Создание панели изогенных линий клеток, моделирующих болезнь Хантингтона in vitro
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Создание клеточных моделей нейродегенеративных заболеваний является актуальной задачей современной биомедицины в связи с ограниченной доступностью биологического материала для исследований. Болезнь Хантингтона является наследственным заболеванием, вызванным увеличением числа копий триплета CAG в первом экзоне гена HTT, что приводит к синтезу мутантного белка хантингтина и гибели нейронов стриатума.
Целью данной работы было получение панели изогенных линий клеток, моделирующих болезнь Хантингтона in vitro.
С помощью гомологичной рекомбинации и современной технологии редактирования генома CRISPR/Cas9 возможно создание изогенных клеточных моделей наследственных заболеваний. Полученные таким образом линии клеток имеют одинаковый генетический фон и отличаются только определенной мутацией, изучаемой исследователем.
Для внесения мутации были использованы плазмида pX458–HTT, кодирующая компоненты системы CRISPR/Cas9, и донорная плазмида, несущая 215 повторов CAG, фланкированных плечами гомологии к гену HTT. Плазмиды были совместно трансфицированы в эмбриональные фибробласты кожи человека. Плазмида pX458–HTT содержит селективный маркер EGFP, который позволяет отсортировать трансфицированные клетки. Сортированные клетки были субклонированы методом рассадки по одной клетке на лунку 96-ячеечного планшета. В результате было получено 32 субклона. С помощью ПЦР анализа было показано, что 2 из 32 субклонов содержат удлиненные тракты тринуклеотидных повторов в гене HTT. 
Таким образом, были получены две изогенные линии фибробластов, содержащие мутантные аллели гена HTT. Эти линии в дальнейшем будут репрограммированы к плюрипотентному состоянию и дифференцированы в нейральные клетки. Полученные нейральные производные могут быть использованы для моделирования болезни Хантингтона in vitro, исследования молекулярных механизмов развития заболевания, а также подбора и тестирования лекарственных препаратов. 
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