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Опосредованное протеинкиназой CDK8 перепрограммирование транскрипции существенно для
процессов, сопровождающихся интенсивной экспрессией генов. Конститутивный нокаут гена cdk8
летален на стадии морулы. Для исследования роли CDK8 во взрослом организме в геном мыши вне-
сена мутация F97G в третий экзон гена cdk8. Согласно предварительным экспериментальным дан-
ным, эта мутация должна привести к уменьшению киназной активности CDK8. Для редактирова-
ния генома лабораторных мышей была использована технология CRISPR/Cas9, при которой внесе-
ние двуцепочечного разрыва происходило на расстоянии 128 пар нуклеотидов от планируемого
сайта вносимой мутации. Для внесения мутации была использована матрица для гомологичной ре-
парации в составе плазмидной ДНК, с гомологичными плечами 903 и 484 п.н. в 5'–3' область от точ-
ки двуцепочечного разрыва соответственно. В результате получены мыши с сайтспецифичнами це-
левыми мутациями в третьем экзоне гена cdk8. Показана высокая эффективность внесения мутации
на расстоянии в 128 пар нуклеотидов от места двуцепочечного разрыва. Впервые получены живот-
ные с мутацией F97G в каталитическом домене CDK8. Полученные мутантные по гену cdk8 мыши
будут в последующих исследованиях использованы для моделирования процессов, сопровождаю-
щихся перепрограммированием транскрипции.
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Технология редактирования генома CRISPR/
Cas9 позволяет создавать животных, несущих то-
чечные мутации в геноме, которые в том числе
могут приводить к аминокислотным заменам в
активных центрах различных белков. Этот ин-
струмент можно использовать для исследования
функций отдельных доменов транскрипционных
факторов.

Опосредованная CDK8 регуляция транскрип-
ции существенна для процессов, сопровождаю-

щихся интенсивной экспрессией генов: в эмбрио-
нальном развитии, активации иммунокомпетент-
ных клеток, гистогенезе [1–5]. В патологических
ситуациях ингибирование CDK8 снижает про-
пролиферативный эффект эстрогенов в клетках
рака молочной железы и ограничивает рост мета-
статических очагов [6, 7]. CDK8 рассматривается
как терапевтическая мишень; фармакологические
ингибиторы перепрограммирования транскрип-
ции проходят первоначальные испытания.

Исследования функций CDK8 ограничены
трудностью моделирования in vivo: нокаут cdk8 в
эмбрионах мышей летален [8]. Поэтому требуется
редактирование генома взрослых особей. Перво-
начальный подход к решению этого вопроса –
внесение “слабых” мутаций в нуклеотидную по-
следовательность, кодирующую киназный домен
гена cdk8 мыши, и проверка выживаемости эм-
брионов. В культуре клеток рака прямой кишки
человека мутация в экзоне 3 гена cdk8 (замена
остатка фенилаланина в положении 97 на глицин;
F97G) приводит к снижению фосфорилирования
STAT1 под влиянием гамма-интерферона [9]. Мы
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предположили, что внесение указанной мутации
не окажется летальным для мыши, но снизит ки-
назную активность CDK8.

Цель исследования – разработать методоло-
гию редактирования генома для получения жиз-
неспособных особей с мутацией гена cdk8.

Технология редактирования генома CRISPR/
Cas9 предусматривает различные формы достав-
ки в клетки эндонуклеазы Cas9 (белок, РНК,
ДНК) и матрицы для репарации (одно- или двух-
цепочечная ДНК, линеаризованная или плазмид-
ная) в клетки. В каждом случае необходимо взве-
шивать все преимущества и недостатки различ-
ных комбинаций системы для достижения
максимально эффективного результата. При
этом в работах по получению генетически моди-
фицированных животных эффективным считает-
ся эксперимент, приведший к получению жизне-
способного трансгена. Мы использовали вариант
с двумя плазмидными векторами, внесением
двухцепочечного разрыва в одной точке геном-
ной ДНК и матрицей для репарации, содержащей
короткие гомологичные плечи. В работе исполь-
зованы мыши F1(CBAxC57BL/6) (питомник
“Столбовая”). Технология получения генетиче-
ски модифицированных животных и условия их
содержания опубликованы нами ранее [10, 11].

Для внесения целевой мутации использовали си-
стему CRISPR/Cas9; направляющие РНК подби-
рали с помощью Web-инструментов CHOP-
CHOP [12]. Для идентификации потенциальных
дополнительных сайтов узнавания “нежелатель-
ного” (off-target) редактирования использовали
Web-инструмент E-CRISP-Evaluation [13]. Гены,
кодирующие эндонуклеазу Cas9 и направляющие
РНК, были встроены в вектор pX330 [14]. ДНК-
матрица, используемая для гомологичной реком-
бинации, клонирована в вектор pSK по сайтам
рестрикции ApaI и XbaI.

Для внесения целевой мутации по результатам
биоинформационного анализа выбрана направ-
ляющая РНК, комплементарная последовательно-
сти P1 (табл. 1, табл. S1 в дополнительных материа-
лах) в интроне между экзонами 3 и 4. Точка целевой
мутации отстоит от сайта внесения двухцепочечно-
го разрыва в 5' область на 128 п.н. (рис. 1а).

Мутантная матрица для гомологичной репара-
ции была амплифицирована с геномной ДНК
мыши с помощью праймеров P(2, 3). Для клони-
рования в pSK вектор в нуклеотидную последова-
тельность праймеров внесены сайты узнавания
рестриктазой XhoI. Затем в клонированную мат-
рицу для гомологичной репарации (с “плечами”
–983 + 484 п.н. по отношению к точке разреза) с

Таблица 1. Получение мышей с мутацией F97G в экзоне 3 гена cdk8

Использовано 
реципиентов

Транспланти-
ровано клеток

Количество 
родивших самок

Количество 
рожденных мышат

Из них
с мутацией F97G

22 137 4 8 1

Таблица S1. Основные олигонуклеотидные последовательности, использованные в работе. Жирным шрифтом
обозначены сайты узнавания рестриктазы XhoI и точки внесения мутаций
P1 CAGTCCGTGTACTGCCAACCTGG
P2 CTCGAGTTGTCCTTCTCCTACCAGCG
P3 CTCGAGAGCCTCATAGCAGAAACCGTC
P4 ACAGTTAGCTTCCACTGCACTAGGAGTCACCTTACAGAGTAACAGTCCGTGTACTGCCAACC

TAGTGGCTTTTGCTTTGTCCA
P5 GACAAAGCAAAAGCCTCTAGGTTGGCAGTACACGGACTGTTACTCTGTAAGGTGACTCCTAG

TGCAGTGGAAGCTAACTGTTT
P6 GACAAAGCAAAAGCCTCTAGGTTGGCAGTACACGGACTGTTACTCTGTAAGGTGACTCCTAG

TGCAGTGGAAGCTAACTGTTT
P7 GACAAAGCAAAAGCCTCTAGGTTGGCAGTACACGGACTGTTACTCTGTAAGGTGACTCCTAG

TGCAGTGGAAGCTAACTGTTT
P8 CTTAAGCACCCAAACGTCATCT
P9 TCTCAAGCCTGACTGAGAACAG
P10 5'-/ROX/TGCTGATCGGAAAGTATGGCTTCTCGGC/BHQ-2/-3'
P11 5'-TCTAGAGGACCTGAGTTTGATCAC-3'
P12 5'-ATGCTCACCCCAGAAGTACTAC-3'
P13 CTTAAGCACCCAAACGTCATCT
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помощью праймеров P(4, 5) внесены мутации в
область PAM сайта TGG>TGT (для предотвраще-
ния повторного узнавания отредактированной
области белком Cas9) и в область целевой мута-
ции TTT(F97)>GGC(G97): P(6,7) (рис. 1б). Для
микроинъекций смешивали плазмидные векторы
с Cas9-sgRNA (px330) и матрицей для гомологич-
ной репарации в составе вектора pSK в равных со-
отношениях (1 нг/мкл).

Генотип мышат через 10 дней после рождения
анализировали с помощью ПЦР с праймерами
(P8, 9) и зондом (P10), специфичным к мутантно-
му аллелю. Для секвенирования по Сэнгеру обла-
стей генома, содержащих целевую мутацию и
PAM сайт, с геномной ДНК с помощью прайме-
ров (P11, 12) получен ампликон размером 1784 п.н.
Важно отметить, что сайты отжига праймеров на-
ходятся за пределами “плечей” рекомбинацион-
ной матрицы. Секвенирование по Сэнгеру обла-
сти генома, содержащей целевую мутацию, про-
водили с праймером (P13). Для секвенирования
области генома, содержащей PAM сайт, исполь-
зовали праймер (P14).

Продукт ПЦР с целевой мутацией был иденти-
фицирован в геноме только одной мыши - cdk8 1.1
(рис 1в). Результаты секвенирования оценивали с
помощью пакета алгоритмов SAM [15]; изменен-
ная матрица ДНК составила 20–25% от анализи-
рованной. Таким образом, редактирование обла-
сти гена cdk8 позволило получить “мозаичную”
трансгенную мышь (cdk8 1.1).

От мышей, в которых были найдены измене-
ния в геноме, было получено потомство. В ре-

зультате был получен один гетерозиготный са-
мец, который содержит мутацию F97G в гене
cdk8. Таким образом, показана высокая эффек-
тивность внесения мутации на расстоянии
128 п.н. от места двуцепочечного разрыва с ис-
пользованием плазмидной матрицы для гомоло-
гичной репарации. Мыши с мутацией F97G в
белке CDK8 введены в гетерозиготную линию.
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CDK8-mediated transcriptional reprogramming is essential for an extensive gene expression. Constitutive
knockouts of the cdk8 gene are lethal at the morula stage. For modeling of transcriptional reprogramming in
an adult organism we investigated a possibility to attenuate the cdk8 kinase activity with a F97G mutation in
the exon 3. According to preliminary experimental data, this mutation should lead to a decrease in CDK8 ki-
nase activity. To edit the genome of laboratory mice, CRISPR/Cas9 technology was used, in which the in-
troduction of a double-stranded gap occurred at a distance of 128 nucleotide pairs from the planned site of
the introduced mutation. To introduce the mutation, a matrix for homologous repair was used as part of plas-
mid DNA, with homologous arms 903 and 484 bp in the 5'–3' region from the point of double-stranded rup-
ture, respectively. As a result, mice with site-specific target mutations in exon 3 of the cdk8 gene were ob-
tained. We for the first time demonstrated a high efficacy of the mutation 128 bp apart from the site of double
strand break. Viable animals with the F97G mutation in the catalytic domain of CDK8 kinase were obtained
for the first time. The resulting CDK8 mutant mice will be used in subsequent studies to simulate processes
involving transcription reprogramming.

Keywords: mammalian genome editing, CRISPR, Cas9, genetically modified animals, CDK8 protein kinase
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