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Site-specific insertion of genes into the 
Arabidopsis thaliana genome using Cas9 
endonuclease 
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Сайт-специфическое встраивание целевых генов в такой район генома, который характеризуется 
стабильно высоким уровнем экспрессии может решить проблему низкого уровня экспрессии 
рекомбинантных белков. В нашей лаборатории был проведен ряд экспериментов, позволивших 
разработать эффективный протокол сайт-специфического встраивания генов с помощью эндонуклеазы 
Cas9. Нами был экспериментально выявлен оптимальный состав трансгенной конструкции для 
встраивания. Целевые гены должны быть окружены участками ДНК гомологичными сайту встраивания 
в геномной ДНК дополненными сайтами узнавания эндонуклеазы Cas9. Эксперимент с различными 
способами доставки позволил выяснить, что доставка при помощью генной пушки более эффективна, 
чем агробактериальная трансформация. При этом при доставке конструкций с помощью генной 
пушки сайт-специфическое встраивание проходит эффективнее, если используются две плазмиды, 
одна из которых несет гены системы редактирования, а другая конструкцию с целевыми генами, так 
как для успешной гомологичной рекомбинации матрица для гомологичной рекомбинации должна 
быть представлена в клетке в достаточном количестве. Работа поддержана грантом РНФ 21-14-00091.
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Take-home message: 
Для эффективного knock-in в геном растительной клетки матрица для гомологичной 

рекомбинации дожна быть окружена плечами гомологии и сайтами узнавания Cas9
Для доставки конструкций в клетки лучше использовать генную пушку.
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