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РЕЗЮМЕ

Проведение экспериментов in vitro и in vivo зачастую требует создания удобного клеточ-
ного инструментария, позволяющего надежно контролировать специфичность тести-
руемых соединений или подходов в отношении белка-мишени. Идеальным решением 
таких задач является использование клеточных линий, отличающихся по наличию или 
отсутствию единственного интересующего целевого белка. Клонирование и эффектив-
ная доставка кассет, кодирующих такие белки, особенно крупные, как правило, сопря-
жены с рядом трудностей, равно как и нокаутирование кодирующих их генов. В работе 
представлен универсальный подход для преодоления данной проблемы с использова-
нием SAM (Synergistic Activation Mediator)-технологии, основанной на элементах систе-
мы CRISPR/Cas9, в результате применения которого было получено четыре модельных 
изогенных клеточных линии человека (U343, HeLa, HT-1080 и HEp-2) с оверэкспрессией 
белка CD5.
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ABSTRACT

In vitro and in vivo experiments often require construction of convenient cell instruments to 
reliably assess the specificity of the molecules or therapeutic approaches being tested against 
the protein target of interest. Using model isogenic cell lines that differ only in the expression 
of the target protein represents an ideal solution to this problem. Cloning and efficient delivery 
of genetic cassettes encoding such proteins, particularly the large ones, is typically challeng-
ing, much as the knock-out of the respective genes. To tackle this issue, we adapted a CRISPR/
Cas9-based SAM (Synergistic Activation Mediator) platform, and successfully established four 
model isogenic cell line pairs (U343, HeLa, HT-1080 и HEp-2) overexpressing human CD5.
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Список сокращений: ДНК  — дезоксири-
бонуклеиновая кислота, кДНК  — комплемен-
тарная ДНК, 7-AAD  — 7-амино-актиномицин, 
BiTE — Bispecific T cell engager, CAR — Chimeric 
Antigen Receptor, CD  — кластер дифференциров-
ки, CRISPR — Clustered Regularly Interspaced Short 
Palindromic Repeats, FACS — Fluorescence Activated 
Cell Sorting, RNA— ribonucleic acid  — рибону-
клеиновая кислота, SAM  — Synergistic Activation 
Mediator, sgRNA — single guide RNA.

ВВЕДЕНИЕ

Использование таргетных биологических или 
клеточных препаратов, таких как антитела, BiTE, 
CAR T-клетки, низкомолекулярные ингибиторы 
и  т. д., селективно узнающих одну или несколько 
белковых мишеней, неразрывно связано с необхо-
димостью валидации их специфичности, а именно: 
узнавания ими целевого белка и  полного отсут-
ствия узнавания нецелевых белков или эпитопов. 

Традиционно и  за неимением лучших вариан-
тов для решения этой проблемы использовались 
клеточные линии, экспрессирующие и не экспрес-
сирующие интересующие белки-мишени. Очевид-
но, что опухолевые клеточные линии различного 
происхождения отличаются друг от друга не толь-
ко морфологически и  биохимически, но  и гене-
тически, то  есть наличие у  таких линий целевого 
белка может являться не единственным фактором, 
определяющим их чувствительность или устойчи-
вость к тестируемым агентам. В этой связи гораздо 
более корректным способом доказательства специ-
фичности является использование так называемых 
изогенных клеточных линий, отличающихся друг 
от  друга экспрессией лишь одного, целевого, бел-
ка. Создание пар таких изогенных клеточных ли-
ний формально возможно несколькими способами, 
а именно: при помощи доставки кассет, кодирую-
щих интересующий белок, в клеточную линию без 
его экспрессии и, наоборот, за счет нокаутирования 
или снижения экспрессии целевого гена, кодирую-
щего такой белок, в имеющейся клеточной линии.

Существует множество способов, позволяющих 
клонировать и  доставить интересующие последо-
вательности в клетки эукариот, однако, за редким 
исключением, их эффективность резко снижается, 
а  ресурсоемкость, наоборот, растет с  увеличени-
ем размера генетической кассеты [1, 2]. Несмотря 
на  развитие невирусных способов доставки, ос-
нованных на  различных транспозазах и  рекомби-
назах, лишенных многих недостатков вирусных 
платформ, «узким местом» продолжает оставать-
ся клонирование крупных последовательностей 

ДНК и связанная с  этим необходимость проверки 
точности клонирования путем полного секвени-
рования целевой кассеты. Кроме того, несмотря 
на существование обширных библиотек и коммер-
ческих источников полноразмерных кДНК для 
большинства модельных организмов, клонирова-
ние и  оверэкспрессия некоторых «редких» белков 
и их изоформ с крайне узким паттерном и низким 
уровнем экспрессии продолжает оставаться ресур-
созатратной проблемой.

Ситуация коренным образом изменилась с при-
ходом поистине революционной технологической 
платформы CRISPR/Cas9: стало возможно доста-
точно бюджетно и  просто нокаутировать интере-
сующие последовательности генома [3, 4]. Более 
того, опираясь на  модульный принцип организа-
ции CRISPR/Cas9, был разработан способ направ-
ленной активации транскрипции целевых последо-
вательностей генома, названный SAM (Synergistic 
Activation Mediator, или медиатор синергичной 
активации), заключающийся в  использовании ка-
талитически неактивной формы Cas9, сшитой 
с  транскрипционным активатором VP64, химер-
ного белка MS2-p65-HSF1, обладающего способ-
ностью дополнительно усиливать транскрипцию 
и связываться со stem-loop районом РНК фага MS2, 
и, наконец, единой направляющей РНК, образован-
ной аптамерами РНК MS2 и 20–21 оснований, ком-
плементарных протоспейсерной последовательно-
сти в  выбранном припромоторном районе генома 
[5]. Формирующийся таким образом рибонуклео-
протеиновый SAM-комплекс позволяет специфи-
чески активировать экспрессию интересующих 
последовательностей генома. Широкое использо-
вание CRISPR/Cas9- и  SAM-платформ позволило 
значительно упростить и  удешевить проведение 
полногеномных скринингов in vitro и in vivo за счет 
создания библиотек направляющих РНК с  пред-
сказанными уникальными местами гибридизации 
в геноме с достаточным уровнем доступности хро-
матина [6].

Ввиду того что в наших лабораториях проводят-
ся работы по созданию и валидации антител, BiTE 
и  CAR T/NK-клеточных продуктов, нацеленных 
против маркеров перерожденных В- и  Т-клеток 
человека, для оценки специфичности имеющихся 
в  нашем распоряжении агентов было необходи-
мо получить панель изогенных клеточных линий, 
контрастно отличающихся в плане экспрессии (да/
нет) интересующих нас белков. Белок CD5 человека 
экспрессируется на поверхности нормальных и пе-
рерожденных Т-клеток и является привлекательной 
мишенью для терапии ряда неоплазий Т-клеточно-
го генеза [7]. В  этой связи нами была поставлена 
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задача использовать SAM-платформу для направ-
ленной оверэкспрессии CD5 в  четырех CD5-нега-
тивных клеточных линиях человека (U343, HeLa, 
HT-1080 и HEp-2) и получения таким образом четы-
рех пар изогенных клеточных линий, отличающих-
ся друг от друга только наличием экспрессии CD5. 
Подобные линии в дальнейшем будут использова-
ны для in vitro исследований CD5-специфичных 
CAR T/NK-клеток и антител.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Клеточные линии
В данном исследовании было использовано не-

сколько клеточных линий человека, HEK293T, 
U343, HeLa, HT-1080, HEp-2. Все клеточные ли-
нии культивировали в  питательной среде Iscove’s 
Modified Dulbecco’s Medium (IMDM), содержащей 
100 ед/мл пенициллина, 100 мкг/мл стрептомици-
на и 10 % эмбриональной бычьей сыворотки (FBS), 
при 37 °C, 5 % CO2 и пассировали каждые 3–4 дня.

Клонирование
Для создания лентивирусной конструкции, ко-

дирующей единую направляющую РНК к гену СD5, 
был взят вектор lenti sgRNA(MS2)_zeo backbone 
(#61427, Addgene [6]). Данный лентивирусный век-
тор содержит кассету с  MS2 stem-loop последова-
тельностями под контролем U6-промотора челове-
ка. Интересующая спейсерная последовательность 
(GCCAGGGCTGCCATTCAAACA), соответствую-
щая 5’-регуляторной зоне гена CD5 человека, была 
синтезирована ООО «Биоссет» в виде двух компле-
ментарных и  частично перекрывающихся олиго-
нуклеотидов (caccCCAGGGCTGCCATTCAAACA 
и  aaacTGTTTGAATGGCAGCCCTGG). Плавная 
ренатурация подогретой до  95 °C смеси данных 
олигонуклеотидов приводит к  формированию ко-
роткого двуцепочечного фрагмента ДНК с  одно-
цепочечными концевыми последовательностями, 
соответствующими сайтам узнавания рестриктазы 
BsmBI. После лигирования полученного ДНК-фраг-
мента с  очищенной ДНК векторной плазмиды 
61427, гидролизованной BsmBI, была проведена 
трансформация компетентных клеток E. coli штам-
ма Stbl3, селекция бактерий на среде с ампицилли-
ном и наработка рекомбинантной плазмидной ДНК 
61427-gRNA_CD5  с использованием набора GeneJet 
Plasmid Miniprep Kit (Thermo Fisher Scientific).

Получение псевдотипированных 
лентивирусных частиц и трансдукция

Для сборки вирусных частиц была использова-
на клеточная культура HEK293T. Векторные лен-

тивирусные плазмиды (см. ниже) были смешаны 
с плазмидами psPAX2 (кодирует GAG, POL и REV) 
и pMD2.G (кодирует оболочечный белок G вируса 
везикулярного стоматита) в  молярном соотноше-
нии 4:3:1. Далее их смешивали с 60 мкл 2M CaCl2 
и  добавляли воду до  объема 500 мкл. Эту смесь 
по  каплям добавили к  500 мкл раствора 2хHBS 
(150 мМ NaCl, 20 мМ HEPES, pH 7,14), активно 
перемешивая ее на  вортексе, и  затем осторожно 
распределили по  поверхности чашки с  клетками 
HEK293T с конфлюентностью 80 %. Через 6 часов 
среда была заменена на Opti-MEM с добавлени-
ем термоинактивированной 2,5% FBS, в которой 
клетки инкубировали в течение 2 дней После это-
го супернатант был профильтрован через фильтр 
PES 0,45 мкм для удаления клеточных фрагментов. 
Лентивирусные частицы были сконцентрирова-
ны при помощи центрифугирования в настольной 
центрифуге при 20000 g в  течение 90 минут при 
+4° C. Для трансдукции клеточных линий был ис-
пользован метод спинокуляции. Для этого 1 × 104 
клеток были собраны в лунки 96-луночного план-
шета с  конечной концентрацией полибрена 8 мкг/
мл (Sigma Aldrich), после чего к ним добавляли кон-
центрированные суспензии псевдотипированных 
лентивирусных частиц в  различных объемах: 0, 5 
и 10 мкл. Полученную смесь клеток и лентивирус-
ных частиц центрифугировали при 500 g в течение 
40 минут при 32 °C, после чего клетки инкубирова-
ли при 37 °C и 5 % СО2. Через 3 дня питательную 
среду меняли на среду с антибиотиками для удале-
ния нетрансдуцированных клеток.

Вначале проводили ко-трансдукцию клеток 
псевдотипированными лентивирусными частица-
ми, кодирующими химерный белок-помощник ак-
тивации MS2-P65-HSF1 (плазмидный клон #89308, 
Addgene) и  химерный белок dCas9(D10A, N863A)-
VP64 (плазмидный клон #61425, Addgene). После 
трансдукции клетки инкубировали в  питательной 
среде с  добавлением антибиотиков бластицидин 
(10 мкг/мл) и гигромицин (200 мкг/мл), чтобы обе-
спечить селекцию только тех трансдуцированных 
клеток, которые несли интеграцию обеих кон-
струкций. Через неделю клетки были трансдуциро-
ваны псевдотипированными лентивирусными ча-
стицами, кодирующими направляющую РНК для 
активации экспрессии CD5, и  проведена селекция 
трансдуктантов на среде с добавлением антибиоти-
ка зеоцин (300 мкг/мл). 

FACS анализ 
Для анализа использовали 2 × 105 клеток. Клет-

ки промывали 1xPBS, содержащим 1,5 % FBS, 
центрифугируя при 400×g в  течение 5 минут, 
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и  инкубировали с  флуоресцентными конъюгата-
ми PE-anti-CD5 (0,2 мкг на реакцию) (#12-0059-42, 
eBioscience), в  течение 1 часа на  льду в  темноте. 
Для исключения мертвых клеток использовали 
7-амино-актиномицин D (7-AAD). В  качестве от-
рицательного контроля использовали изогенные, 
немодифицированные клетки. 

РЕЗУЛЬТАТЫ 

Для получения целевой конструкции была вы-
брана последовательность, соответствующая про-
тоспейсеру в  5’-регуляторной области гена CD5 
человека, и  клонирована в  лентивирусный вектор 
lenti_sgRNA(MS2)_zeo_backbone. Корректность сбор-
ки полученной конструкции 61427-gRNA_CD5 была 
проверена с помощью секвенирования по Сэнгеру.

В качестве клеточных моделей для тестирова-
ния SAM-подхода были выбраны 4 клеточные ли-
нии человека HT-1080 (фибросаркома), U343 (глиоб-
ластома), HeLa и HEp-2 (карцинома шейки матки), 
поскольку данные клеточные линии легки в куль-
тивировании, позволяют проводить относительно 
эффективную лентивирусную трансдукцию и  не-
гативны по большинству поверхностных маркеров 
В- и Т-клеток, в частности по CD5.

Создание клеточных линий проводили в  два 
этапа. На  первом этапе указанные клеточные ли-
нии были ко-трансдуцированы псевдотипирован-
ными лентивирусными частицами, кодирующи-
ми базовые элементы SAM-системы  — химерные 
белки dCas9-VP64 и  MS2-P65-HSF1. После отбора 
и  экспансии стабильно трансдуцированных кле-
ток поликлональная популяция была трансдуци-
рована псевдотипированными лентивирусными 

частицами, полученными на  основе конструкции 
61427-gRNA_CD5. FACS-анализ поликлональных 
популяций на третий день после трансдукции под-
твердил появление белка CD5 на клеточной поверх-
ности (рис. 1) у 20–30 % клеток (HEp-2, HeLa, U343) 
и  85 % (HT-1080), что соответствует ожидаемому 
уровню трансдукции при использованном титре 
лентивирусных частиц.

Моноклонирование CD5-положительных кле-
точных линий с различным уровнем поверхностной 
экспрессии CD5 и проверка стабильности экспрес-
сии целевого белка проводятся в настоящее время.

ОБСУЖДЕНИЕ

Для получения клеточных линий с оверэкспрес-
сией интересующих белков и  их сочетаний чаще 
всего используют различные варианты трансфекции 
и  трансдукции кассет, несущих соответствующие 
кДНК. Сложность получения таких линий значи-
тельно увеличивается при необходимости доставки 
протяженных последовательностей ДНК, кодирую-
щих крупные белки. В настоящей работе был апро-
бирован подход, в  котором вместо традиционного 
клонирования и  доставки кДНК реализована до-
ставка компонентов SAM-системы, позволяющая 
активировать экспрессию целевого белка, CD5, в че-
тырех клеточных линиях. Данный подход обладает 
тем неоспоримым преимуществом, что после того, 
как в  интересующие клеточные линии доставлены 
базовые компоненты SAM-системы, создание иско-
мых вариантов клеток с оверэкспрессией одного или 
нескольких белков становится тривиальной задачей. 
Так, создание конструкции для экспрессии целевого 
белка сводится к дизайну двух коротких комплемен-

Рис. 1. FACS-анализ связывания антител к CD5 с клеточными линиями после 
трансдукции (оранжевый) и нетрансдуцированными клеточными линиями (серый)
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тарных олигонуклеотидов и  несложному клониро-
ванию образуемого ими дуплекса в лентивирусный 
вектор, в то время как клонирование кДНК крити-
чески зависит от доступности материала, в котором 
такой ген активен, размера самой кДНК, отсутствия 
в ней сайтов рестрикции, имеющихся в полилинке-
ре векторной плазмиды, точности используемых ре-
вертаз и ДНК-полимераз и т. д.

У SAM-системы есть несколько недостатков. 
Во-первых, в  ряде случаев она не  может обеспе-
чить экспрессию лишь одной, конкретной изофор-
мы белка. Соответственно, ее использование в от-
ношении генов, в  составе которых присутствуют 
альтернативные экзоны, приводящие к  формиро-
ванию множественных изоформ белка, может быть 
неоправданным. Во-вторых, данная система бази-
руется на использовании трех трансгенов, соответ-
ственно, случайная эпигенетическая инактивация 
любого из них может привести к потере экспрес-
сии целевого белка. По  всей видимости, данное 
ограничение вполне преодолимо за счет проведе-
ния селекции клеток на средах с соответствующи-
ми антибиотиками и работы со  стабильными мо-
ноклонами, а не с поликлональными популяциями. 
В  то же время первый из указанных недостатков 
может быть и  достоинством примененного нами 
подхода. Известны случаи, когда поверхностный 
опухоль-ассоциированный белок представлен 
множественными изоформами [8], и вклад отдель-
ных изоформ в патологический процесс не ясен [9]. 
Для таких мишеней SAM-система будет приводить 
к синтезу паттерна изоформ, имитируя естествен-
ную экспрессию гена. Строго говоря, полученные 
нами модельные клеточные линии с оверэкспрес-
сией белка CD5 отличаются от родительских немо-
дифицированных клеток наличием не только CD5: 
со встроенных трансгенов конститутивно нараба-
тываются элементы SAM-платформы  — химер-
ные белки-активаторы и  белки, обеспечивающие 
устойчивость к антибиотикам. По умолчанию счи-
тается, что они нейтральны по отношению к иссле-
дуемым процессам и белкам, однако в некоторых 
ситуациях этот момент также может потребовать 
валидации.

Наконец, крайне перспективным в  этой связи 
выглядит развитие инструментов не  геномного, 
а эпигеномного редактирования генома, таких как 
CRISPRon [10] и dCas9p300 [11, 12], при использовании 
которых становится возможна временная доставка 
компонент системы, эпигенетическая модификация 
локуса с запуском экспрессии интересующего гена 
и  стабильное поддержание активного состояния 
хроматина в ряду клеточных делений, даже после 
потери компонент эпигенетического редактора.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Нами был успешно опробован SAM-подход, 
позволяющий быстро, просто и эффективно созда-
вать клеточные линии с оверэкспрессией искомых 
белков, составляющие изогенные пары с  немоди-
фицированными родительскими клеточными ли-
ниями. Полученные клеточные линии, у  которых 
с  помощью SAM-платформы была активирована 
экспрессия белка CD5, после проведения монокло-
нирования могут быть использованы для оценки 
специфичности и  цитотоксичности CD5-направ-
ленных молекулярных и клеточных инструментов.
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