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1. Zinc-finger-nucleases (ZFN)

2. TAL-effector nucleases (TALEN)

3. CRISPR/Cas9 
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CCR5

Left TALEN arm: CCR5-Uco-L 

CCR5-Uco-TALEN

NH

G

HD

C

NG

T

NH

G

NH

G

NG

T

HD

C

NI

A

NG

T

HD

C

HD

C

NG

T

HD

C

NI

A

NG

T

HD

C

HD

C

NG

T

Right TALEN arm: CCR5-Uco-R
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Разработка и применение TAL-эффекторных нуклеаз для 
нокаута CCR5 в Т-лимфоцитах человека

Mock et al. Nucleic Acids Res (2015)



Нокаут CCR5 в первичных T-клетках с помощью CCR5-Uco-TALEN
Донор#1 Донор#2 Донор#3

% CCR5-позитивных клеток
#1 #2 #3

isotype 0.59 0.69 0.86
untreated 17 46.8 34.5

2x10µg CCR5-Uco-
TALEN 6.28 18.1 11.3

1x10µg CCR5-Uco-
TALEN 19.2 47.1 38.5

%CCR5 нокаута 63% 63% 67%
Mock et al. Nucleic Acids Res (2015)



Заражение ВИЧ после нокаута CCR5 в Т-клетках человека
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Селективное преимущество отредактированных 
Т-клеток in-vivo

Селекция отредактированных Т-клеток человека после заражения ВИЧ в 
периферической крови  у 4 из 5 гуманизированных мышей

Mock et al., 2016



Цифровая капельная ПЦР для детекции мутаций, 
вызванных NHEJ, в первичных Т-клетках
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Эффективность 
редактирования 
гена CCR5

Нокаут CCR5 в первичных CD34+ клетках
с помощью CCR5-Uco-TALEN 

ddPCR

38%



Цель
Оптимизация протокола нокаута CCR5 в гемопоэтических 
стволовых клетках с помощью CCR5-Uco-TALEN

1. Выбор протокола трансфекции с наибольшими показателями 
выживаемости клеток и наименьшей токсичностью доставляемой мРНК
TALEN

2. Оптимизация целевой специфичности CCR5-Uco-TALEN и оценка 
количества моно- и биаллельных модификаций CCR5

3. Оценка безопасности CCR5-Uco-TALEN : CCR2 off-target, токсичность и 
влияние на функциональные свойства гемопоэтических стволовых 
клеток



Дизайн эксперимента

Анализ

 Выживаемость клеток

 Эффективность 
трансфекции

 Функциональные свойства 
отредактированных ГСК

 Целевая и нецелевая 
эффективность 
редактирования

 Биаллельные модификации

Инкубация при 32°C в 
течение 24 h

Активация в коктейле 
цитокинов 24 часа

Ин-витро
транскрипция 
с плазмидной

ДНК

MACS 
селекция 

CD34+ клеток

Электропорация
мРНК с 

использованием 
Bio-RAD XcellTM

системы



Методы анализа

Выживаемость клеток Окрашивание Annexin V/7AAD

Эффективность трансфекции Измерение количества eGFP-
позитивных клеток

Функциональные свойства 
отредактированных ГСК

Колониеобразование в 
метилцеллюлозе

Целевая и нецелевая
эффективность редактирования ddPCR

Биаллельные модификации ddPCR с ДНК колоний



Эффективность трансфекции CD34+ клеток
*измерение eGFP после 24h при 32°C
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Эффективность трансфекции CD34+ клеток
*измерение eGFP после 24h при 32°C



Количество апоптотических событий 
в зависимости от концентрации мРНК

Окрашивание Annexin V/CD34/7AAD staining
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Эффективность редактирования CCR5 
и доля нецелевого редактирования CCR2

в зависимости от концентрации мРНК CCR5-Uco-TALEN

Результаты ddPCR
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Функциональные свойства отредактированных ГСК
Колониеобразование в метилцеллюлозе

0

50

100

150

200

250

50 µg 100 µg 150 µg 200 µg 0 µg

White colonies

Red colonies
Лейкоцитарные колонии

Эритроидные колонии



Отношение моно- и биаллельных модификаций
в зависимости от концентрации мРНК

ddPCR ДНК колоний

100 mkg/ml, % 200 mkg/ml, %
no editing 54,2 33,3
monoallelic 29,2 41,7
biallelic 16,7 25
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 Эффективность редактирования CCR5 в гемопоэтических 
стволовых клетках была обогащена до 46±7%

 Частота внецелевой активности CCR5-Uco-TALEN была 
прямо ассоциирована с концентрацией мРНК [0% - 10%] 

 Процедура нокаута CCR5 с помощью CCR5-Uco-TALEN не 
влияла на выживаемость и функциональные свойства ГСК

 Был отработан оптимальный протокол редактирования 
гена CCR5 в ГСК, а так же определены предпочтительные 
концентрации мРНК для дальнейших преклинических
исследований

Выводы
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Comparative analysis of different systems for the 
CCR5 gene editing in HSC

Transfection
conditions

On-target 
CCR5, % Method Biallelic

editing, %
Off-

target, % Method % off- to 
on-target reference

ZFN 
SB-728-T

mRNA, 
Electroporation 
concentration 

50-150 mkg/ml
40-60% NGS+Cel1 

assay 39-72% 20-30% NGS 43 DiGiusto et al., 
2016

Crispr/Cas9, 
dual gRNA

Plazmid
DNA, 

Electroporati
on

42% NGS 26,8±7,1% 0,88% NGS 2,1 Mandal et al., 
2014

Crispr/Cas9, 
dual gRNA

Plazmid DNA, 
Electroporation

100 mkg/ml
Cas9 + 

50mkg/ml
gRNA 

27±5,4%

45%

T7EI assay

Colonies 
sequencing

44% 0%
NGS,
K562 
cells

0 Xu et al., 
2016

CCR5-Uco-
TALEN

mRNA, 
Electroporation 
concentration 

50-200 mkg/ml 46±7% ddPCR
16-25%

0-10% ddPCR 11,3

CIC 725 
unpublished 

data,
2017
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