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ДНК	 –	дезоксирибонуклеиновая кислота
ДЦР	 –	двуцепочечный разрыв ДНК
ИПСК	 –	индуцированные плюрипотентные стволо-	

	 	 вые клетки человека 
нт	 –	нуклеотид
п.о.	 –	пара оснований 
РНК	 –	рибонуклеиновая кислота
CFTR	 –	Cystic Fibrosis Transmembrane Conduc-	

	 	 tance Regulator (трансмембранный регуля-	
	 	 тор проводимости муковисцидоза)

CRISPR/Cas9	–	группа регулярно перемежающихся коротких 	
	 	 палиндромных повторов (CRISPR) и CRISPR-ас-	
	 	 социированный белок 9 (Cas9), часто упот-	
	 	 ребляется для обозначения системы из одного

	 	 из белков данного семейства с sgRNA, обеспечиваю-	
	 	 щей его целевую направленность на конкретный 	
	 	 фрагмент ДНК

HDR	 –	homology-directed repair (направленная гомоло-	
	 	 гичная репарация)

NGS	 –	секвенирование следующего поколения
NHEJ	 –	non-homologous end joining (негомологичное 	

	 	 соединение концов)
PAM	 –	protospacer adjacent motif (мотив, смежный с про-	

	 	 тоспейсером)
sgRNA	–	направляющая РНК, используемая для определе-	

	 	 ния последовательности ДНК, которую должна	
	 	 разрезать нуклеаза семейства Cas9

ssODN	–	одноцепочечный олигодезоксирибонуклеотид
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Проводилось изучение возможности моделирования муковисцидоза в клеточной культуре HEK293T и коррек-
ция мутации F508del с помощью метода CRISPR/Cas9. Протестированы четыре направляющие РНК в комбинации с 
тремя нуклеазами Cas9 и двумя матрицами для репарации ДНК. Моделирование муковисцидоза в клеточной культу-
ре HEK293T достигали благодаря трансфекции в клетки дополнительной плазмиды pGEM-CFTR, содержащей локус 
CFTR с мутацией F508del, на которой оценивали эффективность редактирования с помощью глубокого таргетного 
секвенирования. Эффективность редактирования локуса CFTR составила 5,5 %. Частота коррекции мутации варьи-
ровала от 0,08 % до 0,7 % аллелей, в зависимости от используемой комбинации компонентов CRISPR/Cas9. Точ-
ность разных комбинаций Cas9/sgRNA варьировала от 61,4 % до 90,9 %, максимальный показатель зарегистриро-
ван для saCas9/saCFTR#3. В работе продемонстрирована возможность моделирования муковисцидоза в клеточной 
культуре HEK293T с помощью синтетической плазмиды и оценена эффективность коррекции мутации F508del с ис-
пользованием различных комбинаций CRISPR/Cas9. 
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The work was carried out to study the possibility of modeling of cystic fibrosis in HEK293T cell culture and the correction 
of the F508del mutation using the CRISPR/Cas9 method. Four sgRNAs in combination with three Cas9 nucleases and two 
DNA repair templates were tested. Modeling of cystic fibrosis in HEK293T cell culture was achieved by transfection of an 
additional plasmid pGEM-CFTR containing the CFTR locus with the F508del mutation into cells. The efficacy of mutation editing 
was assessed using deep targeted sequencing. The average editing efficiency of the CFTR locus was 5.5 %. The mutation 
correction frequency ranged from 0.08 % to 0.7 % alleles, depending on the combination of used CRISPR/Cas9 components.  
The accuracy of different Cas9/sgRNA combinations ranged from 61.4 % to 90.9 %, the maximum value was recorded 
for saCas9/saCFTR#3. The possibility of modeling cystic fibrosis in a HEK293T cell culture using a synthetic plasmid was 
demonstrated and the correction efficiency of the F508del mutation using various CRISPR/Cas9 combinations was evaluated.

Keywords: fibrosis, CFTR, genome editing, CRISPR/Cas9, F508del, HEK293T

Для цитирования: Смирнихина С. А., Кондратьева Е. В., Анучина А. А., Зайнитдинова М. И., Лавров А. В. МОДЕ-
ЛИРОВАНИЕ МУКОВИСЦИДОЗА В КЛЕТОЧНОЙ КУЛЬТУРЕ HEK293T И РАЗРАБОТКА СПОСОБА КОРРЕКЦИИ МУТА-
ЦИИ F508del. Медицинский вестник Северного Кавказа. 2020;15(2):158-162. 
DOI – https://doi.org/10.14300/mnnc.2020.15038

For citation: Smirnikhina S. A., Kondratyeva E. V., Anuchina A. A., Zaynitdinova M. I., Lavrov A. V. MODELING OF CYSTIC 
FIBROSIS IN HEK293T CELL CULTURE AND DEVELOPMENT OF A METHOD FOR THE CORRECTION OF F508del MUTATION. 
Medical News of North Caucasus. 2020;15(2):158-162. DOI – https://doi.org/10.14300/mnnc.2020.15038 (In Russ.)



мЕДИЦИНСКИЙ	ВЕСТНИК	СЕВЕРНОГО	КАВКАЗА	
2020.	Т.	15.	№	2

meDical	neWs	of	norTh	caucasus
2020.	Vоl.	15.	iss.	2

159

Муковисцидоз – наследственное моногенное 
заболевание, возникающее в результате 
мутаций в гене CFTR. Эти мутации влекут за 

собой различные нарушения работы канала CFTR, 
участвующего в транспорте ионов хлора и натрия 
в эпителиальных клетках. В результате этого раз-
виваются симптомы, в первую очередь связанные 
с поражением легких и поджелудочной железы 
[1]. Самой частой мутацией в Европе является 
утрата фенилаланина в позиции 508 полипептид-
ной цепи CFTR в результате трехнуклеотидной де-
леции – F508del, частота которой достигает 70 % 
[2]. Проблема разработки этиотропной терапии 
муковисцидоза остается актуальной и по сей 
день, даже несмотря на совершенствование пато-
генетической терапии [3].

Классическая генная терапия (доставка в клетки 
правильной копии гена CFTR) демонстрирует очень 
низкую эффективность доставки таргетной молеку-
лы в клетки верхних дыхательных путей, несмотря на 
хорошие результаты, полученные в доклинических 
исследованиях. Невозможность доставки гена CFTR 
приводит к отсутствию или чрезвычайно низкому кли-
ническому эффекту, что не позволяет использовать 
эти методы в рутинной практике [4]. 

Между тем появились методы редактирования 
генома, которые позволяют перманентно исправить 
мутации в генах. В основе наиболее часто исполь-
зуемого метода геномного редактирования лежит 
создание двуцепочечного разрыва (ДЦР) ДНК с по-
мощью так называемой программируемой нуклеазы 
(чаще всего это Cas9), специфичность действия кото-
рой достигается использованием направляющей РНК 
(sgRNA) – короткой молекулы, комплементарной тар-
гетной последовательности ДНК. Далее ДЦР репари-
руется одним из двух методов репарации, функцио-
нирующих в клетке, – негомологичным соединением 
концов или направленной гомологичной репарацией. 
Последняя происходит только в присутствии донор-
ной молекулы ДНК, способной рекомбинировать с 
локусом с ДЦР и таким образом вставить новый фраг-
мент ДНК [5].

Методы геномного редактирования были приме-
нены для редактирования гена CFTR и коррекции му-
тации F508del в разных клеточных культурах [6–12]. 
Почти во всех этих исследованиях доля успешно кор-
ректированных клеток не превышала 2 %. Лишь в од-
ном из исследований 2019 года показано, что исполь-
зование CRISPR/Cas9 в виде рибонуклеопротеидных 
комплексов с направляющей РНК в сочетании с элек-
тропорацией позволяет исправить мутацию F508del в 
индуцированных плюрипотентных стволовых клетках 
(ИПСК) в 12,7 % аллелей и в 22,0 % клеток [12]. Про-
цитированная выше работа свидетельствует о том, 
что технология CRISPR/Cas9 постоянно развивается, 
появляются новые модификации, позволяющие уве-
личить эффективность и специфичность методики.

Для разработки подходов к редактированию той 
или иной мутации необходимо использовать объект 

(чаще всего клеточную культуру) с искомой мутацией. 
В силу редкости многих мутаций при муковисцидозе 
[13] зачастую материал от пациентов недоступен, что 
вынуждает искать альтернативные модели. В недав-
ней работе, опубликованной D. J. Sanz с соавт. [14], 
показано, что такого рода исследования можно про-
водить и в культурах клеток, не имеющих мутации в 
гене CFTR, с котрансфекцией в них плазмид с мини-
геном – синтетических векторов с фрагментом гена 
CFTR, содержащим таргетную мутацию.

Целью работы явилось изучение возможности 
моделирования муковисцидоза в клеточной культу-
ре HEK293T и коррекция мутации F508del с помощью 
метода CRISPR/Cas9.

Материал и методы
Плазмиды и донорные молекулы ДНК
Плазмиды для геномного редактирования были 

клонированы по описанной ранее методике [15]. 
В работе использовали плазмиды, кодирующие 
eSpCas9(1.1) [16], SpCas9(HF4) [17] и SaCas9 [18]. 
Две направляющие РНК (sgCFTR#1 и saCFTR#3) были 
подобраны непосредственно на мутацию F508del, то 
есть не содержали последовательность CTT и были 
активны только в случае мутации. Две другие направ-
ляющие РНК (sgCFTR#2 и sgCFTR#3) были подобра-
ны на последовательность экзона 10 гена CFTR перед 
мутацией и были активны как в случае мутации, так 
и на диком типе последовательности (рис. 1). Ком-
бинации Cas9 и направляющих РНК были клониро-
ваны в пять разных плазмид. Для коррекции мутации 
F508del нами были синтезированы два одноцепочеч-
ных олигодезоксирибонуклеотида (ssODN) в зависи-
мости от предполагаемого места ДЦР – ssODN#1 и 
ssODN#2. Последний содержал синонимичную мута-
цию в регионе PAM для sgCFTR#2 для предотвраще-
ния повторного разрезания ДНК. Так как клеточная 
культура HEK293T не содержала мутацию F508del, 
все эксперименты проводили на искусственной плаз-
миде pGEM-CFTR, содержащей локус CFTR (397 п.о.) 
с мутацией F508del.

Культивирование клеток и трансфекция
Клеточную культуру HEK293Т (любезно предо-

ставлена к.б.н. М. Ю. Скобловым, лаборатория 
функциональной геномики ФГБНУ «МГНЦ», Мо-
сква) культивировали, как описано ранее [15]. Клет-
ки трансфицировали реагентом Lipofectamine 2000 
(Thermo Fisher Scientific, США) – 5,8 мкг Cas9+sgNA 
плазмиды, 0,6 мкг pGEM-CFTR и/или 100 пмоль 
ssODN на 2×105 клеток. Эффективность трансфекции 
оценивали путем подсчета количества флуоресцент-
ных клеток после котрансфекции 5,8 мкг плазмиды 
Cas9+sgRNA и 0,6 мкг pEGFP-С1 (Clontech, США) с 
помощью цитофлуориметрии (Flowmax, Partec, Гер-
мания).

Глубокое таргетное секвенирование
Тотальная ДНК из трансфицированных клеток была 

выделена с использованием набора Quick-gDNA Mini-
prep Kit (Zymo Research, США). Оценка эффективности 
редактирования гена CFTR (образования инделов и 

Рис. 1. Направляющие РНК и последовательности ssODN для редактирования мутации F508del в гене CFTR
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вставок CTT) была проведена с использованием глубо-
кого таргетного секвенирования ДНК на приборе MiS-
eq System (Illumina, США). Подготовку библиотек ДНК 
для секвенирования проводили в два этапа: сначала 
амплифицировали фрагмент гена CFTR длиной 491 п.о. 
с плазмиды pGEM-CFTR, используя специфичные для 
плазмиды праймеры (F-5’-CCATGGCCGCGGGATTAA-3’, 
R-5’-GAATACTCAAGCTATGCATCCAACG-3’), затем 
проводили второй этап амплификации с прайме-
ров F-5’-TGGAGCCTTCAGAGGGTAAAAT-3’ и F-5’-
GCTTTGATGACGCTTCTGTATCT-3’, амплифицирующих 
фрагмент длиной 145 п.о., на основе которого созда-
вали библиотеку. Среднее значение покрытия анали-
зируемого локуса CFTR составило 32764 (от 24691 до 
41011). Анализ данных секвенирования проводили с 
использованием программного обеспечения CRIS-
PResso2 [19]. 

Статистическая обработка результатов глубоко-
го секвенирования была проведена с помощью про-
граммного обеспечения STATISTICA 10 (StatSoft, Inc.) 
с использованием медианного теста и критерия Кра-
скела – Уоллиса.

Терминология. Под термином «NHEJ» понимали 
любое изменение изначальной последовательности 
ДНК гена CFTR, обнаруженное с помощью CRISPRes-
so2 в области ДЦР, образуемое в результате репара-
ции ДНК путем негомологичного соединения концов. 
При этом наблюдали делеции, однонуклеотидные за-
мены и вставки, за исключением вставки нуклеотидов 
CTT. Под термином «HDR» понимали количество об-
наруженных вставок нуклеотидов CTT в области му-
тации F508del (то есть исправление мутации), обра-
зуемых в результате репарации путем направленной 
гомологичной репарации. Под термином «несовер-
шенный HDR» понимали одновременную фиксацию 
событий NHEJ и HDR в одном и том же аллеле, в то 
время как под термином «точный HDR» понимали 
только вставку нуклеотидов CTT в области мутации 
F508del без дополнительных изменений.

Результаты и обсуждение. В результате оценки 
частоты делеций, однонуклеотидных замен и вста-
вок, за исключением вставок нуклеотидов CTT (со-
бытия NHEJ), в гене CFTR при геномном редактиро-
вании показано, что все используемые комбинации 
Cas9 и направляющих РНК демонстрируют схожую 
эффективность. В среднем указанные выше собы-
тия произошли в 5,5 % аллелей (варьируя от 3,9 % до 
7,1 %) (рис. 2А). Эффективность разных нуклеаз (две 
мутированные формы SpCas9 и SaCas9), как и на-
правляющих РНК, подобранных на мутацию F508del 
или в стороне от нее, не отличалась.

Далее в работе оценивали частоту вставок CTT 
(HDR), то есть исправления мутации F508del после 
геномного редактирования. Редактирование прово-
дили путем котрансфекции плазмид, кодирующих 
Cas9 и направляющую РНК вместе с ssODN. При ис-
пользовании ssODN#2 в качестве матрицы для репа-
рации в комбинации с Cas9(1.1)/sgCFTR#2 удалось 
обнаружить лишь три рида NGS из 41011 с исправ-
ленной мутацией, что было расценено программой 
CRISPResso2 как отсутствие вставок CTT. 

При подборе ssODN мы руководствовались реко-
мендациями, предложенными в статье Richardson с 
соавт. [20], суть которых сводится к использованию 
ssODN, гомологичного к таргетной цепи ДНК длиной 
127 нт с плечами гомологии 91 нт в области 5’-конца 
и 36 нт в области 3’-конца от предполагаемого ДЦР. 
При таком подходе ssODN#2, подобранный к месту 
предполагаемого разрыва, вызванного комбинацией 
Cas9 и sgCFTR#2, лишь своим 3’-концом мог испра-

вить мутацию в результате рекомбинации (рис. 1). 
Однако, скорее всего, этого не произошло, предпо-
ложительно из-за того, что концы ssODN участвуют 
только в создании гомологии, но не в самой рекомби-
нации (не встраиваются). 

Рис. 2. Эффективность редактирования гена CFTR  
в клеточной культуре HEK293T: А – частота событий NHEJ 

в области мутации F508del; Б – частота событий HDR 
(исправления мутации F508del)

На рисунке 2Б представлена частота исправления 
мутации F508del с использованием всех комбинаций 
Cas9 и sgRNA с ssODN#1. Частота коррекции мутации 
варьировала от 0,08 % до 0,7 % аллелей, в зависимо-
сти от используемой Cas9/sgRNA, однако статисти-
ческой достоверности различий не получено. В сред-
нем вставка CTT произошла в 0,28 % аллелей.

Несмотря на довольно большое количество пу-
бликаций, связанных с редактированием гена CFTR, 
и в частности коррекцией мутации F508del [6–12, 14], 
проблема создания эффективной методики остает-
ся нерешенной. Во всех подобных работах, которые 
проводили на ИПСК [8, 10], CFBE41o- [9], эпителии 
трахеи от больного муковисцидозом (CFTE) [6], эпи-
телии бронхиол (HBE) [6], базальных клетках эпите-
лия бронхиол (HBECs) [11] и кишечных органоидах 
[7], показана крайне низкая эффективность исправ-
ления мутации, не превышающая 2 % клеток. Только 
в одном исследовании авторы заявляют об эффек-
тивности коррекции мутации F508del в ИПСК в 12,7 % 
аллелей и в 22,0 % клеток [12]. В нашей работе эф-
фективность HDR в клеточной культуре HEK293T ва-
рьировала от 0,08 % до 0,7 % аллелей, в зависимости 
от используемой комбинации Cas9/sgRNA. 

В данной работе мы использовали клеточную ли-
нию HEK293T, не имеющую мутацию F508del, поэто-
му коррекцию мутации проводили на синтетической 
плазмиде, содержащей фрагмент гена CFTR с мута-
цией. Результаты работы показывают, что эффек-
тивность редактирования локуса CFTR и коррекции 
мутации F508del в синтетической плазмиде сопоста-
вима с эффективностью исправления мутации в кле-
точных линиях, имеющих мутацию [6–11, 14]. Таким 
образом, можно считать такой подход оправданным, 
особенно в случае исправления редких мутаций и не-
доступности клеточного материала от пациента. Ис-
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следование, опубликованное D. J. Sanz с соавт. [14], 
также подтверждает возможность такого подхода 
для коррекции редких мутаций в гене CFTR. С дру-
гой стороны, моделирование муковисцидоза в линии 
HEK293T позволяет проводить первичные экспери-
менты для тестирования эффективности разных ком-
бинаций компонентов CRISPR/Cas9 с последующей 
верификацией результатов наиболее эффективных 
комбинаций на культурах от пациентов.

Эффективность исправления мутации F508del для 
комбинации Cas9(1.1)-sgCFTR#3 и ssODN#1 была 
самой низкой – 0,08 %, что можно объяснить тем, что 
место разрезания ДНК с использованием направляю-
щей РНК sgCFTR#3 было на значительном удалении от 
последовательности, к которой подбирали ssODN#1 
(рис. 1). Из результатов следует, что только каждый 
66-й разрыв ДНК в этом случае был репарирован с ис-
правлением мутации (табл.). Низкую эффективность 
также наблюдали и при использовании комбинации 
Cas9(1.1)-sgCFTR#2 и ssODN#1, что, вероятно, связа-
но с недостаточной длиной одного из плеч гомологии 
ssODN#1  – 7 нуклеотидов с 5’-конца (рис. 1). В этом 
случае лишь каждый 44-й разрыв ДНК репарировался 
с коррекцией мутации (табл.). Необъяснимой оста-
ется низкая эффективность коррекции мутации при 
использовании комбинации Cas9(HF4)- sgCFTR#1, 
которая должна была быть сопоставимой с эффектив-
ностью при Cas9(1.1)-sgCFTR#1, однако оказалась в 
три раза ниже. Наиболее эффективной была комбина-
ция Cas9(1.1)-sgCFTR#1 – 0,7 % исправления мутации 
(в 2–11 раз выше, чем в остальных комбинациях), при 
этом каждый 9-й ДЦР репарировался с помощью HDR. 

В работе также посчитали процент точной коррек-
ции мутации F508del, то есть только вставку CTT без 
дополнительных изменений в локусе CFTR, который 
подвергали редактированию (табл.). Показано, что 
точность разных комбинаций Cas9/sgRNA варьирует 
от 61,4 % до 90,9 %, максимальный показатель заре-
гистрирован для комбинации saCas9/saCFTR#3.

Наконец, как видно из таблицы, для двух из пяти 
комбинаций Cas9/sgRNA (Cas9(1.1)-sgCFTR#1 и sa-
Cas9-saCFTR#3) с ssODN#1 показано, что примерно 
каждый 14-й индуцированный нуклеазой ДЦР репа-
рируется с точной коррекцией мутации F508del.

В исследовании мы столкнулись с проблемой не-
точного (несовершенного) HDR. В зависимости от 
используемой комбинации Cas9/sgRNA его доля со-
ставила от 9,1 % до 38,6 % от всех событий HDR. При 
использовании комбинаций с sgCFTR#2 и sgCFTR#3 
сохранялась возможность повторного разрезания ис-
правленного локуса, так как обе направляющие РНК 
были подобраны на последовательность рядом с му-

тацией, но не на нее непосредственно. Комбинации 
Cas9 с sgCFTR#1 активны только на аллелях с мута-
цией, однако NHEJ может приводить к появлению му-
таций, которые, хоть и должны разрушать гомологию 
направляющей РНК с её таргетом, не исключают пол-
ностью возможность повторного разреза и репарации 
с помощью HDR. С другой стороны, несовершенный 
HDR рассчитывается как количество ридов NGS, от-
личных от референсной последовательности, поэто-
му, возможно, являются ошибками секвенирования, 
которые случаются с частотой 1:1000 нуклеотидов и 
могут быть засчитаны алгоритмом при используемой 
глубине секвенирования. Самой точной комбинацией 
была saCas9/saCFTR#3, доля точного исправления 
мутации у которой составила почти 91 %.

Таблица
Точность разных комбинаций CRISPR/Cas9 и доля 

исправления мутации F508del (несовершенный  
и точный HDR) от всех событий NHEJ

Комбина-
ция Cas9 	
и направ-
ляющей 
РНК

Частота 
несо-
вер-
шенно-
го HDR

Ча-
стота 
точ-
ного 
HDR

Доля 
точного 
HDR от 
всех со-
бытий 
HDR, %

Доля 
аллелей 
с HDR 
от всех 
событий 
NHEJ, %

Доля 	
аллелей 	
с точным 
HDR 	
от всех 	
событий 
NHEJ, %

Cas9(1.1)-
sgCFTR#1 0,27 0,43 61,4 11,09 6,80

Cas9(1.1)-
sgCFTR#2 0,04 0,12 75,0 2,27 1,70

Cas9(1.1)-
sgCFTR#3 0,02 0,06 75,0 1,51 1,13

Cas9(HF4)-
sgCFTR#1 0,05 0,08 62,5 3,28 2,05

saCas9-
saCFTR#3 0,03 0,32 90,9 7,18 6,53

Заключение. В работе продемонстрирована 
возможность моделирования муковисцидоза в кле-
точной культуре HEK293T с помощью синтетической 
плазмиды и оценена эффективность коррекции му-
тации F508del с использованием шести различных 
комбинаций Cas9/sgRNA/ssODN. Для комбинаций 
Cas9(1.1)-sgCFTR#1, saCas9-saCFTR#3 с ssODN#1 
целесообразно проводить дальнейшие эксперименты 
на пациент-специфичных клетках с мутацией F508del.

Работа выполнена в рамках государственного за-
дания Минобрнауки России. 
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ОПРЕДЕЛЕНИЕ РЕФЕРЕНТНЫХ ЗНАЧЕНИЙ ДЛЯ МЕТОДА  
ОПРЕДЕЛЕНИЯ РАЗНОСТИ КИШЕЧНЫХ ПОТЕНЦИАЛОВ  
В Российской Федерации
Ю. Л. Мельяновская, Е. И. Кондратьева, С. И. Куцев

Медико-генетический научный центр им. академика Н. П. Бочкова, 
Москва, Российская Федерация

DETERMINATION OF REFERENCE VALUES FOR THE METHOD  
OF INTESTINAL CURRENT MEASUREMENT IN THE RUSSIAN FEDERATION
Melyanovskaya Yu. L., Kondratyeva E. I., Kutsev S. I.

Research Centre for Medical Genetics, Moscow, Russian Federation

Целью исследования явилось определение референтных значений метода определения разности кишечных по-
тенциалов у 10 здоровых добровольцев и 5 больных муковисцидозом с «тяжелым» генотипом и абсолютной панкреа-
тической недостаточностью. При стимуляции форсколином изменение тока короткого замыкания (ΔISC) в группе кон-
троля составило 25,78±4,41 µA/cm2, у пациентов с муковисцидозом значения ΔISC не превышали 2,97±0,61 µA/cm2. 


