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Система CRISPR/(d)Cas9, широко используемая в качестве инструмента редактирова-
ния генома, может быть адаптирована для регуляции экспрессии генов путем активации
или репрессии транскрипции, редактирования эпигенома, визуализации динамики геном-
ных локусов и построения генетических сетей. Для оценки эффективности работы новых
эпигенетических инструментов, построения моделей генетических схем, необходимо по-
нимание параметров взаимодействия комплексов dCas-гРНК-ДНК и уровней экспрессии
репортерных белков, измеренных в системах in vitro. В данной работе были оптимизи-
рованы методы измерения флуоресценции в планшетном ридере для измерения констант
связывания dCas-гРНК с ДНК, оценки эффективности работы эпигенетических инстру-
ментов в эукариотических клетках и генетических схем в бактериях.

Константы диссоциации измеряли методом поляризации флуоресценции в планшет-
ном ридере в 384-луночных планшетах. Эксперименты по эффективности работы эпиге-
нетических инструментов проводили на клетках HEK293, а анализ генетических схем в
клетках в клетках E.coli. В случае клеточных систем сигнал флуоресценции измеряли в
черных 96-луночных планшетах.

В данной работе метод измерения поляризации флуоресценции был использован для
измерения констант диссоциации (Kd) комплексов dCas9-гРНК с ДНК в буферах с раз-
личной концентрацией одно- и двухвалентных ионов. Для оценки эффективности работы
генетических схем были подобраны условия культивирования бактериальных клеток в
планшетном ридере на примере репортерной системы на основе mRFP и получены кри-
вые роста клеток, созревания флуоресцентного белка и подавления его активности си-
стемой на основе белка dCas9. На следующем этапе работы были подобраны протоколы
измерения сигнала флуоресценции для оценки эпигенетических инструментов на осно-
ве dCas9, слитого с доменом репрессии KRAB и показана эффективность использования
планшетного ридера для кинетического анализа уровня репрессии репортерных белков.

Таким образом, измерение сигналов флуоресценции и поляризации флуоресценции в
планшетном ридере позволяет оптимизировать и автоматизировать оценку эффективно-
сти работы dCas-систем как в бесклеточных системах, так и в клетках.


