рассматривают белок Cas12a (AsCpf1), обла-
дающий более специфичной нуклеазной активностью. 
Помимо этого основного преимущества он создает 
липкие концы, что способствует внесению целевой 
ДНК. Кроме того, Cas12a создает двуцепочечный раз-
рыв вдали от сайта узнавания, что позволяет использо-
вать его для повторного редактирования одного и того 
же локуса. Однако у этой нуклеазы есть существенный 
недостаток: она менее эффективно гидролизует ДНК 
при редактировании генома в эукариотических клет-
ках, а некоторые участки генома для неё недоступны, 
что связывают с неактивным состоянием хроматина. 
В данной работе проведён ряд экспериментов, кото-
рые позволяют говорить об увеличении эффективно-
сти нуклеазы Cas12а в редактировании генома при 
переходе индуцированных плюрипотентных стволовых 
клеток в состояние наивной плюрипотентности, соот-
ветствующей ранним стадиям преимлантационного 
развития эмбриона. Таким образом, использование 
наивных плюрипотентных клеток совместно с нуклеа-
зой Cas12a может быть основой для более эффектив-
ного и точного редактирования генов при получении 
изогенных клеточных линий.
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До недавнего времени получение генно-модифициро-
ванных животных было очень длительным и дорогостоя-
щим процессом. Все изменилось с появлением системы 
редактирования генома CRISPR/Cas9, позволяющей 
добиться высокой специфичности внесения изменений 
в геном. Традиционными способами доставки компонен-
тов системы являются микроинъекция либо электропо-
рация зигот.

Японскими учеными разработан перспективный метод 
с высокой эффективностью i-GONAD (improved Genome-
editing via Oviductal Nucleic Acids Delivery) [1] — редакти-
рование генома посредством доставки нуклеиновых кис-
лот напрямую в яйцевод. Важно, что в нем используется 
в ~2,5 раза меньше животных, чем при традиционных 
подходах, т.к. не требуется получение стерильных самцов 
методом вазэктомии и эвтаназии самок-доноров зигот.

Наша работа заключается в отработке и оптимиза-
ции геномного редактирования CRISPR/Cas9 методом 
i-GONAD. Нами протестирована возможность использо-
вания нуклеаз Cas9, доступных на отечественном рынке, 
в процедуре геномного редактирования in vitro и in vivo, 
проведено сравнение с нуклеазами от иностранных по-
ставщиков. Отработано применение метода i-GONAD 
на мышах линии C57BL/6 и CD-1. В данный момент 
мы получаем модельную линию мышей с делецией 
в гене IL10 (участвует в развитии воспалительного про-
цесса в кишечнике). Работа поддержана грантом РНФ 
№ 22-26-20045.
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На сегодняшний день системы CRISPR/Cas применя-
ются для разнообразных целей: регуляции транскрипции, 
изменения эпигенетического профиля, проведения полно-
геномного скрининга, визуализации хромосом и нокаута 
заданных генов-мишеней. Несмотря на преимущества ис-
пользования систем CRISPR/Cas, существуют некоторые 
препятствия внедрения технологии геномного редакти-
рования в практику. Проблема возникновения нецелевых 
эффектов при редактировании генов системами CRISPR/
Cas считается одной из основных. Одним из перспективных 
подходов к её решению является разработка новых струк-
тур эффективных модифицированных направляющих РНК.

В данной работе было исследовано влияние как при-
родных модифицированных нуклеотидов: m6A, m5C 
и Ψ, — так и фосфорилгуанидиновых групп (ФГ) на эф-
фективность и специфичность функционирования систе-
мы CRISPR/Cas9 in vitro.

В ходе работы были получены серии sgРНК и tracrРНК 
с разной глубиной природных модифицированных моно-
меров, и было установлено, что оптимизация времени 
реакции и глубины модификации направляющих РНК по-
зволяет достичь наибольшей эффективности гидролиза 
модельных ДНК-субстратов. Кроме того, замена канони-
ческих нуклеотидов на их модифицированные аналоги 
в направляющих РНК приводит к повышению специфич-
ности системы CRISPR/Cas9 in vitro по сравнению с не-
модифицированным вариантом.

Также были сконструированы и описаны новые химер-
ные направляющие РНК, содержащие как единичные, так 
и несколько ФГ-групп. Впервые была продемонстрирова-
на возможность формирования каталитически активных 
комплексов белка Cas9 с химерными направляющими 
РНК, содержащими ФГ-модификации. Было показано, что 
включение фосфорилгуанидиновых группировок в PAM-
дистальном районе направляющих РНК позволяет сохра-
нить высокую эффективность гидролиза ДНК-субстратов 
и увеличить точность системы CRISPR/Cas9 in vitro.

Таким образом, использование природных модифи-
цированных нуклеотидов и фосфорилгуанидиновых групп 
в структуре направляющих РНК позволяет контролировать 
активность и повышать специфичность системы CRISPR/
Cas9 in vitro. Исследования выполнены при поддержке 
гранта РНФ № 21-64-00017 (исследования по влиянию 
ФГ-модификаций) и государственного задания ИХБФМ 
СО РАН № 122022100238-7 (исследования по влиянию 
природных модифицированных нуклеотидов).
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Мезенхимальные стромальные клетки (МСК) играют 
важную регуляторную роль практически во всех тканях 
организма человека. При активации клеточного старе-
ния после многих клеточных делений или сублетального 
воздействия физиология МСК может значительно изме-
няться, а значит и их регуляторные свойства. Один из важ-
нейших путей клеточной коммуникации — паракринное 
взаимодействие. В нашей работе мы оценили изменения 
секреторного профиля МСК при активации клеточного 
старения путем добавления противоопухолевого препара-
та митомицина С (МмС), используемого в медицине.

МмС добавляли на 18 часов (1,5 мкг/мл), анализ про-
водили через 10 дней после отмены. Отмечены морфо-
функциональные изменения, характерные для клеточного 
старения. Увеличивались показатели FSC-A/SSC-A (раз-
мер/гранулярность). Аутофлуоресценция возрастала, что 
указывает на накопление липофусцина. Активность ли-
зосомального и митохондриального компартмента также 
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увеличивалась, генерация АФК возрастала в 1,5–5 раз. 
Полностью останавливалась пролиферативная актив-
ность. Жизнеспособность МмС+ клеток была снижена 
приблизительно на 10%. Экспрессия b-галактозидазы, 
ассоциированной со старением, обнаруживалась почти 
в 100% клеток. В целом, данные изменения соотносятся 
с результатами, получаемыми на модели репликативного 
старения, но количественно более выражены.

C помощью гистологических красителей Sirius Red и Fast 
Green исследовали внеклеточный матрикс (ВКМ) МСК. Для 
MмС+ МСК продукция коллагеновых и неколлагеновых бел-
ков была меньше. Содержание про-коллагена 1α1 в конди-
ционированной среде было значительно снижено (в 10 раз). 
Изучение экспрессии генов подтвердило предыдущие 
результаты о снижении продукции ВКМ сенесцентными 
МСК. Более чем в 2 раза снизилась экспрессия коллаге-
на 1 типа, эластина и фибронектина в сенесцентных МСК, 
но увеличилась экспрессия коллагеназы MMP1 в 3 раза. 
Выявлено достоверное увеличение CTGF в экстракте 
дцВКМ. Содержание VEGF, напротив, снижалось.

Применяли мультиплексный анализ для оценки со-
держания цитокинов в кондиционированной среде. 
Обработка МмС запускает выраженную продукцию GM-
CSF, G-CSF и MIP-1a. Более чем в 2 раза повышалась кон-
центрация MCP-3, IL-6, GROa, FGF-2. Снижались FLT-3L, 
IP-10, IL-5. Для анализа изменений на транскрипцион-
ном уровне использовали количественный ПЦР анализ. 
Обработка МмС более чем в 2 раза повышает транскрип-
ционную активность 24 генов (IL1B, IL1A, CSF2, IL11, LIF, 
CXCL1 и др.) и снижает 13 (PTN, IGF1, NRG2 и др.).

Таким образом, данные указывают на снижение продук-
ции ВКМ и изменение паракринного профиля МСК при воз-
действии МмС и активации клеточного старения. Работа 
выполнена при поддержке гранта РНФ 21-75-10117.
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Известно, что высокая температура негативно влияет 
на функционирование мужской половой системы, приводя 

к изменению параметров всех половых клеток, что может 
стать причиной мужского бесплодия [1]. При этом сперма-
тогенез зависит от микроокружения клеток-предшествен-
ников, в частности от состояния тучных клеток (ТК). В связи 
с этим цель работы — оценить взаимосвязь сперматогене-
за и ТК при воздействии высокой температуры.

Эксперимент проведен на 4 месячных крысах-сам-
цах линии Вистар. Группы: 1) интактная, 2) эксперимен-
тальная после длительного воздействия высокой темпе-
ратуры (48 суток, ежедневно по 30 минут в термостате 
при 43–44°C) и 3) контрольная (аналогичные условия 
2 группе, но при комнатной температуре) [2]. Оценивали 
параметры ТК в семенниках, их придатках и семенных пу-
зырьках, спермограмму, уровень тестостерона, морфо-
метрические параметры семенников и сперматозоидов.

После воздействия высокой температуры проис-
ходит постепенное снижение концентрации, подвижно-
сти сперматозоидов крыс, увеличение процента клеток 
с дефектами в строении как в нативном эякуляте, так 
и в придатках. Эти данные свидетельствуют о нарушении 
формирования и созревания клеток на каждом этапе 
сперматогенеза, что приводит к уменьшению их оплодот-
воряющей способности. При этом в контрольной группе 
изменений в параметрах сперматозоидов не отмечается 
и это указывает на то, что негативным фактором являет-
ся именно температура. При этом во всех исследованных 
органах наблюдается значительное увеличение количе-
ства ТК, сопровождаемое повышением их дегрануля-
ции и снижением синтетической активности, что свиде-
тельствует об активации ТК и их миграции в органы. 
Результаты расчета корреляционных коэффициентов 
показывают наличие взаимосвязи между параметрами 
тучных клеток и сперматозоидов.

Таким образом, ТК играют важную роль в функциони-
ровании репродуктивных органов и их адаптации к дей-
ствию высокой температуры за счет высвобождения ши-
рокого спектра медиаторов, в том числе активирующих 
другие клетки микроокружения [3].
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Создание контролируемых систем редактирования 
генома на основе CRISPR/Cas9, обладающих высокой 
эффективностью расщепления и специфичностью по от-
ношению к ДНК-мишени, является актуальной задачей. 
Перспективным подходом к созданию таких систем яв-
ляется дизайн направляющих РНК, активность которых 
можно регулировать путем облучения светом.

Введение в состав направляющих РНК химических 
модификаций позволяет повысить устойчивость на-
правляющих РНК к действию нуклеаз, их сродство к це-
левой ДНК-мишени, а также специфичность действия 
системы. Фоточувствительные модификации РНК позво-
ляют регулировать функциональную активность CRISPR/
Cas9 на уровне направляющей РНК путём облучения 
светом. Идея данной работы заключается в создании 
системы CRISPR/Cas9, способной обеспечить быстрое, 
эффективное и специфичное расщепление ДНК-мишени, 
с возможностью инактивации системы при УФ-облучении.

Путем химического синтеза были получены фото-
расщепляемые направляющие crРНК с одним или двумя 
фоточувствительными линкерами, содержащие 2'-фтор-
модифицированные нуклеотиды и LNA-нуклеотиды. В каче-
стве линкеров были использованы остатки 1-(2-нитрофенил)-
1,2-этандиола. Предварительно нами было показано, что 
crРНК, содержащие 2'-фтор-модифицированные и LNA-
нуклеотиды, более устойчивы к действию нуклеаз сыворот-
ки, чем немодифицированные crРНК, а скорость расще-
пления ДНК нуклеазой Cas9 в их присутствии не критично 
отличается от немодифицированной crРНК.

При сравнительном исследовании эффективности 
расщепления плазмиды нуклеазой Cas9 в присутствии 
фоторасщепляемых направляющих РНК была продемон-
стрирована возможность инактивации системы путем 
УФ-облучения. Наиболее успешно удалось инактивиро-
вать работу систем при использовании направляющих 
РНК с двумя фоторасщепляемыми линкерами.

На модельных синтетических ДНК-дуплексах с одно-
нуклеотидными заменами показана более высокая спец-
ифичность расщепления целевой мишени системами 
CRISPR/Cas9 с фоторасщепляемыми направляющими 
crРНК по сравнению с аналогичной системой, без фото-
линкеров. Использование направляющих crРНК с одним 
фотолинкером обеспечивало более высокую специфич-
ность по сравнению с crРНК с двумя фотолинкерами. 
При этом максимальную специфичность проявили си-
стемы с фоторасщепляемыми crРНК, не модифициро-
ванными по остаткам рибозы.

Таким образом, предложенный вариант модифициро-
ванных crРНК позволяет повысить устойчивость направ-
ляющих РНК к действию нуклеаз, сохранить высокую 
скорость и эффективность расщепления ДНК-мишени 

нуклеазой Cas9, а также повысить специфичность дей-
ствия и добавить возможность инактивации системы по-
сле облучения УФ-светом. Работа выполнена при финан-
совой поддержке РНФ № 22-14-00294.
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Теломеры — важнейшие структуры на физических 
концах хромосом эукариот, участвующие в защите гене-
тического материала клетки. Несмотря на разнообразие 
белковых компонентов теломерных комплексов среди 
представителей разных царств живых организмов, многие 
из них консервативны, что указывает на их эволюционно 
важную роль. Такими являются белки TRF (Telomere Repeat 
Factor), связывающие дцДНК, в частности, hTRF человека, 
мутации в генах которых летальны. У растений обнаруже-
ны гомологичные гены теломерных белков — TRFL (TRF-
like). Так, у модельных растений Arabidopsis thaliana обна-
ружено 12 паралогов генов TRFL, функциональная роль 
которых до сих пор остается не изученной. Тем самым, для 
изучения эволюции регуляции биологии теломер и ста-
бильности генома в растениях необходимо использование 
других модельных систем, характеризующихся неизбыточ-
ными геномами, в связи с чем перспективным объектом 
исследования является бриофит Marchantia polymorpha, 
занимающая критически важное эволюционное положе-
ние для детального изучения специфических молекуляр-
ных и клеточных процессов развития.

Целью работы является изучение роли TRFL бел-
ков в поддержании длины теломер и развитии расте-
ний M. polymorpha. В качестве диких типов растений 
в работе были использованы культуры печеночника M. 
polymorpha линии Takaragaike-1 (Tak-1, мужское рас-
тение) и Takaragaike-2 (Так-2, женское растение). 
Биоинформационный анализ генома показал наличие 
трех генов-паралогов TRFL у M. polymorpha (TRB1, TBP, 
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TRFL6). Мутантные растения получали методом редак-
тирования генома CRISPR/Cas9 с применением агро-
бактериальной трансформации. Селекцию проводили 
на среде GB5 с двумя антибиотиками: хлорсульфуроном 
и гигромицином. Для анализа длины теломер использо-
вали геномную ДНК, выделенную из таллома маршан-
ции. Анализ длины теломер проводили методом TRF со-
вместно с Саузерн-блот анализом.

Методом CRISPR/Cas9 редактирования генома были 
получены 10 растений-нокаутов по гену TRFL6, 3 расте-
ния-нокаута по гену TBP и 6 растений-двойных мутантов 
по генам TRFL6 и TRB1. Для нокаутированных по гену 
TRFL6 растений M. polymorpha было показано незначи-
тельное сокращение длины теломер по сравнению с ди-
ким типом. Помимо этого, у растений-нокаутов наблюда-
ли дефекты роста ткани таллома.

Таким образом, мы получили 19 растений-нокаутов 
по теломерным белкам M. polymorpha и показали, что 
роль белка гомолога TRFL6 является позитивным регу-
лятором длины теломер в растении.

В дальнейшем нами будут изучены остальные полу-
ченные индивидуальные растения-нокауты по генам 
TRB1, TBP, а также растения с нокаутом по двум целевым 
генам. Установлена окончательная роль консервативных 
TRFL генов в регуляции длины теломер M. polymorpha, 
что позволит лучше понять эволюцию регуляторных пу-
тей поддержания структуры теломер в растениях и эука-
риот в целом. Работа выполнена в рамках гранта РНФ 
№ 21-14-00147.
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Стенка вены состоит из функциональных слоев, 
представленных определенным клеточным составом. 
Несмотря на то что анализ материала из цельных сег-
ментов вен позволяет выявлять генетические и эпиге-
нетические признаки патологического состояния, ис-
следование венозной стенки послойно может внести 
больший вклад в понимание патогенеза. Одним из спо-
собов изоляции клеток из ткани является лазерная за-
хватывающая микродиссекция (ЛЗМ), которую исполь-
зуют не только для таких органов как мозг, но и для 
органов с большим количеством плотного внеклеточно-
го матрикса. Целью работы была оценка применимости 
ЛЗМ для исследования патологии вен.

Для сохранения исходного профиля экспрессии ге-
нов и метилирования ДНК образцы варикозно транс-
формированных вен сразу после операции помещали 
в жидкий азот и хранили при -70°С до момента обработ-
ки. Все рабочие поверхности обрабатывали от загряз-
нений и РНКаз. Замороженные сегменты вен фиксиро-
вали смолой Tissue-Tek O.C.T. Compound (Sakura Finetek 
USA, Inc.) и помещали в замораживающий микротом 
CryoStar NX70 (Thermo Fisher Scientific UK, 2020). 
Были подобраны параметры температуры и толщины 
резки, при которых удалось получить срезы и выполнить 
вырезание и катапультирование фрагментов стенки 
вены. Срезы помещали на слайды для лазерной микро-
диссекции Carl Zeiss™ Membrane Slides NF 1.0 PEN 
и проводили дальнейшие процедуры пробоподготовки. 
Для ЛЗМ (предварительно был выполнен подбор ус-
ловий для прорезания ткани лазером) использовали 
микроскоп Axio Zoom.V16, лазерный микродиссектор 
PALM MicroBeam и пробирки с адгезивными крышками 
AdhesiveCap (Zeiss, Германия).

Исходя из определения качественных и коли-
чественных характеристик выделенных нуклеино-
вых кислот с использованием различных прибо-
ров (Qubit® 4 Fluorometer, NanoDrop 2000, Agilent 
2100 Bioanalyzer), мы сделали вывод о недостаточ-
ности количества и неприемлемости качества ма-
териала для проведения дальнейших исследований 
экспрессии генов и метилирования ДНК. Применение 
других методов разделения венозной стенки, таких как 
механических соскоб и разделение поперечного среза 
на слои иглами под увеличением, позволяет получить 
куда более значительное количество нуклеиновых кис-
лот приемлемого качества. Действительно, при дли-
тельном вырезании лазером (ввиду очень плотного 
внеклеточного матрикса в варикозных венах) в усло-
виях комнатной температуры и открытого воздуха до-
биться получения материала в количестве и качестве, 
достаточном для проведения анализа экспрессии ге-
нов и метилирования ДНК, очень сложно. Кроме того, 
данный метод не лишен недостатка контаминации вы-
резанных сегментов ткани обломками клеток, разле-
тающихся при вырезании лазером, от соседних слоев 
венозной стенки.

Таким образом, мы сделали вывод о непримени-
мости метода ЛЗМ к образцам варикозно трансфор-
мированных вен. Исследование поддержано грантом 
Российского научного фонда № 22-25-00832.
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Нокаут в клетках гена рецептора CCR5, который яв-
ляется корецептором вируса иммунодефицита человека 
(ВИЧ), достигаемый с помощью редактирования нуклеа-
зами системы CRISPR/Cas, делает эти клетки устойчи-
выми к CCR5-тропному ВИЧ. Однако для защиты клеток 
от ВИЧ другой тропности необходимо использовать до-
полнительные подходы, один из которых — интеграция 
антивирусных генов, защищающих от заражения ВИЧ, 
в место двуцепочечного разрыва, созданного нуклеазой 
в CCR5. Встраивания можно добиться за счет гомологич-
ной рекомбинации (HDR), если в клетку ввести донорную 
ДНК с плечами, гомологичными последовательностям, 
прилегающим к области разрыва.

Чтобы оценить реализуемость такого подхода мы изучи-
ли встраивание гена EGFP в CCR5 локус с использованием 
двух разных нуклеаз и различных вариантов донорной ДНК. 
Для целевого разрезания использовали нуклеазу Cas9 или 
нуклеазу Cpf1 с соответствующими направляющими РНК 
(gRNA) к гену CCR5, которые обеспечивали высокую эффек-
тивность нокаута (87,8% и 76,6% соответственно на кле-
точной линии НТ1080). Донорная ДНК содержала экспрес-
сионную кассету с геном EGFP, фланкированную плечами 
гомологии разной длины (1000, 800, 600 и 150 пар ну-
клеотидов). На концах плеч гомологии находились сайты 
разрезания одной из нуклеаз (последовательности gRNA-
PAM). Для плеч длиной 1000 п.н. также были созданы 
конструкции без сайтов разрезания. Доставку донорной 
ДНК в клетки проводили с помощью вектора AAV. Клетки 
HT1080 электропорировали комплексом нуклеаза/gRNA 

и затем трансдуцировали AAV. Через 3 недели определяли 
эффективность встраивания кассеты по проценту EGFP-
положительных клеток с помощью проточной цитометрии.

Добавление сайтов разрезания в конструкцию с пле-
чами 1000 п.н. увеличивало эффективность встраи-
вания с 50 ± 3% до 60,9 ± 0,5% для Cas9 и не влияло 
на эффективность встраивания конструкции для Cpf1 
(61,3 ± 2,8% vs 64,4 ± 1,5%). В отличие от литератур-
ных данных, мы не увидели зависимости между эффек-
тивностью интеграции и длиной плеч гомологии ни для 
Cas9, ни для Cpf1. Значительное падение эффектив-
ности с 66,4% до 48% наблюдалось только для Cpf1-
нуклеазы при уменьшении плеч гомологии с 600 п.н. 
до 150 п.н. Отсутствие прямой зависимости между 
длиной плеч гомологии и эффективностью встраивания 
может быть связано с доставкой трансгена с помощью 
AAV-вектора, который обеспечивает более благоприят-
ные условия для HDR. Несмотря на то что эффективность 
нокаута для Cpf1 была ниже, чем для Cas9, интеграция 
проходила более эффективно при использовании Cpf1, 
что может быть связано с тем, что Cpf1 разрезает ДНК 
с образованием липких концов, которые могут направ-
лять репарацию по пути HDR. Максимальный процент 
встраивания (66,4%) был достигнут при использовании 
трансгена с плечами гомологии длиной 600 нуклеоти-
дов и нуклеазы Cpf1. Разработанная система может 
быть в дальнейшем использована для интеграции анти-
вирусных генов в локус CCR5.

CRISPR-Cas-MEDIATED TARGETED 
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Синдром Х-сцепленной умственной отсталости 
по типу Насименто был впервые описан в 2006 году [1]. 
Для синдрома Насименто характерны задержка психи-
ческого развития, черепно-лицевые дисморфии, на-
рушение интеллекта и др. Развитие данного синдрома 
связывают с дисфункциональностью гена UBE2A [1], 
также существуют предварительные данные, что из-
быточная доза гена UBE2A может тоже обладать 
нейротоксичностью. Ген UBE2A кодирует убиквитин-
связывающий белок Е2, участвующий в процессе 
убиквитинирования белков. Роль гена UBE2A в нор-
мальном развитии мозга и молекулярные механизмы, 
лежащие в основе синдрома Насименто, до сих пор 
остаются малоизученными.

С целью изучения роли гена UBE2A в нейрогенезе 
была создана изогенная клеточная модель на основе 
индуцированных плюрипотентных стволовых клеток 
(ИПСК), которые способны к самоподдержанию и диф-
ференцировке в различные типы клеток, включая ней-
рональные клетки. Кроме того, ИПСК предоставляют 
возможность формирования трехмерных (3D) клеточных 
структур, органоидов, специфичных для определенных 
органов, включая мозг. Таким образом, использование 
ИПСК позволяет изучать процессы раннего нейрональ-
ного развития.

Мы получили клеточные линии ИПСК, нокаутные 
по UBE2A, из ИПСК здоровых доноров с использова-
нием технологии геномного редактирования CRISPR/
Cas9. Для дальнейшей работы были отобраны два 
мужских клона с гемизиготных нокаутом гена и один 
женский клон с гомозиготным нокаутом. Отсутствие 
функционального белка в ИПСК было подтверждено 
Вестерн-блоттингом. Для изучения эффекта повышен-
ной экспрессии UBE2A в геном женской и мужской 
линий ИПСК были встроены дополнительные копии 
этого гена. Индуцибельная сверхэкспрессия UBE2A 
была подтверждена с помощью количественной ОТ-
ПЦР и Вестерн-блоттингом. Отредактированные линии 
ИПСК сохранили плюрипотентные свойства, и генети-
ческие манипуляции не вызвали аномалий кариотипа.

На данный момент полученные линии ИПСК с различ-
ным статусом UBE2A проходят процесс дифференциров-
ки в нейрональном направлении для проведения морфо-
метрического анализа отростков нейронов. Это позволит 
изучить роль гена UBE2A на начальных стадиях нейро-
генеза. Результаты морфометрического анализа будут 
представлены на конференции. Работа выполнена при 
поддержке РНФ, грант 21-65-00017.
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В настоящее время основную часть биофармацевтиче-
ских белков получают не из природных источников, а син-
тезируют их аналоги в различных системах экспрессии, 
таких как E. coli, дрожжи, культуры клеток млекопитающих 
и растений. Синтез рекомбинантных белков в раститель-
ных системах экспрессии, в частности в суспензионных 
культурах клеток высших растений, сочетает возможность 
посттрансляционных модификаций по эукариотическо-
му типу, простоту и рентабельность. Клетки растений как 
системы наработки биофармацевтических белков, тем 
не менее, имеют ряд недостатков, один из которых связан 
с недостаточно высоким выходом рекомбинантного белка. 
Причиной этого может являться склонность клеток в су-
спензии образовывать агрегаты. На сегодняшний день су-
ществует ряд методов снижения размеров агрегатов в су-
спензиях, включая химические и механические способы, 
но ни один из них не является оптимальным и универсаль-
ным. Поэтому поиск новых способов снижения агрегатив-
ности суспензий является актуальной задачей.

В ряде экспериментов было показано, что снижение 
агрегативности некоторых растительных суспензионных 
клеточных культур приводит к повышению выхода вторич-
ных метаболитов. Предполагается, что такой же эффект 
может проявляться и в отношении рекомбинантных белков.

Межклеточная адгезия, характерная для растений, 
может являться основной причиной агрегативности рас-
тительных клеточных суспензий. Известно, что большую 
роль в поддержании контактов между клетками играют 
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пектины клеточных стенок. Мутантные растения по одно-
му из генов семейства GAUT, GAUT8/Qua1-1, характе-
ризуются сниженной адгезией в вегетативных органах. 
Мы полагаем, что суспензионные клеточные культуры 
с нокаутом генов, ответственных за синтез пектинов, 
в сравнении с культурами дикого типа будут образовы-
вать агрегаты меньших размеров.

За полимеризацию одного из важнейших пектинов 
клеточной стенки, гомогалактуронана, у Arabidopsis 
thaliana отвечает ферментативный комплекс 
GAUT1:GAUT7. Мы предполагаем получить при помощи 
системы CRISPR/Cas9 нокауты двух генов, отвечающих 
за синтез данных ферментов (GAUT1 и GAUT7), в куль-
туре суспензионных клеток, несущих ген gfp. Таким об-
разом, мы сможем исследовать влияние нокаута этих ге-
нов на агрегативность клеток в суспензионной культуре 
и на уровень продукции рекомбинантного белка GFP.

Нами была проведена биобаллистическая трансфор-
мация каллусных культур. Обнаружены события геномно-
го редактирования обоих генов. Эффективность редак-
тирования оказалась недостаточно высокой и составила 
от 0.2% до 0.8%. Поэтому было принято решение про-
вести редактирование при помощи агробактериальной 
трансформации целых растений, из которых затем будет 
индуцирована каллусная культура. Работа выполнена 
при финансовой поддержке Министерства науки и выс-
шего образования, грант № FWNR-2022-0022.
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Лечение травм спинного мозга — актуальная про-
блема современной медицины. Важную роль в тера-
пии играют нейротрофические факторы. В ряде работ 
был показан вклад нейротрофического фактора мозга 
(BDNF) в восстановление функций спинного мозга [1]. 
Наиболее простым способом доставки нейротрофина 
является прямое введение в зону травмы. Однако дан-
ный метод сопряжен с такими проблемами, как низкая 
диффузия в ткани и быстрая деградация факторов. 
Более перспективным является трансплантация транс-
дуцированных клеток, экспрессирующих нейротрофи-
ны длительное время. Целью данной работы является 
оценка эффективности применения трансдуцирован-
ных клеток обонятельной выстилки при травмах спин-
ного мозга.

Обкладочные клетки из обонятельной выстилки че-
ловека были получены по разработанному нами про-
токолу [2]. Для получения генно-клеточных препаратов 
обкладочные клетки трансдуцировали аденовектора-
ми с трансгенами зрелой формы нейротрофического 
фактора мозга (mBDNF) и люциферазой светлячка 
(Fluc) в качестве контроля. Образование кисты под-
тверждали методом МРТ через 4 недели после трав-
мы. 750 тысяч и 1.5 миллиона клеток через 4 недели 
после травмы были трансплантированы в кисту или 
область травмы без кисты в 10 мкл среды DMEM/
F12(1:1). Терапевтическая эффективность препара-
тов была оценена по улучшению двигательной актив-
ности задних конечностей крыс в течение 4 недель 
с помощью BBB-тестов.

Трансплантация 1.5 миллиона трансдуцированных 
клеток, экспрессирующих mBDNF, в кисту более эф-
фективна, чем введение 750 тысяч трансдуцирован-
ных клеток. При трансплантации в зону спинного мозга 
без кисты оптимальным оказался препарат из 750 ты-
сяч трансдуцированных клеток. Наблюдаемые эф-
фекты могут быть связаны с тем, что капсула кисты 
создает физический барьер, затрудняет развитие 
иммунного ответа и может таким образом улучшать 
выживаемость клеток и повышать эффективность 
трансплантации.

Особенности патологических процессов при хрониче-
ском повреждении спинного мозга могут оказывать вли-
яние на эффективность трансплантируемых препаратов. 
Примененные нами препараты сделаны на основе обкла-
дочных клеток человека, которые в дальнейшем могут 
быть использованы для персонализированного подхода 
к лечению пациентов с травмами спинного мозга. Работа 
выполнена при поддержке государственного задания 
№ 123022000056-7.
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Рецептор, активируемый пролифератором перок-
сисом альфа (PPAR-a), является главным регулято-
ром кардиального энергетического метаболизма [1]. 
В зрелых кардиомиоцитах PPAR-a экспрессируется 
на высоком уровне и регулирует процессы окисления 
и синтеза жирных кислот (ЖК) [2]. Еще одной важной 
функцией PPAR-a является участие в процессах вос-
паления. В экспериментах in vitro на кардиомиоцитах 
человека и грызунов было показано, что активирован-
ный лигандами PPAR-a подавляет воспалительные 
процессы, индуцированные провоспалительным ци-
токином фактором некроза опухоли альфа (TNF-а) [2]. 
Однако участие PPAR-a при развитии сердечной не-
достаточности (СН) остается мало изученным. Одной 
из основных причин СН является дилатационная кар-
диомиопатия (ДКМП), при которой наблюдаются вос-
палительные процессы. Целью данной работы было 
оценить роль PPAR-a в поддержании метаболического 
статуса в кардиомиоцитах.

С помощью метода ПЦР в реальном времени нами 
были изучены уровни экспрессии PPAR-a, его генов-ми-
шеней CD36, LCAD и СPT-1 на культуре фетальных кар-
диомиоцитов человека PPAR-a через 2, 24 и 48 часов 
после обработки TNF-a. Культура фетальных кардиоми-
цитов была получена из плодов 8–9 недели гестации. 
Также уровни экспрессии PPAR-a, CD36, LCAD и СPT-
1 были изучены в сердце человека без сердечно-сосу-
дистых заболеваний (ССЗ) и в эндомиокардиальных био-
птатах больных ДКМП с СН.

На культуре фетальных кардиомиоцитов человека 
было показано снижение уровня экспрессии PPAR-a и из-
менение экспрессии генов-мишеней через 2 и 24 часа 
после обработки TNF-a, что может говорить о переходе 
кардиального энергетического метаболизма от окисле-
ния ЖК к гликолизу. Через 48 часов было выявлено уве-
личение уровня экспрессии PPAR-a и изменения в уров-
нях экспрессии CD36, LCAD и СPT-1. Повышение уровня 
экспрессии PPAR-a, по-видимому, связано с обратным 
переходом от гликолиза к окислению ЖК, а также с уве-
личением его противовоспалительной активности при 
длительном воздействии провоспалительных цитоки-
нов. Также было показано, что в сердце больных ДКМП 
с СН происходит значительное увеличение экспрессии 
PPAR-а по сравнению с сердцем человека без ССЗ, 
а также были выявлены изменения уровней экспрессии 
CD36, LCAD и СPT-1.

На культивируемых фетальных кардиомиоцитах че-
ловека и в сердце больных ДКМП с СН была показана 
роль PPAR-а в поддержании метаболического статуса 
в кардиомиоцитах и его протекторная роль при воспа-
лительных процессах. Комбинация провоспалитель-
ной терапии и применение лекарственных лигандов 
PPAR-a возможно будет повышать его протекторную 
функцию в миокарде и способность регулировать ме-
таболизм ЖК.
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CRISPR-Cas системы широко используются в разных 
областях биологии и медицины. В последние годы актив-
но развивается направление CRISPR-диагностики [1]. 
Эти методы основаны на использовании белков 
Cas12 или Cas13 для детекции молекул ДНК или РНК, 
соответственно [2]. Преимуществом этих ферментов яв-
ляется наличие у них двух типов активности: cis и trans. 
В данной работе использован метод на основе детекции 
trans-активности фермента Cas12a для выявления эпи-
демически значимых генов карбапенемаз, обеспечива-
ющих резистентность возбудителей внутрибольничных 
инфекций к современным β-лактамным антибиотикам 
широкого спектра. Целью работы было изучение кинети-
ческих характеристик фермента Cas12a, которые опре-
деляют пределы чувствительности и скорость реакции.

В качестве дцДНК-мишени (dsDNA) использовали 
ПЦР-продукт амплификации гена blaKPC-2, кодирующего 
карбапенемазу в штамме Klebsiella pneumoniae B-8912 
(ГКПМ-Оболенск). Последовательность гидовой РНК 
(gRNA), комплементарной участку гена blaKPC-2, рассчита-
на с помощью веб-ресурса CHOP-CHOP, синтезирована 
в Синтол (Москва). Формировали рибонуклеопротеин 
(RNP): 400 нМ белка Cas12a и 500 нМ гидовой РНК 
инкубировали в течение 30 мин при температуре 37°С. 
Для активации RNP (aRNP) вносили 800 нМ dsDNA и ин-
кубировали в тех же условиях. Trans-активность aRNP 
инициировали внесением оцДНК-репортера (ssDNA), 
фланкированного флюорофором FAM и гасителем BHQ 
(Евроген, Москва), и детектировали флюоресценцию 
в трех повторностях на приборе CFX-96 (BioRad, США). 
Стандартные калибровочные кривые были построены 
по константным значениям флюоресценции после ин-
кубирования aRNP с ssDNA (31,25; 62,5; 125; 250; 
500; 1000 и 2000 нМ) в течение 10 ч при температуре 
37°C. В контроль вносили RNP или H2O. Кинетические 
свойства aRNP рассчитывали на основании результатов 
взаимодействия 5 нМ aRNP с ssDNA (31,25; 62,5; 125; 
250; 500; 1000 и 2000 нМ) в течение 10 мин с интерва-
лом учета флюоресценции 10 с при температуре 37°C.

Экспериментально определены значения констан-
ты Михаэлиса (413,51 ± 267,49 нМ), каталитической 
константы (0,35294 ± 0,1813 с–1) и оборотного числа 
aRNP (1,937 ± 0,441 нМ/с). Чувствительность ком-
плекса составила 0,5 нМ дцДНК-мишени, специфич-
ность 100%. Описанный ферментный комплекс будет 
использован для разработки тест-системы детекции 
генов антибиотикорезистентности, эпидемически 
значимых для Российской Федерации. Работа выпол-
нена в рамках гранта Минобрнауки РФ (соглашение 
№ 075-15-2019-1671).
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Применение лизата тромбоцитов в связи с поис-
ком оптимального состава сред для культивирования 
клеток, не содержащих ксеногенов и предназначенных 
для клинических и лабораторных протоколов, представ-
ляется актуальным [1]. Целью работы являлась оценка 
морфофизиологических особенностей и пролифератив-
ной активности мезенхимальных стромальных клеток 
из вартонова студня пупочного канатика человека, куль-
тивируемых в среде с содержанием лизата тромбоцитов 
с редуцированным объемом фибриногена.

Выделение мезенхимальных стромальных клеток 
осуществляли из вартонова студня пупочного канатика 
человека ферментативным способом с помощью колла-
геназы I типа и эксплантами в среде DMEM/F12 с 5% 
лизата тромбоцитов. Лизат тромбоцитов получали 
из лейкоредуцированного пулированного концентрата 
тромбоцитов. После криодеструкции (-20 0С) образцы 
с тромбоцитами центрифугировали (3000 об./минуту, 
15 минут), фильтровали и добавляли в бессывороточ-
ную среду с антибиотиками. Анализ экспансии, выхо-
да из разморозки после криоконсервации и длитель-
ность пассажей мезенхимальных стромальных клеток 
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пупочного канатика проводили в среде с 5% лизата тром-
боцитов в сравнении с клетками, культивированными 
в среде с 10% фетальной телячьей сывороткой.

Установлено, что выделенные культуры клеток экс-
прессируют следующие поверхностные маркеры: CD73, 
CD90, CD105, CD44, CD29 — и характеризуются отсут-
ствием на поверхности: CD34, CD45, HLA-DR, CD11b, 
CD19. Показано, что при внесении 5% лизата тромбоци-
тов в питательную среду клоногенные, веретиновидные 
с отростками клетки сохраняли пролиферативную актив-
ность после заморозки/разморозки в течение 6 пас-
сажей и были идентичны с культурами, которые вели 
в среде с фетальной телячьей сывороткой. Показано, что 
внесение тромболизата cо сниженной концентрацией 
фибриногена в специализированную питательную сре-
ду обеспечивает получение качественного клеточного 
трансплантата в те же сроки, что и при культивировании 
с эмбриональной телячьей сывороткой. Полученные дан-
ные позволяют рекомендовать использование лизата 
тромбоцитов в качестве альтернативы ксеногенной сы-
воротки в протоколах in vitro.
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YAP и TAZ регулируют процессы, связанные с регене-
рацией кожи. Чтобы проанализировать, какие изменения 
ассоциированы с сигнальным путем YAP, гены YAP и TAZ 
нокаутировали в кератиноцитах линии HaCaT при помощи 
системы CRISPR/Cas9. Поскольку клетки с полным но-
каутом YAP оказались нежизнеспособны, использовали 
клетки с гетерозиготным нокаутом YAP (Control, dTAZ–/–, 
dYAP+/–). Поскольку эффект ингибирования YAP или TAZ 
может компенсироваться активностью паралога, в клет-
ки с нокаутом были дополнительно введены конструкции, 
экспрессирующие shRNA, нацеленные на YAP (shYAP) 
или TAZ (shTAZ) в сравнении с контролем (shScramble). 
Эффективность нокаута и нокдауна подтвердили при по-
мощи количественной ПЦР и вестерн-блота.

Мы ранее показали, что при активации пути YAP 
замедляется дифференцировка кератиноцитов. 
Ингибирование YAP в клетках HaCaT позволило отсле-
дить связь изменений в пролиферации и дифференци-
ровке клеток с изменениями в активности YAP.

Скорость пролиферации как клеток dYAP+/–, так 
и shYAP, была заметно снижена, экспрессия маркеров 
дифференцированных слоев эпидермиса повышалась. 
У dTAZ–/– изменения были менее выражены. При этом 
одновременное ингибирование YAP и TAZ (dTAZ–/–

shYAP и dYAP+/–shTAZ) не приводило к значительному 
изменению фенотипа. У клеток dYAP+/–shYAP скорость 
пролиферации значительно снижалась, однако содер-
жание ряда маркеров дифференцировки было ниже, чем 
в случае dYAP+/–.

Таким образом, YAP/TAZ могут оказывать дозозави-
симый эффект на дифференцировку клеток. Кроме того, 
несмотря на их совместное участие в сигнальном пути, 
каждый паралог по-разному воздействует на процессы, 
связанные с регенерацией, и можно предположить, что 
основную роль выполняет YAP, а TAZ опосредует вспо-
могательные эффекты. Работа поддержана грантом 
РНФ № 21-74-30015.
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Создание адекватных моделей для мультифактор-
ных заболеваний, таких как болезнь Альцгеймера, 
является сложной задачей. У человека болезнь 
Альцгеймера сопровождается рядом отличительных 
признаков, например, агрегацией амилоидного пеп-
тида бета, накоплением гиперфосфорилированного 
тау-белка, а также когнитивными нарушениями. В ка-
честве моделей развития данного заболевания зача-
стую используют линии трансгенных мышей 5хFAD или 
3xTg. Для первой линии мышей характерна высокая 
скорость развития и тяжелое протекание заболевания 
без образования нейрофибриллярных клубков. Вторая 
линия характеризуется более медленным течением 
заболевания с формированием нейрофибриллярных 
клубков. Обе линии несут ряд мутаций, характерных 
для наследственных форм болезни Альцгеймера, что 
не позволяет считать их адекватными моделями раз-
вития спорадической формы данного заболевания. 
Альтернативой данным моделям может стать мыши-
ная модель с нокаутом гена Grin3A, кодирующего бе-
лок GluN3A — субъединицу NMDA-рецепторов. Нокаут 
данного гена приводит к повышению уровня внутрикле-
точного Ca2+, что у стареющих мышей вызывает нейро-
воспаление, нарушения памяти, накопление гиперфос-
форилированного тау-белка и развитие амилоидных 
бляшек [1]. Также у нокаутных по гену Grin3A мышей 
были описаны нарушения социального поведения 
и снижение экспрессии генов окситоциновых рецеп-
торов, что может приводить к депрессивным расстрой-
ствам [2]. Было показано, что инактивация NMDA-
рецепторов в печени приводит к повышению уровня 
глюкозы в крови, таким образом оказывая влияние 
на развитие диабета и ожирения [3]. В нашей лабора-
тории с помощью нуклеазы Cas9 была получена линия 
мышей, нокаутных по гену Grin3A, которые в возрасте 
6 месяцев уже демонстрируют когнитивные наруше-
ния, а также имеют лишний вес. Учитывая плейотроп-
ность действия данного гена, данные мыши могут быть 
широко использованы в исследованиях человеческих 
заболеваний. Работа выполнена при поддержке гранта 
СПбГУ ID 94030690.
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Хромосомные перестройки и изменение числа ко-
пий генов представляют собой распространенную при-
чину наследственных заболеваний. Согласно ранее 
проведенным исследованиям, изменение числа копий 
гена CNTN6 может вызывать разные фенотипические 
проявления у носителей, обозначаемые как пенетрант-
ность [1]. В работе мы использовали CRISPR/Cas9 си-
стему для создания мышей-носителей адресных де-
леций около мегабазного масштаба (930698 пар 
оснований) в прицентромерном районе хромосомы 1, 
включающий ген Xkr4 (XK Related 4), участвующий 
в экспозиции фосфатидилсерина на поверхность апоп-
тических клеток, с целью исследования их фенотипиче-
ских проявлений.

При создании мышей с адресной модификацией 
генома мы проводили микроинъекции компонентов 
системы CRISPR/Cas9 в зиготы мышей с использова-
нием двух направляющих РНК (sgRNA). В результате 
внесения ДЦР ожидалось получить делеции и, как не-
редко случается в подобных опытах, появление инвер-
сий и дупликаций.

В ходе эксперимента было проведено микроинъекций 
в 539 зигот, из которых 462 (86%) выжили и поделились 
1 раз in vitro. 406 эмбрионов были трансплантированы 
суррогатным матерям, в результате родилось 46 мышей. 
Из них 4 мыши несли делецию гена Xkr4, 6 — инверсии, 
а 1 мышь — дупликацию, в итоге, 11 мышей из 46 обна-
ружились с какой-либо формой перестройки. Интересно 
отметить, что две мыши несли одновременно делецию, 
инверсию и аллель дикого типа, а их потомки без пере-
строек встречались в примерно одном случае из 10, 
перестройки наследовались независимо друг от друга, 
что говорит об их мозаицизме. Также мы заметили очень 
интересные события репарации у животных при возник-
новении инверсий, а именно: в двух случаях мы наблюда-
ли как из инвертированного участка ДНК выпало около 
одной нуклеусомы и встроилась независимо от основной 
перестройки непосредственно рядом с местами посад-
ки sgRNA, что ранее описано не было и является уни-
кальным, а также в двух случаях идеальную репарацию 
правой стороны инверсии. Механизм же идеальной ре-
парации в одном из концов можно объяснить пролонги-
рованным экранированием именно тех концов, которые 
идеально репарировались ввиду отложенной диссоциа-
ции комплекса Cas9:РНК:ДНК с ДНК [2].

Таким образом, полученные результаты показыва-
ют, что примененный метод CRISPR/Cas9 адресной 
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модификации генома мыши, включающей делецию свы-
ше 900 т.п.о. в прицентромерном районе хромосомы 
1 мыши, оказался эффективным. Исследование выпол-
нено за счет гранта Российского научного фонда № 21-
65-00017; https://rscf.ru/project/21-65-00017.
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Когезиновый комплекс белков является ключевым 
участником пространственной организации хроматина 
в ядре. По механизму протягивания петли ДНК когези-
ны формируют контактные домены, опосредуя взаимо-
действия между удаленными друг от друга на линейной 
молекуле промоторами и энхансерами. Конденсин 
II имеет сходное с когезином строение и также спосо-
бен протягивать нить ДНК, формируя петлевые струк-
туры и участвуя в компактизации хромосом перед 
митозом. Однако в интерфазном ядре взаимодей-
ствию конденсина II с хроматином препятствует белок 

Mcph1[1]. Мы заинтересовались, способен ли кон-
денсин II функционально заменить когезин. Для этого 
нам необходимо 1) провести деплецию когезина и 2) 
обеспечить взаимодействие конденсина II с хромати-
ном, нокаутировав ген Mcph1. Для решения этих задач 
мы воспользовались системой редактирования гено-
ма CRISPR/Cas9.

В качестве мишени мы выбрали ген Rad21, коди-
рующий клеизиновую субъединицу когезинового ком-
плекса. Поскольку нокаут этого гена летален, мы ис-
пользовали систему ауксин-зависимой деградации 
белков [2]. Она основана на полиубиквитинилировании 
и деградации целевого белка, слитого с дегроновым 
доменом, в присутствии ауксина. Согласно протоколу 
двойной селекции [3] мы провели модификацию ге-
нома эмбриональных стволовых (ЭС) клеток мыши, 
вставив последовательность дегрона и флуоресцент-
ного белка перед последним кодоном гена Rad21. 
Эффективность гомозиготной модификации составила 
более 30%. Степень деградации целевого белка была 
оценена с помощью проточной цитометрии и вестерн 
блоттинга и составила более 95% уже через час инку-
бации с ауксином. Также с помощью системы CRISPR/
Cas9 мы провели нокаут гена Mcph1. Полученные клет-
ки в интерфазе имеют компактные профазоподобные 
хромосомы из-за преждевременной загрузки конден-
сина II на хроматин.

Таким образом, с использованием системы 
CRISPR/Cas9 мы получили линии ЭС клеток мыши, 
в которых при экспозиции с ауксином происходит за-
мена когезина на конденсин II в интерфазе. Для оценки 
функциональности контактов хроматина, опосредован-
ных конденсином II, мы планируем анализ архитектуры 
хроматина (Hi-C) и анализ транскриптома (SLAM-seq). 
Исследование выполнено за счет гранта РНФ проект 
№ 22-74-00112.
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Онкологические заболевания являются одной из наи-
более частых причин смертности людей в мире. В по-
следние десятилетия активно проводится поиск путей 
повышения эффективности противоопухолевой терапии, 
основанной на повреждении геномной ДНК. Один из воз-
можных подходов — воздействие на репарацию ДНК, 
которая противостоит цитотоксическому действию ДНК-
повреждающих агентов. Ku-антиген — гетеродимер, со-
стоящий из двух субъединиц с молекулярными массами 
69,9 кДа (Ku70) и 82,7 кДа (Ku80). Он является одним 
из ключевых белков репарации двухцепочечных разры-
вов ДНК путем негомологичного соединения концов [1]. 
Поэтому перспективным направлением для разработки 
сопровождающей терапии к ДНК-повреждающим аген-
там является применение коротких ДНК-дуплексов, кото-
рые, имитируя двухцепочечные повреждения клеточной 
ДНК, ингибируют за счет конкуренции взаимодействие 
Ku-антигена с поврежденной ДНК. Предполагается, что 
введение таких ДНК в опухолевые клетки дезорганизует 
регуляцию репарации, что повысит их чувствительность 
к генотоксическим воздействиям и позволит применять 
более низкие дозы ДНК-повреждающих агентов для 
уменьшения побочных эффектов.

Удобной моделью для изучения указанных воздей-
ствий являются клетки со сниженным количеством 
Ku-антигена. В нашей работе получены клоны на ос-
нове клеточных линий HEK293A и HEK293FT со сни-
женным содержанием белков Ku70 или Ku80. Анализ 
методом ПЦР подтвердил наличие CRISPR/Cas9 ин-
дуцированных делеций в генах, кодирующих белки 
Ku70 или Ku80. С помощью вестерн-блот анализа 
с использованием антител против белков Ku70 или 
Ku80 в этих клонах был подтвержден сниженный уро-
вень содержания целевых белков, а также сопутствую-
щее снижение содержания второй субъединицы в кло-
нах линии HEK293A. С использованием химически 
активных ДНК-дуплексов, содержащих дезоксирибо-
зофосфатные остатки, продемонстрировано снижение 
эффективности модификации Ku70 и Ku80 белков 
в экстрактах полученных клеток в сравнении с экстрак-
тами родительских клеток. Работа выполнена при под-
держке РНФ, проект 19-14-00204.
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все страницы, кроме титульного листа, должны быть 

пронумерованы (вверху в центре). рукописи, оформле-
ние которых не соответствует «Правилам для авторов», 
могут быть отклонены редакцией. Материалы, уже 
опубликованные в других изданиях, или находящиеся 
на рассмотрении в других редакциях, будут отклонены 
редколлегией журнала.

Титульный лист: На титульном листе должны быть 
указаны фамилии и инициалы всех авторов, название 
статьи, место работы (наименование кафедры или 
лаборатории и учреждения, где выполнена работа), 
5–10 ключевых слов. оригинальные исследования 
должны быть завизированы руководителем учрежде-
ния, где выполнена работа.

Резюме: все статьи должны содержать резюме 
на русском и английском языках объемом не более 
250 слов (редколлегия имеет право сокращать резю-
ме, превышающие указанный объем). в резюме долж-
ны быть изложены цели исследования, основные про-
цедуры (отбор объектов изучения или лабораторных 
животных, методы наблюдения или аналитические 
методы), основные результаты (по возможности, кон-
кретные данные и их статистическая значимость) и ос-
новные выводы.

Текст: текст необходимо печатать в редакторе 
Word на бумаге формата а4, шрифтом Times New 
Roman, 14 размера, без переносов. все страни-
цы должны быть пронумерованы вверху в центре. 
Материал и методы исследования должны быть опи-
саны детально с точным указанием использован-
ных реактивов, фирмы изготовителя и страны. Если 
в статье имеется описание наблюдений на человеке, 
не следует использовать фамилии, инициалы больных 
или номера историй болезни, особенно на рисунках 
и фотографиях. Кроме того, в таких статьях необходи-
мо указывать, подписывал ли больной информирован-
ное согласие, есть ли одобрение этического комитета 

и ученого совета учреждения, где данное исследова-
ние было выполнено. Статьи, не содержащие этой ин-
формации, будут отклонены редакцией.

При изложении экспериментов на животных следует 
указать, соответствовало ли содержание и использова-
ние лабораторных животных правилам, принятым в уч-
реждении, рекомендациям национального совета и на-
циональным законам.

Последняя страница: На последней странице надо 
поставить подписи всех авторов, указать полностью 
их фамилии, имена, отчества, ученую степень, а также 
почтовый адрес, телефон/факс, электронный адрес ав-
тора, с которым следует вести переписку.

Иллюстрации: Журнал принимает в качестве ил-
люстраций оригинальные схемы, фотографии, микро-
фотографии и графики. все рисунки и графики долж-
ны быть присланы отдельными файлами в формате tiff 
с первоначальным разрешением 300 dpi, линейным 
размером по ширине не менее 7 см. обозначения допу-
скаются только в распечатанном варианте или в копиях 
рисунков. Графики должны быть выдержаны в серо-зе-
леной гамме. За качество воспроизведения несоответ-
ствующих требованиям иллюстраций редакция ответ-
ственности не несет, либо они исключаются.

БИБЛИОГРАФИЧЕСКИЕ ССЫЛКИ

Библиографические ссылки в тексте: все ссыл-
ки должны быть процитированы в тексте и пронуме-
рованы последовательно, в порядке их первого упо-
минания в тексте, арабскими цифрами в квадратных 
скобках, в соответствии со списком литературы, дан-
ным в конце статьи.

Список литературы: при цитировании необхо-
димо использовать номенклатуру названий жур-
налов, рекомендованную Index Medicus в формате 
NLM — список названий может быть получен в NLM 
(http://www.nlm.nih.gov). Цитирование по системе ав-
тор-дата не допускается.

должны быть упомянуты все авторы; в случае, если 
авторов пять или больше, перечислите первых трех и до-
бавьте «и соавт.» (et al.). авторский коллектив несет пол-
ную ответственность за точность и полноту всех ссылок 
и за правильность цитирования в тексте.

Примеры цитирования различных 
литературных источников

Журнальная статья:
Vega K.J., Pina L, Krevsky B. Heart transplantation is as-

sociated with an increased risk for pan-creatobiliary dis-
ease. Ann. Intern. Med. 1996; 124(ll): 980–3.

Если в томе сохраняется последовательная нумера-
ция страниц, номер журнала можно не указывать:
Vega K.J., Pina L., Krevsky B. Heart transplantation is as-

sociated with an increased risk for pancreatobiliary disease. 
Ann. Intern. Med. 1996; 124: 980–3.
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Организация в качестве автора:
The Cardiac Society of Australia and New Zealand. 

Clinical exercise stress testing. Safety and performance 
guidelines. Med. J. Aust. 1996; 164: 282–4.

Автор не указан:
Cancer in South Africa [editorial]. S. Afr. Med. J. 1994; 

84: 15.

Том с приложением:
Shen H.M., Zhang Q.F. Risk assessment of nickel car-

cinogenicity and occupational lung cancer. Environ Health 
Perspect. 1994; 102 Suppl 1: 275–82.

Том, разделенный на части:
Ozben т., Nacitarhan S., Tuncer N. Plasma and urine 

sialic acid in non-insulin dependent diabetes mellitus. Ann. 
Clin. Biochem. 1995; 32(Pt 3): 303–6.

Журнал, номера которого не объединяются в тома:
Turan L., Wredmark т., Fellander-Tsai L. Arthroscopic 

ankle arthrodesis in rheumatoid arthritis. Clin. Orthop. 
1995; (320): 110–4.

Физические лица в качестве авторов книги:
Ringsven M.K., Bond D. Gerontology and leadership skills 

for nurses. 2nd ed. Albany (NY): Delmar Publishers; 1996.

Редакторы, составители в качестве авторов книги:
Norman I.J., Redfern S.J., editors. Mental health care for 

elderly people. New York: Churchill Livingstone; 1996.

Организация в качестве автора и издателя:
Institute of Medicine (US). Looking at the future of the 

Medicaid program. Washington: The Institute; 1992.

Глава в книге:
Phillips S.J., Whisnant J.P. Hypertension and stroke. In: 

Laragh J.H., Brenner B.M., editors. Hypertension: patho-
physiology, diagnosis, and management. 2nd ed. New York: 
Raven Press; 1995. p. 465–78.

Материалы конфе-ренции:
Kimura J., Shibasaki H., editors. Recent advanc-

es in clinical neurophysiology. Proceedings of the 
10th International Congress of EMG and Clinical 
Neurophysiology; 1995 Oct 15–19; Kyoto, Japan. 
Amsterdam: Elsevier; 1996.

Доклад на конференции:
Bengtsson S., Solheim B.G. Enforcement of data protec-

tion, privacy and security in medical informatics. In: Lun K.C., 
Degoulet P., Piemme т.Е., Rienhoff O., editors. MEDINFO 
92. Proceedings of the 7th World Congress on Medical 
Informatics; 1992 Sep 6–10; Geneva, Switzerland. 
Amsterdam: North-Holland; 1992. p. 1561–5.

Научный или технический отчет:
Smith P., Golladay К. Payment for durable medical equip-

ment billed during skilled nursing facility stays. Final report. 
Dallas (TX): Dept. of Health and Human Services (US), 
Office of Evaluation and Inspections; 1994 Oct. Report No.: 
HHSI-GOEI69200860.

Диссертация:
Kaplan S.J. Post-hospital home health care: the el-

derly’s access and utilization [dissertation]. St. Louis (MO): 
Washington Univ.; 1995.

Патент:
Larsen C.E., Trip R., Johnson C.R., inventors; No-voste 

Corporation, assignee. Methods for procedures related 
to the electrophysiology of the heart. US patent 5,529,067. 
1995 Jun 25.

Кодекс Федеральных правил:
Informed Consent, 42 C.F.R. Sect. 441.257 (1995).

Словари и аналогичные издания:
Stedman’s medical dictionary. 26th ed. Baltimore: 

Williams & Wilkins; 1995. Apraxia; p. 119–20.

Классическая литература:
The Winter’s Tale: act 5, scene 1, lines 13–16. The com-

plete works of William Shakespeare. London: Rex; 1973.

Неопубликованные материалы / Материалы в печати:
Leshner A.I. Molecular mechanisms of cocaine addic-

tion. N Engl J Med. In press 1996.

Публикация из Intеrnet:
Poddubny I.V., Vasiliev A.V., Faizullin A.K. et al. Tissue en-

gineering reconstruction of urethra in children suffering se-
vere hyposplodias: experimental and clinical findings. http://
celltranspl. ru/journal/experim/?MESSAGES[1]=SHOW_ 
PUBLICATION&PUBLICATION_ID=806.

РАЗМЕР РУКОПИСИ

Обзорные статьи:
не более 30 страниц машинописного текста.
Оригинальные исследования:
не более 15 страниц машинописного текста.
Исторические статьи:
не более 15 страниц машинописного текста.

ПОДГОТОВКА СТАТЬИ К ПУБЛИКАЦИИ

редакция имеет право вести переговоры с авторами 
по уточнению, изменению или сокращению рукописи. все 
присланные материалы по усмотрению редколлегии на-
правляются для рецензирования членам редакционного 
совета или экспертам-консультантам в данной области. 
Принятые статьи публикуются бесплатно. рукописи и от-
тиски статей авторам не высылаются. редакция оставля-
ет за собой право вносить в текст рукописей, принятых 
к опубликованию, терминологические, стилистические 
и грамматические правки, изменять количество и кор-
ректировать иллюстрации и таблицы. После опублико-
вания в журнале «Гены & клетки» материалы могут быть 
размещены на сайте http://www.celltranspl.ru.

Редакция журнала в обязательном порядке за-
ключает с авторами договор о передаче авторских 
прав. Образец договора находится на сайте журнала.
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INSTRUCTIONS FOR AUTHORS

JOURNAL STRUCTURE

The journal includes several sections such as «Reviews», 
«Original Research», «Discussion and Theoretical Back-
ground», «Stem cells business», «Editorial's», «History».

GENERAL INSTRUCTIONS

Submission: Contributions to any aspect the jour-
nal covers that meet the requirements are accepted for 
publication.

Manuscripts must be sent to 119991 Moscow, Gubkina 
st. b. 3–2.

Tel. +7 (495) 646-80-76 in two copies and on disc, 
1.5 line spaced with 3-cm left, 1-cm right and 2,5-cm top/
bottom margins.

Besides, manuscripts except the original research may 
be submitted by e-mail redaktor@celltranspl.ru.

All pages except the title page should be numbered 
(at the upper center). Manuscripts could be returned shelved 
to the authors unless they satisfy the General Instructions 
requirements. Materials published elsewhere or being un-
der consideration by another journals will be rejected.

Title page: The title page should include the names 
of all the authors, a short running title, affiliations (names 
of department[s]/ laboratory[ies] and institution[s] where the 
work was done), 5 to 10 key words. The name, the highest 
academic degrees of the institution head should be provided 
within the brackets. The original investigation reports must 
be proved by the head of the institution where the study is held.

Abstract: A 250-word abstract should be provided 
for all articles. [The editorial department will edit abstracts 
that are too long.] The abstracts should include the aims 
of investigation, general procedures (selection of objects 
to be studied or laboratory animals, methods of investiga-
tion or analysis), results (specific findings and their statis-
tic significance), and conclusion. Abstract will be translated 
into Russian by the publisher’s editorial department.

Text: The text should be a Word-processed A4 format 
document in the 14-th Times New Roman font without hy-
phens. All pages should be numbered in the upper center. 
Complex formulae and citations should be signed on the mar-
gins by authors. Materials and methods of the investigation 
should be described in details, with the proper names of re-
agents used, their producers and country. In case reports, 
patients’ names, history identifications especially in pictures 
or photographs should be omitted. In case of people partici-
pation in the clinical research, provide the information if they 
signed the informed consent as well as is there is the approval 
of the ethic committee and that of the scientific board of the in-
stitution where this investigation was performed. Manuscripts 
that do not provide this information will be rejected.

In case of reports on experimental animals, indicate 
if the experiment was held according to the rules of keeping 
and handling experimental animals accepted in your institu-
tion, the national laws and the international regulations.

Last page: The last page should include the signatures 
of all the authors, their full names, the highest academic 
degrees and the corresponding author’s complete mailing 
address, telephone/fax and e-mail.

Illustrations: As illustrations original schemes, pic-
tures, micrographics, diagrams are accepted for publi-
cation. All the pictures and diagrams should be provided 
as separate files in a tiff format with the primary resolu-
tion of 300 dpi and the linear width of not less than 7 cm. 
Legends are acceptable only on a printed copy or on picture 
copies. Diagrams should be grey and green.

The edition does not guarantee a high quality of repro-
duction of inappropriate illustration(s), and reserves the 
right not to reproduce an illustration(s) unless its quality 
meets the editorial requirements.

REFERENCES

Citation in text: All references should be cited in the 
text and numbered consecutively using Arabic numbers 
in square brackets in accordance with the list given in the 
end of the article.

Reference list: Presentation of the references 
should be based on NLM formats in Index Medicus. The 
author-date system of citation is not acceptable. Titles 
of journals should be abbreviated according to Index 
Medicus. The list of Index Medicus — indexed journals 
could be obtained at NLM (http://www.nlm.nih.gov). 
All authors should be listed; if there are five authors 
and more, only the first three should be listed, followed 
by «et al.». Authors bear total responsibility for the accu-
racy and completeness of all references and for correct 
text citation.

SPECIFIC FORMATS

Review articles:
not more than 30 pages of typewritten text.
Original research:
not more than 15 pages of typewritten text.
Historical material:
nor more than 15 pages of typewritten text.

EDITORIAL ASSESSMENT AND PROCESSING

The editorial department reserves the right to con-
sult the authors about refinement, modifying or shorten-
ing manuscripts. All contributions to the journal could 
be peer reviewed by members of the Editorial Board 
or submitted to expert consultants at the discretion 
of the editorial department. Accepted materials are 
published free of charge. Manuscripts and facsimile 
copies are not returned to the authors. Having been 
published in «Genes & Cells» materials will be published 
at http://www.genescells.com.



BIOCAD является одной из крупнейших биотехнологических инновационных компа-
ний в россии. Более 20 лет компания успешно объединяет научно-исследовательские 
центры мирового уровня, современное фармацевтическое и биотехнологическое произ-
водство, а также систему доклинических и клинических исследований, соответствующую 
международным стандартам.

Миссией BIOCAD является улучшение и продление жизни людей посредством предо-
ставления эффективных, безопасных и доступных комплексных решений в области ле-
карственного обеспечения.

BIOCAD ведет полный цикл создания лекарственных препаратов: от поиска молекулы 
и генной инженерии до массового производства и маркетинговой поддержки. Препараты 
компании предназначены для терапии онкологических, аутоиммунных и других социаль-
но значимых заболеваний. Продуктовый портфель в настоящее время состоит из 63 ле-
карственных препаратов, из которых 10 — оригинальные, а 23 продукта — биологиче-
ские. Более 40 продуктов находятся на разных стадиях разработки.

в BIOCAD работает более 3000 человек, из которых треть — ученые и исследователи.









Пао «иСКЧ» (институт Стволовых Клеток Человека) — российская многопрофильная биотехнологическая 
компания, основанная в 2003 году.

Направления деятельности иСКЧ — научные исследования, разработка, а также коммерциализация 
и дальнейшее продвижение на рынке собственных инновационных лекарственных препаратов и высоко-
технологичных медицинских услуг.

Компания ставит целью формирование новой культуры медицинской заботы о человеке — развитие 
здраво охранения в области персонализированной и профилактической медицины.

иСКЧ принадлежит банк персонального хранения 
стволовых клеток пуповинной крови Гемабанк® — 
крупнейший в рФ и СНГ, а также банк репродуктив-
ных клеток человека — репробанк® (персональное 
хра- нениеидонация).

Компания вывела на рынок первый российский ген-
нотерапевтический препарат для лечения ишемии 
нижних конечностей атеросклеротического генеза — 
Неоваскулген®, а также инновационную медицинскую 
технологию применения дермальных аутофибробла-
стов для восстановления кожи с признаками возраст-
ных и иных структурных изменений — SPRS- терапия®.

иСКЧ реализует социально-значимый проект 
по развитию лаборатории и сети медико-гене-
тических цент ров Genetico® для предоставления 

услуг гене тической диагностики и консультирова-
ния с целью раннего выявления и профилактики 
наследственных заболеваний, а также патологий 
с генетической составляющей (включая преимплан-
тационную генети ческую диагностику, неинвазив-
ное пренатальное тестирование, а также сервисы 
в области онкогенетики и биоинформатики на осно-
ве NGS /расшифровка генома человека и его ин-
терпретация, диагности ческие панели на отдельные 
категории и случаи заболеваний).

Компания развивает свои продукты и услуги как 
на российском,так и на международном рынке.

иСКЧ — первая публичная биотехнологическая ком-
пания в россии, эмитент сектора рии Московской 
Биржи (тикер: ISKJ).

Проекты ИСКЧ охватывают следующие сегменты современных биомедицинских технологий:

генная терапия регенеративная 
медицина (клеточные 
сервисы и препараты, 

тканеинженерные 
продукты)

медицинская генетика, 
в т. ч. репродуктивная 

(генетическая 
диагностика 

и консультирование)

биострахование биофармацевтика 
(в рамках 

международного 
проекта «СинБио»)



www.genescells.ru


