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Одной из самых глобальных задач современной биологии является стремление узнать
функциональную роль всех составляющих элементов человеческого генома. Существу-
ющих методов молекулярной и эволюционной биологии оказывается недостаточно для
достижения такой цели [1]. В данной работе нами проведены первые шаги к созданию
новой скрининговой системы для выявления функциональных элементов в геноме чело-
века. Метод основан на введении в геном множественных LoxP-сайтов с последующей
индукцией хромосомных перестроек при помощи Cre-LoxP системы [2, 3] и далее, за счёт
искусственной селекции, обогащении геномов клеток функциональными элементами. Ин-
теграция LoxP-сайтов в геном производилась с помощью лентивирусных векторов. Оценки
эффективности встройки вируса в геном, проведенные с помощью количественной ПЦР,
позволили оценить количество интеграций LoxP-сайта в среднем на клетку, что состави-
ло ∼50 событий в масштабах всего генома. Мы также показали, что концентрирование
вирусов позволяет значительно увеличить количество провирусных интеграций.

В качестве системы для направленной селекции клеток на уменьшение контента ДНК,
мы использовали прижизненный краситель Vybrant DyeCycle, который позволяет окраши-
вать ДНК клеток и отсортировывать ту часть популяции, у которой геном был редуциро-
ван. Однако тестовые эксперименты с красителем показали его способность детектировать
лишь существенную разницу в количестве ДНК, соизмеримую с плоидностью клеток, но
не хромосомные делеции. На данный момент ведётся разработка альтернативной системы
селекции клеток на предмет их обогащения функциональными элементами посредством
Cre-LoxP системы.
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