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причиной различных мышечных дистрофий, 
как правило неактивны в  указанных выше 
видах клеток. Тогда для восстановления 
синтеза белка возможно применение системы 
активации CRISPR/dCAS9-SAM c отработкой 
методики по следующему пути: 1) получение 
клеток из биоптата пациента; 2) актива­
ция целевого гена (внесение dCAS9-SAM); 
3)  коррекция мутации в  целевом гене (с  по­
мощью технологии CRISPR/Cas9, внесени­
ем генотерапевтических конструкций или на 
уровне РНК с  использованием микроРНК, 
кшРНК и  др.); 4) детекция продуктов экспрес­
сии гена. Для клеток HEK293, не имеющих па­
тогенных мутаций в “мышечных” генах, можно 
искусственно активировать транскрипцию та­
ких генов и  затем применять методы генной 
инженерии для разработки терапии или изуче­
ния развития заболеваний.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В работе продемонстрирована концепция 
создания ТА-клеточных культур. Нами была 
успешно использована технология CRISPR/
dCas9-SAM для создания in vitro модели 
дисферлинопатии с  применением нокаутных 
фибробластов из десны пациентов с  мутацией 
в  гене DYSF и  клеток HEK293Т_ТА. В  куль­
турах, несущих компоненты SAM, была акти­
вирована транскрипция DYSF путем внесения 
специфической sgRNA. В  полученных клет­
ках HEK293Т_ТА детектировали мРНК ге­
на DYSF и  белок дисферлин. мРНК гена 
DYSF была обнаружена и  в  фибробластах 
после ТА. Далее созданные тест-системы 
дисферлинопатии будут использованы для 
оценки эффективности генотерапевтических 
конструкций и перманентного экзон-скиппинга 
(пропуска экзонов).
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Scientists need cell models from human tissues to develop methods of gene therapy and genome editing 
for monogenic diseases. It is preferable to use minimally invasive methods to obtain samples; these tissues 
can be applied for further screening in order to select the most effective approach to restore the synthesis 
of the target protein. We used the CRISPR/Cas9-SAM transcriptional activation system, which ensures 
expression of the DYSF gene in HEK293Т cells, as well as in fibroblasts from patients with dysferlinopathy 
(c.2779delG (Ala927LeufsX21)). After targeted activation of DYSF, it was possible to detect the main gene 
products: mRNA and protein (HEK293Т_ТА) and mRNA (fibroblasts). Transcriptionally activated dysfer­
lin-deficient fibroblasts and HEK293 cells can be used to evaluate the in vitro efficacy of gene therapy for 
dysferlinopathies.

Keywords: muscular dystrophy, dysferlinopathy, dysferlin, genome editing, transcriptional activation, disease 
models, CRISPR/Cas9, fibroblasts


