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[Byxueno4yeyHble pa3pbiebl HK, nHoyunpyembie
NOHU3NPYIOLLEN pagnaunen, pagmoakTMBHbIM pacnagom,
yneTpadpmMoneToBbIM U3NTy4YeHMEM, BbI3blBaOT NepBUYHOE
nospexaeHue HK u aBnatotca Hanbonee onacHbIMU ANs KNETKU
noBpeXxaeHnsMu.

KneTo4dHble cuctemsol penapaumn JHK pacnosHatoT n
NOBTOPHO coeauHAIT pasopBaHHyto [HK kak mexaHnsmom
He20MO0J102U4YHO20 COeOUHEeHUSs KOHUO08, TaKk U 20MOJ1I02UYHOU
pekoMbuHayuel c NCNOMNb30BaHMEM CECTPUHCKON XPOMOCOMBI.

B nepBom cny4ae, Kak npasuno, HapywaeTca yHKLNSA reHa C
HeraTMBHbIM BNUAHNEM Ha OpraHM3M B LIENIOM, BO BTOPOM
nospexaeHue [HK ycTtpaHsaeTca 6e3 nocneacrTesun.

NHXeHepHble 3HOOHYKIeasbl, UCMOoSib3yeMble B HOBbIX
TEXHOSOMMSAX pegakTupoBaHns reHoma, MoryT obecnevnTb
penapauuto IHK B LeneBom y4yacTke reHoMa, B TOM 4Yucne ans
9 PEKTUBHOIO BHEAPEHUA NPEeaCcTaBALWMX UHTEPEC NTEHETUYECKUX
Bapuauun.


Выступающий
Заметки для презентации
Двухцепочечные разрывы ДНК, индуцируемые ионизирующей радиацией, радиоактивным распадом, ультрафиолетовым излучением, вызывают первичное повреждение ДНК и являются наиболее опасными для клетки повреждениями. 
Для предотвращения вредных эффектов клеточные системы репарации ДНК распознают и повторно соединяют разорванную ДНК как механизмом негомологичного соединения концов, так и гомологичной рекомбинацией с использованием сестринской хромосомы. В первом случае, как правило, нарушается функция гена c негативным влиянием на организм в целом, во втором повреждение ДНК устраняется без последствий. Инженерные эндонуклеазы, используемые в новых технологиях редактирования генома, могут обеспечить репарацию ДНК в целевом участке генома, в том числе для эффективного внедрения представляющих интерес генетических вариаций. Благодаря новым технологиям геномного редактирования были достигнуты огромные успехи в   создании генно-модифицированных лабораторных животных для различных целей.



PucyHok 1. Cxema paboTbl Hanboree 4acTo UCNONb3yeMbIX pefakTopoB
reHoma (ZFNs, TALENs, CRISPR) ans BBegeHusa ueneBbiX Moaudukaumm

B NreHOMbI XNBOTHDbIX.
ZFNs UQ‘FEH- 2 ¢
AT URR LA VAN

Fok1 _%o

<
CRISPR/Cas8 \
PaM
/ Cas9
(I
@) Wei et al., Scientific Reports | 5:11735 |

- DOI: 10.1038/srep117352015




" SN
WW

Non homologous end Jmmng Homology directed repair
Small insertions i- Small deletions \ \ m \\ \

TN,
OOCEZZEDONK YOI

Wei et al., Scientific Reports | 5:11735 |
DOI: 10.1038/srep117352015



E
TpydHocmu, cBA3aHHblE C peakTUpoBaHNEM reHoMa AOMalLLHero ckoTa:
- cbop n co3peBaHUE ramer,
- BBEAEHME peareHToB peaakTMpOBaHUS,
- KINOHMPOBAHME U NepeHOC IMOPUOHOB CUHXPOHU3NPOBAHHBIM CyppOraTHbIM
MaTepsim.

- MO3au4HOe NMOTOMCTBO C MNocreaywmm passegeHunem ang nonyvyenma M
XUBOTHbIX - ANUTENbHbIN N AOPOroCTOALLNK NpOLIECC.

Lenu pedakmupoeaHusi 2eHoma:

- BbIICHEHME DYHKLUNM FEHOB U BbiABIIEHNE NPUYNHHO-CINEOCTBEHHbIX CBA3EN
OCHOBHbIX MPOAYKTMBHLIX MokasaTtenewn,

- TOYHOE BBe[EHUE MOosfie3HoN reHeTu4Yeckom mogudukalmm B nporpaMmmax
pa3BefeHNd MOrosioBbA CKOTa C 3a4aHHbIMWN XapakTepuUcTuKkamu:
- UCrpaBneHne reHeTUYeCKNX 0edoeKkTos,
- MHaKTMBaUMA HexenaTernbHbIX reHOB,
- NepeHoC MNosiesHbIX ansienen reHoB Mexay nopogamMu.

PenaktnpoBaHmne reHOB MOXET CTaTb MOfe3HbIM NHCTPYMEHTOM B 38010y uU
ceJieKyuu XueomHhbIX 3a CYET YMEHbLUEHUSA MHTepBanoB reHepaunm
HeobxoAuMbIX MyTaLMK B rameTax in vitro


Выступающий
Заметки для презентации
Процессы, связанные с редактированием генома домашнего скота, до сих пор остаются трудоемкими и в настоящее время малоэффективными. Это -  целый ряд этапов и мало предсказуемых и воспроизводимых биологических переменных: сбор и созревание гамет, введение реагентов редактирования, клонирование и перенос эмбрионов синхронизированным суррогатным матерям. На каждом этапе имеются свои собственные ограничения. Микроинъекции эмбрионов часто ведут к получению мозаичного потомства, и последующее разведение для получения гетерозиготных генно-модифицированных потомков - длительный и дорогостоящий процесс, особенно для получения крупных сельскохозяйственных животных. Тем не менее, новые методы редактирования генома дают многообещающие возможности для животноводства. 
	Инструменты редактирования генома могут быть использованы как для выяснения функции генов и выявления причинно-следственных связей основных продуктивных показателей, так и для точного введения полезной генетической модификации в программах разведения поголовья скота с заданными характеристиками. Генные модификации могут включать в себя исправление генетических дефектов, инактивацию нежелательных генов, перенос полезных аллелей генов между породами.  Редактирование генов может стать полезным инструментом в эволюции селекции животных за счет уменьшения интервалов генерации необходимых мутаций в гаметах in vitro 
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Pa3eegeHne KPC Begetcsa B Tpex HanpasfeHUsaX — MSICHOE, MOFNTOYHO-MSICHOE U
MOJSIOYHOE C Liefblo NofyyYeHns NpoayKUum HY>XKHON KaTeropun.
3a nocnegHue 30 neT 6biNK co3aaHbl TPAHCTEHHbIE KOPOBbLI AN TakuX Lieneun Kak
- 9Kcnpeccust hapmaueBTUYECKNX DEnKos,
- yBENU4eHne gonu beta- n Kkanna-kasenHa B MOJSoOKe,
- NOBbILLIEHNE YCTONYMBOCTU K BONE3HSAM,
- YBENMNYEHMNE MSICHOW NPOAYKTUBHOCTH.

KopoBbe MOMoOKo - Hanbonee pacnpoCcTpaHEHHbIN NMULLEBOW annepreH. Anneprmus K
MOJOKY BbISIBMSIETCA:
17,5 % Oeten mnagliero Bo3pacTa,
13,5 % — neten B Bo3pacTte oT 5 Ao 16 ner,
4 % — B3pOCnoro HaceneHus [Fiocchi et al., 2010].

CeHcunbunmnsauus k 6enkam Monoka siBfsieTcs Hadanom popmmpoBaHus psga
NaToNorM4YecKknx NpoLeccoB, TakMX Kak OpoHXmanbHas actMa, KpanmeBHULA, atonnyeckni
AepMaTuT, ANCPYHKLMN XKenyaovHOo-KULWeYHoro TpakTta. luwesas anneprus B psge
crydaeB nNpeaLwecTByeT pa3BUTUIO BblpaXXEHHOM MblNbLEBOW ansneprun [Restani et al.,
2009].

OCHOBHOIM MOSMOYHbIN ansiepreH - 6enok MOMOYHOW CbIBOPOTKM B-nakTorno6ynuH
(b).

HokayT reHa BJI[' ¢ nomMoLLblo TEXHOMOMMM reHHOro peakTupoBaHUs NMOMHOCTLIO
pewaeT npobnemy cosgaHust rmnoansiepreHHbIX MOMOYHbIX MPOAYKTOB.
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Ta6bnuua 1 — Pabotbl no moancpukaumm reHa 6eta-nakrornodbynmHa KPC m
KO3, 3aBepLUMBLUMECA NOSIyYeHUeM peAaKTUPOBaHHOro NOTOMCTBA

Bun Tun KNeTok Metog | Moandukauyus/ Pepaktop | Ccbinka
mexaHuam (OHK matpuua
KPC dOb, SCNT Ho® KO/ NHEJ ZFN Yu et al., 2011
dOb, SCNT Ho® KO/ NHEJ ZFN Sun et al., 2018
3UroTbl LN KO/ HDR ssODN TALEN Wei et al., 2018
Kosbl POB, SCNT arl Kl, KO/ HDR (reH TALEN Cuietal., 2015
naktodgeppuHa YyerioBeka
B nNokyc BLG)
dOb, SCNT arl Kl, KO/ HDR (reH TALEN Song et al., 2016
naktodgeppuHa yeroseka
B Jiokyc BLG)
Y®b n Pk, ar Kl, KO/ HDR (reH anbpa | TALEN Zhu et al., 2016
SCNT naktanbbymmHa
yenoeka B nokyc BLG)
3UroTbl LI KO/ NHEJ CRISPR/ | Zhou et al., 2017
Cas9

lMpumevyaHue. PPO6 - pemarnbHbie hubpobnacmel; YOb — ywHbie ¢oubpobrniacmbel; SCNT
(Somatic cell nuclear transfer) - nepeHoc si0pa comamu4eckou Krnemku, H® — HykneogheKkyus;
3l — anekmponopauyus; LUNMMW — yumonnasmamudeckasi uHbekuus; NHEJ (non-homologous
end joining) — Hezomomnoau4Hoe coeduHeHue koHuos; HDR (Homology directed repair) —
2omorioauel HarnpaeneHHas penapayusi;, SSODN — oOHouernode4yHbil onuaoHykneomud; KO
(knockout) — Hokaym; Kl (knock-in ) — eeedeHue eeHos; ZFN, TALEN, CRISPR/Cas9 —
3HOOHYKreasHble Memoldbl pedakmuposaHusi 2eHO8.




Cxema ZFN-mogudcmkaumm reHa BLG KPC
E1 E2 E3 B4 E5 ES E7

BLG

COCAGGCCCTCATTGTG: AL AT TAAAL S T EAA,
GGG TCCGGEAGTAM AG TGGIACTTICCOGGALCT —
kD

+ Nucleofection

Chr11

CnpaBa: Metogonorua nonydyeHna KPC KO-reHoM ¢ nOMOLLbIO
MPHK ZFNs n SCNT.

-MonyyeHHbIn 13 nnasmuabl BLG-ZFNs MPHK-TpaHckpunT, In
vitro.

-KnetoyHaga nuHma 46-gHeBHbIX oeTanbHbIX mnbpobnacTos
TeneHka (BFF). v+ l|dentification of the positive
- Knetkn BFF TpaHcduumnposaHbl MPHK BLG-ZFNs — single clone
HyKneogeKkuns.

- Uepes 24-48 4 pa3BefeHHy0 KyrnbTypy BblicenBanu ans
oOpa3oBaHUsA O4HOKIETOYHbIX KonoHu (okono 500 knetok/10 + N
CM2).

- OQHOKIETOYHbIE KOMOHUM Nnocne KynetemnposaHus 7-10 gHen.
- CKPUHWHT OQHOKJTETOYHbIX KOFTOHUI CEKBEHMPOBAHNEM.

- lna HykneoTpaHcdekuun n ona reHepauunmn dnannensHoro KO
BLG KPC Bblbupanu cooTBeTCTBYIOLLUIN KIOH.

b

+  limited dilution culture

)

il

T(nuclear transfer)

b

[Yu et al., 2011; Sun et al., 2018]
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A) Mpumep cukeeHca MNMLP-amnnudurkata OgHOKNETOYHON KOMOHMW. Y MYTaHTHOM KONOHUM B obnactn muwenn ZFNs (BbligeneHo
MONEeTOBbIM) NOSABASATCA ABONHbIE NUKN (KpacHasa pamka). B) cukeeHc [JHK knoHMpoBaHHOro 6blvka: Gu-annenbHbIn MyTaHT B
nokyce BLG — geneunn 9 n 15 n.H.. C) cnkBeHc OHK knoHnpoBaHHOM TeNoYku: bun-annenbHbli MyTaHT B nokyce BLG — geneunn

17 n 16 n.H..D) KoHueHTpauusa OCHOBHbIX BENKOB B MOSTIOKE KOHTPOSbHbIX XKMBOTHbIX U B Monoke KO BLG kopoBbl. E) BecTtepH-
GnoTT 06pa3LoB MonoKa.

[Yu et al., 2011; Sun et al., 2018]



TALEN-moaudunkaumsa reHa BLG

A) MocneposatenbHocTh reHa BLG ocHoBHbIX nonnmopdos: A (WT-A) u B (WT-B) ¢ cantamm ceasbiBaHna TALEN
(cepble NpPsIMOYronNbHUKM) U MECTOM pacLienneHuns (ctpenka). BeipoBHeHHass HDR-matpuua (ODN 986) cogepxut aBa Y-u
OOMH S-HyKneoTng B Tpex cavTtax nonumopduama. NogyepkHyT canT pacno3HaBaHusa pectpuktasbl Sfol. Hayano n cron-
KOAOHbI BblAEMNEHbI XXUPHbIM LLUPUTOM.

B) BbipoBHEHHbIE NOCHEN0BATENBHOCTM OTPEeAaKTUPOBAHHbIX annernen, nokasblBalLLmMe KOHEYHbIE TOYKN YeTbipex
naeHtTudmumpoBaHHbix geneunn (9, 21, 24 n 66A). Ceepxy - COOTBETCTBYHOLLME aMUHOKUCIIOTHbLIE MNOCNEeL0BaTENbHOCTH

B 0AHOBykBeHHOM Koge. CTpoYHbIMM ByKkBaMu - aMUHOKUCIIOTbI CUTHANbLHOro NenTuaa, NPONUCHLIMU - aMUHOKUCHOTbI
3penoro Genka.

[Wei J. et al., 2018]



Tenouka 1601 B Bo3pacTe 19 mecsues,
nonyyeHHaa TALEN TexHonoruen
pefakTMpoBaHus, METOAOM LIMTOMNSIa3smaTUyYeCcKon
MUKPOVHBEKLNN 3UTOT (KPOME Hee NonyyeH
6bi4ok 1602).

Copepxanune BLG B monoke KO BLG Tenouyku
Ne1601. A) SDS-INMAAT-anekTpodopes,
okpacka Kymaccu; B) BecTtepH-6rnoTT aHanus
SDS-IMAAlpa3Hbix Npob monoka. WT — Monoko
OT 0aHon kopoBbl agnkoro Tnna; WTP -
obbeanHeHHas Nnpoba Monoka OT HECKOMbKNX
kopoB aunkoro Tuna; 1601 d4 n d5: obpaseu
mMonoka ot 1601 roga Ha YeTBepTbI U NATbIN
OeHb nHayumpoBaHHon naktaumm; KD -
Monoko TpaHcreHHom nnHum KO BLG KPC.
HabntopatoTcst Bce OCHOBHbIE MOJIOYHbIE
6enkn n ykopoyeHHole ¢opmbl BLG (BLGY).

1601
[Wei J. et al., 2018]



LleneBas nHterpaumnsa reHa hLF B nokyc reHa BLG B ceTanbHbix ¢hubpobnacrax Ko3bl.

UA [ ==
BamHI 45kb 3 probe BamHI
BLG locus: - ’F B — .3
e ATG neGprabe T
pBLG-hLF-neo: ——{ 5arm | hiFpA WM PGKwneo W 3am | PGK-TK |—
«877bp>+— 24kb —><+— 2.0 kb —>+780 bp>
l TALEN-induced HR
LP1_ ’“‘l@ neg probe Lp3 3 probe
Targeted allele: — {__hiFpA BIPGKmeo h—2—F8———/+—i
BamHI VLR sawp UPAT BamHI

B

5" Junction:

LP1
= cacccagcaccageattee 5 Arm ATG sig atcatcglcacccagac

pBLG-hLF-neo == -gegaccgegeatics §' Arm ATG sig atcatcotegicticigageiagealgaaackt AEFpA
#08 cacccageaccageattcs 5 Arm ATG sig atcategtcfiCiCiEgagciagcalgaaac NLFpA
< LP2
3 Junction:

catgaaaggcciggacate 3' Arm gaggagetgaageccacceoegy . = LP3

PEKREeIIFIEtagagiegastyctggacate 3' Arm gaggagetgasategat——

FEKnecliiPlciagagtegactgcciggacate 3' Arm gaggagelgaageccacoeeoy
LP4 =

[Cui et al., 2015]

A) MNMUP-aHann3 gna ckpuHuHra mogndunkaumm ¢
ncnonb3oBaHnem goHopHon nnasmunabl pBLG-hLF-neo.
AHann3 HEOMULNH YCTOMYMBLIX KNOHOB - [P ¢ npanmepamu
LP3 n LP4 (1,9 tnH). AHanua MNUP-hLF nonoxutenbHbIx
KIOHOB - ¢ npanmenamu LP1 n LP2 (2,7 TnH).

(B) cpaBHeHue nocnegoatensHocTen 5' n 3' coeguHeHuin
mexay reHomHon [HK aukoro Tuna n goHopHon OHK (BLG+ /
hLF ko3a #08). MecTta HecoBnageHnn 5'mn 3' KOHUaxX
noHopHon [HK ¢ reHomHon [HK nogyepkHyThbl. 5' 1 3' KOHUbI
kacceTbl akcnpeccumn (hLF-pA/PGK-Neo) okpalleHbl B cepbin
LBeT; y4acTkm loxP — kpacHble TpeyronbHUKU. XKUpHbIM
wpugtom - 16 HykneotmaoB reHa BLG, 3ameHeHHble hLF-
pA/PGK-Neo. “sig” - curHanbHasa nentuaHas
nocnepoBaTenbHOCTb reHa BLG.



NonyyeHne reHHo-moandUUMpoBaHHbIX K03 (reH BLG) ¢ nomoubio
MukpounHbekumm CRISPR/Cas9 koMnoHeHTOB

5g1

g3

TTGCCCTEGECCTEGCCCTCGCCTGTGGCATCCAGGCCATCATCGTCACCCAGACCATGAAAGGCCTGGAC
AACGGGACCCGGACCGEGAGCGGACACCGTAGGTCCGGTAGTAGCAGTGGGTCTAGGTACTTTCCGGACCTG

892

KO3bl.

X

Cxema KOHCTpyKLUS
sgRNA ansa nokyca BLG

TIBLGF B _ . < T8GR Exon 2
BLG gene
sgRNA(ng/pL) Cas9 mRNA (ng/pL) Injected embryos/ Recipients/ Pregnancies Newborns Targeted (%)
Transferred embryos
sg1(10) 20 36/27 10/5 8 1(12.5%)
592(10) 48/29 10/5 7 0(0%)
5g2+503 (25+25) 100 59/15 15/3 4 1(25.0%)
5g2+503* (50+50) 200 50/32 30/5 7 2 (28.6%)
Pe3ynbmamsbi cekeeHupoegaHusi BLG-mMmoduguyupoeaHHbIX KO3/15im
Cas®: 20ng/uL #81 2 |GCCCTGGGCCTGGCCC TCGCCTGTGGCATCCAGGCCATCATCGTCACCCAGACCATGAAAGGCCTGGA WT
sgRNA: 10n ﬂ UM © | eeceTeseecTs CGTCACCCAGACCATGAAAGGCCTGGA  -29bp, 12/12
Casg: 100ngihL GCCCTGGGCCTGGCCCTCGCCTGTGGCATCCAGGCCATCATCGTCACCCAGACCATGAAAGGCCTGGA  WT
sgRNA: 25ngiuL | #B2-10 GCCCTGGGCCTEGLCCTCGCCTGTGGCATCCAGGCCA-- GCCTGGA  +2bp, -2dbp, +11bp, 4/12
GG CCACCACCCTC
i GCCCTGGGCCTGGCCCTCGCCTEGTGGCATCCAGGCCATCATCGTCACCCAGACCATGARAGGCCTGGA WT
#B2-4 TGTGGCATCCAGGCCATCATCGTCACCCAGACCATGAAAGGCCTGGA  -49bp, 4/13
Cas%: 200ng/pL | GG -138bp, +3bp, 2/13
sgRNA: 50ng/pL 6
HB2-6 GCCCTGGGCCTGGCCCTCGCCTGTGGCATCCAGGCCATCATCGTCACCCAGACCATGAAAGGCCTGGA  WT
GCCCTTGCCCTGrmerereerrmmeseremneer- TGGCATCCAGGCCATCATCGTCACCCAGACCATGARAGGCCTGGA  -11bp, 2PM, 5/15

[Zhou W. et al., 2017]
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AHanu3 reHoTuna mn akcnpeccun BLG B Monoke n Mofio4Homn 35—
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A) cpaBHeHue Leneson obnactn gDNA B Mono4HbIX xenesax ko3 BLG

KO (#B1-2) n WT, a Takke kQHK BLG KO.KpacHble nnHuun ykasbiBatoT

Ha geneuwnto 29 nH B nokyce BLG. 15— a— 2"
B) aHanus akcnpeccun BLG npu nugyumpoBaHHOM nakTauumu. L

C) aHanu3 cbiBOpOTO4HOro 6enka 13 ropMmoHarnbHO MHAYLIMPOBAHHOIO

Ko3bero monoka. KpacHbin TpeyronbHuk - WT BLG.

[Zhou W. et al., 2017]
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Llenb Hawmnx nccnegoBaHUN:

CosgaTtb reHeTUYecKyto KOHCTpyKuuto, cogepxawyto reH GFP nog CMV npomoTtopom
ONa UHTerpaumm romonornyHon pekomomnHaumnen B nokyc eeHa BLG KPC npwu
COBMECTHOW MUKPOMHBEKLUN C CanT-cneUndPUYHbIMU KOMMOHEHTAMN CUCTEMBI
CRISPR/Cas9.

PolyA Site 1
S3-R
Repeat Region 1

.......

geH BLG \ \ / /
P I )
i : = — ; o
Hampe o I emv elnhancer! s (Expipart. | Exf
A promoter bGH polyA 3'ha

Cxema eomosioauyHol pekombuHauuu eeHHou KoHempykuuu BLGemvEGFP ¢ eeHom BLG 6 pe3ynbmame
pabomsi CRISPR/Cas9 cucmemsbi. lNokasaHbl: g51, g52, g31, g32 — muweHu 0nsi gRNAS; nnedu aomonoauu
5'ha u 3'ha; cmpykmypHbie arieMeHmMbI 2eHa U KOHCMPYKUUU,; rpatmepsil.



pTZ3'haBLG

AMS5bp

pTZhaBLG
4637 bp

Byl 11

T
= MI3R

YhaBLG

resfriction
b — triction
yrr n‘gaunﬂ/ Eagl, EGFP PBLGCMVEGFP
AlkPh ) '
A“F GFPET |
mnm@ 5':-::1.:3 ' ligation R
FhaBLG " Xbal | /::1 ¥ promater iy
Ext1 4 / - TN MIBF
4 i Ex1
Xbal | srrsnapic Ml 0 Rl
BLOEY - bp
3837 bp TSN cmv enhancer/ EGH
MiLF Xbal, Eagl promoter EGFP |EH:I-I'[|'AL Eagl

—

Cxema rionyyeHus nnasmud pTZHABLG u pBLGemvEGFP, codepxauwux 5' u 3' nne4yu 2omornoauu K
eeHy BLG rbWAP. Yka3zaHbl OCHO8HbIe calimbl pecmpUuKyuuU (8 pamkax) U cesi3bleaHusi
ucrosib3yemMbix rpatumepos.



lNUP-aHanu3 moduchukayuu eceHa BLG, nosiy4eHHbIX C
ucnosib3oeaHuem komnoHeHmMoe CRISPR/Cas9 cucmembi u HDR-

mMampuuybi

A pair of Amplification product size, bp Detection
primers WT animal Genetically modified

animal
TS5L/ T5R 490 <490 (AG51/G52) Small deletions,
T3L /T3R 397 < 397 (AG31/G33) PAAG
TS5L/T3R 3598 = 320 for

AG51(G52)/G31(G32)
HA5F/ HA3R 3621 = 350 for

AG51(G52)/G31(G32)
HAS5F /HA5R - 1179 (5’HA for HDR) Large deletions, AG
HA3F/ HA3R - 972 (3’'HA for HDR)




" A
Pe3ynbraThbl

1.Paspabotana ctparterusa moandukaumm reHa BLG KPC ¢
ncnonb3osaHnem TexHosnormm CRISPR/Cas9 onsa HokayTa BblOpaHHbIX
FEHOB N canT-crneumndurnyeckon NHTerpaunm reHa MmapkepHoro benka.

2. PaspaboTtaHa ctparermsa aHanmsa BO3MOXHbIX FEHETUYECKNX
mMoaudukaumn SMOPMOHOB, BOSHUKLLMX B pesyrbrate paboThl
MUKPOMHBELNPOBaHHbIX KOMMOHeHTOB cuctembl CRISPR/Cas9 n 'K
(NHEJ, HDR).

|_|OJ'Iy‘-IeHbI reHeTN4eCKMe KOHCTPYKUNN.

- BLGecmvEGFP gna HanpaBneHHOM MHTerpaumMm pekKoMoMHaHTHOroO
reHa EGFP nog koHTponem CMV npomotopa B reHom KPC o,
KOHTPOSib NpoMOTOpa reHa b6eta-nakrornobynuHa (BLG).

- kKoOMNoHeHTbl cucteMbl CRISPR/Cas9 B nnasvunaHon oopme Ha
ocHoBe pX330, kogupytowen Cas9 u rPHK ana reHa BLG KPC (no gse
nnasmuabl K 5’- n 3’- obnactam dparmenToB reHa LG KPC. Ha ocHoBe
9TUX nnasmug moryT 6bITb co3gaHbl koMnoHeHTbl CRISPR/Cas9 B PHK

doopme.
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