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Дополнительный рисунок 1. Хроматограмма образца после редактирования с помощью ssODN_sgGFP_9nt (с прямого праймера). Красной стрелкой указано место введения двухцепочечного разрыва (ДЦР) ДНК. Цифрами указаны анализируемые нуклеотиды от ДЦР. Полужирным черным отмечены синонимичные замены в последовательности оцОДН и в измененной последовательности ДНК. Красным выделен нуклеотид, восстанавливающий правильную последовательность гена EGFP. На хроматограмме наблюдается наложение пиков нуклеотидов, начиная со встроенного нуклеотида G, что свидетельствует о том, что в образце присутствовало минимум два вида аллелей – редактированный (содержащий дополнительный G) и исходный (с мутацией). ОцОДН – одноцепочечный олигодезоксирибонуклеотид.
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Дополнительный рисунок 2. Хроматограмма образца после редактирования с помощью ssODN_sgGFP_15nt (с обратного праймера). Красной стрелкой указано место введения двухцепочечного разрыва (ДЦР) ДНК. Цифрами указаны анализируемые нуклеотиды от ДЦР. Полужирным черным отмечены синонимичные замены в последовательности оцОДН и в измененной последовательности ДНК. Красным выделен нуклеотид, восстанавливающий правильную последовательность гена EGFP. На хроматограмме наблюдается наложение пиков нуклеотидов, начиная со встроенного нуклеотида G, что свидетельствует о том, что в образце присутствовало минимум два вида аллелей – редактированный (содержащий дополнительный G) и исходный (с мутацией). ОцОДН – одноцепочечный олигодезоксирибонуклеотид.
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Дополнительный рисунок 3. Частоты аллелей EGFP после редактирования, рассчитанные с помощью алгоритма DECODR. A – редактирование с использованием оцОДН без синонимичных замен. Б – редактирование с использованием оцОДН с заменами на концах. В – редактирование с использованием оцОДН с заменами каждые 9 нуклеотидов. Г – редактирование с использованием оцОДН с заменами каждые 15 нуклеотидов. Каждая строка представляет собой уникальную последовательность ДНК, которую можно «извлечь» из хроматограммы смеси молекул математическим способом с использованием алгоритма DECODR. Напротив каждой строки слева указано, в какую категорию попадает последовательность (столбец INDEL) и какова частота аллеля (%) в образце: HDR – последовательность ДНК, успешно редактированная с помощью CRISPR-Cas9; WT – исходная неизмененная последовательность ДНК; G1 – последовательности с короткими вставками и потерями нуклеотидов (инделами), знак перед цифрой означает потерю (-) или вставку (+) нуклеотидов, количество которых указано после знака. В представленных образцах присутствовали измененные и неизмененные аллели, а также аллели с потерей нуклеотидов (от 1 до 44 нуклеотидов). P-VALUE отражает степень достоверности присутствия указанной последовательности. Зеленой жирной полосой указан фрагмент ДНК, с которым связывается спейсер гидовой РНК, красным – PAM. В рамке отмечен нуклеотид G, который восстанавливает правильную последовательность гена EGFP. Вертикальная полоса в последовательности ДНК указывает на место двухцепочечного разрыва, дефисы – пропуски нуклеотидов. ОцОДН – одноцепочечный олигодезоксирибонуклеотид.
image1.png
MCXORHAA MOCNefoBaTeNbCTh ATCTTCTTCAAGGACGACGGCAACTACAAGACCCGCGCCG
n3meHeHHasn nocneposatensHoctse ATCTTCTTCAAGGACGACGGCAACTACAAAACCCGCGCCG
nocneposatenscTh ou0H TTCTTCAAAGACGACGGTAACTACAAAACCCGCGCTG

+15 +24 +3

Ul it mﬁmg

ncxopHas nocnegosatenscts AGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAG
n3meHeHHasn nocneposatensHocTe AGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGA
nocneposatenscts ou0fH AGGTGAAGTTCGAGGGTGACACCCTCGTGAACCGTATCGA

+42 +60 +69

,\/ V\/\/\/ \/\ Mﬁ/\
MCXOAHaA nocneposatenbceTb CTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGG
n3meHenHas nocneposatensHocte GCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTG

nocneposatenscte ou0H GCTCAAGGGCATCGACTTCAAAGAGGACGGTAACATCCTG

ucxopHas nocneposatenscte GGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTA
n3meHeHHasn nocneposatensHocts GGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCT
nocneposatenscts ou0aH GGG




image2.png
ncxogHaa nocnepoBatenbCTb
MU3MeHeHHaa nocnepoBaTeNbHOCTb

nocneposatenscTb ou0OH

ncxogHaa nocnepnosaTtenbCThb
M3MEHEeHHaa nocCnenoBaTenbHOCTb

nocneposaTtensctb ou0dH

ncxogHaa nocnepoBatenbCTb
N3MeHeHHaa nocnegoBaTeNbHOCTb

nocneposatenscTh ou0OH

ncxogHaa nocnepnosaTtenbCThb
MW3MEHEHHaa NocnefoBaTeNbHOCTb

nocneposaTtensctb ou0dH

, -26 R /
f N/\ " /\\f\ﬁ\ A /’\\ ,v/ A i
/ N [ N INAVATAY.IIY
Al e A W A
ATCTTCTTCAAGGACGACGGCAACTACAAGACCCGCGCCG
TCTTCTTCAAGGACGACGGCAACTACAAGACCCGCGCCGA

TTCTTCAAGGACGATGGCAACTACAAGACGCGCGCCGA

+4 f +19

" ’\ /\+34 /\
e M e e

AG%&AAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAG
GGTGAAATTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAG
GGTGAAATTCGAGGGCGACACGCTGGTGAACCGCATAGAG

Jl \._, Wl /\J\ HM [\

CTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGG
CTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGG
CTGAAGGGCATAGACTTCAAGGAGGATGGCAACATCCTGG

/

/

J ) A N A
wW/Mﬂﬁu/w Vel A Rl
GGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTA
GGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTA
GG





image3.png
% a PVALUE.. GACCCGCGCCGAGT|GAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGA

640
246
75
20
18

0.00 GACCCGCGCCGAGE'I TGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGG
000|GACCCGCGCCGAGT |GAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGA
000|GACCCGCGCCGAGT | ----- TCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGA!
000|GACCCGCGCC----|GAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGA!
000|GACCCGCGCCGAG- |GAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGA

INDEL— % « P-VALUE.. GACCCGCGCCGAGT |GAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGA
1 57.8 0.00 GACCCGCGCCGAGE'ITGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGG
0 248 0.00|GACCCGCGCCGAGT |GAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGA!

-5 7.0 000|GACCCGCGCC----|-AAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGA:

36 000|GACCCGCGCCGAG- |GAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGA:

30 000|GACCCGCGCCG---|-AAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGA:

27 000|GACCCGCGC----- l------ CGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGA
G1 -44 Jeuiy 11 005|GACCCGC-~-~--~-- LR CTGAAGGGCATCGACTTCAAGGA
INDEL —

% a PVALUE.. GACCCGCGCCGAGT |GAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGA

66.7 0.00 GACCCGCGCCGAG@I TGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGG
167 000|GACCCGCGCCGAGT | GAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGA:
9.3 000|GACCCGCGCCGAGT | ----- TCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGA:
40 000|GACCCGCGCC----|GAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGA:
33 000|GACCCGCGC- -~~~ l------ CGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGA

% a PVALUE.. GACCCGCGCCGAGT|GAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGA

758
14.6
78
18

0.00 GACCCGCGCCGAG@I TGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGG
0.00|GACCCGCGCCGAGT |GAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGA:
000|GACCCGCGCCGAGT | - -~~~ TCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGA:
000|GACCCGCG------ l----- TCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGA:




