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или вообще невозможно, нами была разработана тест-
система на основе дермальных фибробластов пациента 
с  дисферлинопатией. В  нашем исследовании мы  взяли 
дермальные фибробласты, выделенные из  дермальной 
ткани пациента с  дисферлинопатией (мутация в  гене 
DYSF, экзон 26). Фибробласты пациента были иммор-
тализованы. Используя наработанный лентивирус LV-
TRE-VP64-human-MyoD-T2A-dsRedExpress2  с  тетраци-
клин-индуцибельным промотором (Tet-ON) клетки были 
генетически модифицированы и  отселектированы для 
осуществления миогенной дифференцировки. В резуль-
тате, после получения чистой популяции клеток и индук-
ции экспрессии генов доксициклином с использованием 
инвертированного микроскопа AxioOberver.Z1  наблю-
дали слияние клеток и  образование миофибриллярных 
структур. Для анализа эффективности миогенной диф-
ференцировки был проведен Вестерн-блоттинг, который 
выявил положительную реакцию с  моноклональными 
антителами к белку MyoD (sc-377460), размер бэнда со-
ответствовал ожидаемому размеру белка MyoD (45 кДа). 
Затем, с целью анализа присутствия мРНК дисферлина 
в модифицированных миобластах была проведена ПЦР 
в  реальном времени, которая выявила небольшую экс-
прессию дисферлина в  экспериментальных образцах. 
Полученную MyoD-индуцированную клеточную линию ми-
областов можно использовать в качестве тест-системы 
для новых подходов к терапии дисферлинопатий.

Работа поддержана Программой повышения конку-
рентоспособности КФУ.
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Дисферлинопатии  — группа мышечных дистрофий 
с аутосомно-рецессивным типом наследования, возника-
ющие вследствие мутаций в гене дисферлина человека. 
Белок дисферлин (англ. Dysferlin, DYSF) играет ключевую 
роль в  восстановлении сарколеммы при ее  поврежде-
нии. Синтез дефектного белка приводит к  нарушению 
репаративных процессов в  мышечной ткани и  последу-
ющей атрофии. Разнообразные исследования направ-
лены на  лечение этого наследственного заболевания, 
однако дисферлинопатия остается неизлечимой на дан-
ный момент. Одной из основных причин низкой эффек-
тивности методов лечения является отсутствие модели, 
наиболее точно воспроизводящей патологические про-
цессы заболевания. Модели на основе животных широ-
ко используются, но  ввиду значительных генетических 
различий они не способны в полной мере воспроизвести 

все особенности развития болезни в сравнении с чело-
веком. Перспективным способом лечения дисферли-
нопатии в  настоящее время является генная терапия 
и модельные системы, основанные на клеточных линиях 
человека, экспрессирующих дисферлин, которые пред-
ставляют интерес для тестирования новых генно-тера-
певтических препаратов. Целью нашей работы было 
создание тест-системы с  использованием технологии 
CRISPR-Cas9  SAM in  vitro для разработки и  скрининга 
препаратов для лечения дисферлинопатии. Активацию 
транскрипции мРНК гена DYSF в клетках HEK293A осу-
ществляли с использованием полученных рекомбинант-
ных лентивирусов, кодирующих факторы транскрипции 
MS2-P65-HSF1, dCas9-VP64 и специфическую гидовую 
РНК дисферлина. Селекцию успешно трансдуцирован-
ных клеток проводили рядом антибиотиков (зеоцин, бла-
стицидин, гигромицин), специфичных соответственно 
каждому лентивирусу, с целью получения чистой популя-
ции инфицированных клеток. Экспрессия белка дисфер-
лина была подтверждена с помощью вестерн-блоттинга. 
Клеточная линия HEK293A с экспрессией дисферлина, 
полученная путем транскрипционной активации гена 
DYSF с  использованием системы CRISPR-Cas9  SAM, 
может быть использована в дальнейших исследованиях 
терапевтического подхода путем редактирования РНК 
и ДНК клеток, а также для скрининга лекарственных пре-
паратов при лечении дисферлинопатий человека.

Работа поддержана Программой повышения конку-
рентоспособности КФУ.
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Введение. Ожирение и  сахарный диабет 2  типа 
(СД2Т) в  современной медицине являются ведущими 
причинами смертности населения. Особую роль в  раз-
витии инсулиновой резистентности (ИР), которая явля-
ется основным молекулярным проявлением СД2Т, игра-
ет нарушение бежевой дифференцировки адипоцитов 
и их термогенной активности. Целью данной работы было 
изучить термогенный потенциал мезенхимных стромаль-
ных клеток жировой ткани (МСК ЖТ) пациентов с ожире-
нием и наличием/отсутствием СД2Т.


