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Геномное редактирование с помощью CRISPR/Cas9 системы позволяет создавать сайт-
специфичные двухцепочечные разрывы, которые могут быть репарированы клетками с
помощью гомологичной рекомбинации (HDR) или с помощью негомологичного соединения
концов ДНК (NHEJ). Причем репарация по пути NHEJ, в отличие от HDR, происходит
наиболее часто (∼99%) и приводит к появлению неспецифических инсерций или делеций,
что является препятствием для таргетного редактирования генома. В связи с этим, усилия
многих исследовательских групп направлены на увеличение процента репарации по пути
HDR. В связи с этим актуальной является задача создания удобной модельной клеточной
системы, позволяющей провести оценку уровня HDR и уровня NHEJ. [1,2]

В нашей лаборатории была воссоздана описанная в литературе клеточная система на
основе встроенной в геном клеточной линии HEK293 генетической кассеты, экспресси-
рующей GFP. При котрансфекции клеток плазмидой, кодирующей Cas9 и gRNA к гену
GFP, совместно с ssODN в качестве донора, GFP конвертируется в BFP в случае репа-
рации по пути HDR, а в случае репарации по пути NHEJ наблюдается утрата клетками
флуоресценции. [3]

В данной работе, кассета, кодирующая белок GFP была встроена в геном клеток
HEK293 с помощью липофекции с дальнейшей селекцией флюуоропозитивных клеток.
Однако, для адекватной оценки процента HDR-репарации при использовании данной си-
стемы критически важным является получение информации о следующих характеристи-
ках: число геномных инсерций, расположение инсерций и их/её генетическое окружение.

Для решения данной задачи были использованы данные секвенирования Oxford Nanopore
с использованием кита SQK-CS9109. При биоинформатическом анализе данных были ис-
пользованы de-novo сборщики Canu и Flye, с помощью которых была идентифицирована
одиночная геномная инсерция в 6 хромосоме. Полученные данные о инсерции была ве-
рифицирована с помощью ПЦР-анализа. Данная тест-система была также апробирована
для оценки уровня HDR-репарации с использованием проточной цитометрии.
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