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Технологии геномного редактирования с  по-
мощью системы CRISPR/Cas9 позволяют вводить 
направленные изменения в геном клеток млеко-
питающих [1]. Наиболее часто используемая эндо-
нуклеаза Cas9 из Streptococcus pyogenes с помощью 

короткого РНК-гида (гРНК) распознает последо-
вательность-мишень в геноме и вносит двухцепо-
чечный разрыв (double-strand break, DSB) в строго 
определенном месте  [2]. В  клетках млекопитаю-
щих репарация DSB происходит наиболее эффек-
тивно по механизму негомологичного соединения 
концов (non-homologous end joining, NHEJ), что 
приводит к формированию инделов, вызывающих 
сдвиг рамки считывания и нокаут гена. NHEJ – са-
мый быстрый способ репарации и функциониру-
ет в любой фазе клеточного цикла [3]. Другой путь 
репарации DSB – по пути гомологичной реком-
бинации (homology-directed repair, HDR) – проис-
ходит в присутствии донорной ДНК и позволяет 
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Низкая эффективность нокина генетических конструкций, особенно в первичных клетках человека, 
ограничивает применение технологии редактирования генома для терапевтических целей. Таким 
образом, остается актуальным поиск способов повышения нокина. В  представленной работе 
на модели нокина конструкции, кодирующей пептидный ингибитор слияния ВИЧ‑1 MT-C34, 
в локус CXCR4 человека в Т-клеточной линии CEM/R5 изучены возможности нескольких подходов 
к повышению эффективности этой технологии. В первую очередь оценена модификация донорной 
ДНК как способа повышения эффективности транспорта плазмид в  ядро, а  именно: введение 
в донорную плазмиду последовательностей DTS (DNA transporting sequence) вируса‑40 обезьян (SV40) 
или сайтов связывания транскрипционного фактора NF-κB, влияние которых на уровень нокина было 
неизвестно. На использованной нами модели нокина в локус CXCR4 такая модификация оказалась 
неэффективной. Второй подход, заключавшийся в модификации нуклеазы Cas9 путем введения двух 
дополнительных сигналов ядерной локализации (NLS), позволил повысить уровень нокина на 30%. 
Наконец, блокировка репарации ДНК по пути негомологичного соединения концов с помощью 
ингибиторов ДНК-зависимой протеинкиназы вызывала повышение нокина в 1.8 раз. Комбинация 
двух последних подходов давала аддитивный эффект. Таким образом, с  помощью увеличения 
числа NLS в белке Cas9 и ингибирования репарации ДНК по пути негомологичного соединения 
концов нам удалось значительно повысить уровень нокина конструкции, кодирующей пептидный 
ингибитор слияния ВИЧ‑1, в клинически релевантный локус CXCR4, что может быть использовано 
для разработки эффективных генотерапевтических подходов к лечению ВИЧ-инфекции.

Ключевые слова: CRISPR/Сas9, редактирование генома, гомологичная рекомбинация, Т-лимфоциты, 
нокин, ингибиторы NHEJ, DTS, сигнал ядерной локализации
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рус‑40 обезьян.
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проводить нокин целевых последовательностей 
в заданный локус генома. Однако эффективность 
репарации DSB по механизму HDR существенно 
ниже по сравнению с NHEJ, а активность HDR 
ограничена только S- и  G2-фазами клеточного 
цикла [3].

Система CRISPR/Cas9 широко применяется 
для разработки новых методов генной терапии 
и уже используется в клинических испытаниях для 
лечения ряда наследственных болезней, включая 
серповидноклеточную анемию и бета-талассемию, 
а также онкологические и инфекционные заболе-
вания [4]. Большое внимание уделяется редактиро-
ванию Т-клеток ex vivo для придания им противоо-
пухолевых свойств или устойчивости к заражению 
ВИЧ [5, 6]. В настоящее время гораздо большие 
успехи достигнуты в случае, когда требуется про-
вести нокаут гена по сравнению с введением но-
вых последовательностей с использованием техно-
логии нокина. Низкий уровень нокина, в особен-
ности в первичных клетках человека, по-прежнему 
остается одним из главных ограничений для при-
менения CRISPR/Cas9 в  терапии. Для решения 
этой проблемы предложены различные подходы 
к повышению эффективности HDR и, как след-
ствие, нокина [7].

Ранее нами разработана CRISPR/Cas9-плат-
форма для нокина коротких нуклеотидных после-
довательностей, кодирующих пептидные ингиби-
торы слияния ВИЧ‑1 c клеткой [8]. Эта техноло-
гия перспективна с точки зрения использования 
в клинике, однако, безусловно, требует дальнейше-
го усовершенствования. В частности, необходим 
эффективный нокин конструкций, кодирующих 
пептидные ингибиторы, в локусы генов-корецеп-
торов ВИЧ. Нами был продолжен поиск спосо-
бов повышения уровня нокина конструкции, ко-
дирующей пептидный ингибитор слияния ВИЧ‑1 
МТ-С34, в  локус CXCR4 (далее: нокин MTC34). 
Во-первых, предложено модифицировать донор-
ную плазмиду для увеличения эффективности до-
ставки целевой плазмиды в ядро. Для этого исполь-
зовали сигналы DTS (DNA transporting sequence), 
которые при введении в плазмиду способствуют 
направленному транспорту плазмид в  ядро  [9]. 
Один из таких сигналов – энхансер SV40, с кото-
рым связываются клеточные транскрипционные 
факторы, включая АР1, AP2 и NF-κB, и благода-
ря своим NLS-последовательностям переносят 
плазмиду из цитоплазмы в ядро [9, 10]. Например, 
плазмиды с DTS-сигналами обеспечивали более 
высокий уровень экспрессии репортера при введе-
нии в различные типы клеток [11, 12]. Кроме того, 
показано, что сайты связывания транскрипци-
онного фактора NF-κB также повышают уровень 
экспрессии репортерного гена люциферазы в клет-
ках HeLa, HЕК293, Hep G2 и U373 [13]; при этом 
максимальный эффект получали при стимуляции 

клеток под действием TNFα, активирующего ядер-
ную транслокацию NF-κB [13]. Мы решили про-
верить, может ли модификация донорной ДНК 
сигналами DTS или сайтами связывания NF-κB 
повысить уровень CRISPR/Cas9-опосредованно-
го нокина. Второй подход был направлен на уси-
ление активности Cas9 за счет увеличения числа 
NLS [14, 15]. Наконец, третий способ повышения 
эффективности нокина состоял в воздействии на 
клеточные пути репарации DSB с помощью низко-
молекулярных соединений, ингибирующих NHEJ 
и стимулирующих HDR [16].

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Клеточные линии. Клетки линии CEM/R5, по-
лученные на основе Т-клеточной линии CCRF-
СЕМ (АТСС) [8], культивировали на среде DMEM/
F12 (“ПанЭко”, Россия) с  добавлением 10% фе-
тальной сыворотки крупного рогатого скота 
(“HyClone”, США), 4 мМ L‑глутамина и 40 мг/л 
гентамицина (“ПанЭко”) при 37оС в увлажненной 
атмосфере 5% CO2.

Конструирование плазмид. Плазмиды для эука-
риотической экспрессии Cas9 c 0×, 1× и 3× NLS 
конструировали на основе плазмиды pcDNA3.3-
hCas9 (#41815; “Addgene”, США). Для этого ам-
плифицировали С-концевой фрагмент Cas9 на 
матрице плазмиды pcDNA3.3-hCas9 с  помощью 
праймеров 5'-EcoRI‑Cas9 и 3'-C_end-Cas9 (после-
довательности праймеров, использованных в рабо-
те, приведены в табл. 1; плазмидные конструкции, 
использованные и полученные в данной работе, 
указаны в табл. 2) и фрагмент, кодирующий эпитоп 
3×НА, на матрице плазмиды pCMV‑Cas12a‑3×HA 
с праймерами 5'‑3×HA и 3'‑3×HA. Эпитоп 3×НА 
представлял собой трижды повторенную последо-
вательность YPYDVPDYA, соответствующую участ-
ку 98‒106 аминокислотной последовательности ге-
магглютинина (HA) вируса гриппа человека. Далее 
амплифицированные фрагменты объединяли с по-
мощью ПЦР по методу overlap extension и продукт 
реакции клонировали в вектор pJET1.2 (“Thermo 
Fisher Scientific”, США). Фрагмент EcoRI-AgeI из 
pJET1.2 клонировали по соответствующим сайтам 
в плазмиду pcDNA3.3-hCas9, получая pcDNA3.3-
hCas9‑0×NLS‑3×HA. Для создания конструкций 
с  одним и  тремя NLS фрагменты, кодирующие 
одну или три последовательности NLS, амплифи-
цировали на матрице плазмиды SP-Cas9‑3×NLS 
с праймерами 5'-linker-NLS_SV40 и 3'-linker-NLS 
и полученные фрагменты клонировали в вектор 
pBluescript KS(+) (“Stratagene”, США), из которо-
го затем клонировали фрагменты Acc65I-NheI по 
соответствующим сайтам в  плазмиду pcDNA3.3-
hCas9‑0×NLS‑3×HA, получая pcDNA3.3-
hCas9‑1×NLS‑3×HA, кодирующую Cas9 с одним 
NLS из SV40, и  pcDNA3.3-hCas9‑3×NLS‑3×НА, 
кодирующую Cas9 с двумя NLS из SV40 и одним 
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NLS из нуклеоплазмина (второй оснóвный мотив 
PAAKKKK) [17].

Донорные плазмиды получали на основе плаз-
миды pJet-donor_MT-C34, описанной ранее  [8]. 
Для создания плазмиды pJet-donor_MT-C34‑3'DTS 
с одним DTS-сигналом одноцепочечные олигону-
клеотиды 5'-Xba-SV40dts-Nco и 3'-Xba-SV40dts-Nco 
гибридизовали и  полученный двухцепочеч-
ный олигонуклеотид клонировали в  плазмиду 
pJet‑donor_MT-C34 по сайтам XbaI-NcoI.

Для создания плазмиды pJet-donor_MT-C34–
5'‑3'DTS с двумя DTS-сигналами одноцепочечные 
олигонуклеотиды 5'-Not-DTS-Psp и  3'-Not-DTS-
Psp гибридизовали и полученный двухцепочечный 
олигонуклеотид клонировали в  плазмиду pJet-
donor_MT-C34‑3'DTS по сайтам NotI-PspXI.

Для создания плазмиды pJet-donor_MT-C34-
2×5'‑3'DTS с тремя DTS-сигналами одноцепочеч-
ные олигонуклеотиды 5'-PstI-DTS-DraIII и 3'-PstI-
DTS-DraIII гибридизовали и полученный двухце-
почечный олигонуклеотид клонировали в плазмиду 
pJet-donor_MT-C34‑5'‑3'DTS по сайтам PstI-DraIII.

Для получения донорных плазмид с  сайта-
ми связывания NF-κB сначала олигонуклеотиды 
5'-NF-κB_1_BbsI, 3'-NF-κB_1_BbsI, 5'-NF-κB_2 
и 3'-NF-κB_2 гибридизовали и клонировали в плаз-
миду pBluescript KS(+) по сайтам NotI-PspXI. По-
лученную плазмиду обрабатывали рестриктазами 

NotI-PspXI или NcoI‑XbaI для клонирования по-
следовательности с 4 сайтами связывания NF-κB 
на 5'- или 3'-конец донорной ДНК в  плазмиду 
pJet-donor_MT-C34 по соответствующим сайтам 
рестрикции. Далее последовательности всех скон-
струированных на основе вектора pJET1.2 донор-
ных молекул клонировали из вектора pJET в век-
тор pBluescript KS(+) по сайтам PstI‑ClaI.

Нуклеотидные последовательности всех скон-
струированных плазмид верифицировали с  по-
мощью секвенирования по Сэнгеру в компании 

“Евроген” (Россия). Всю плазмидную ДНК, кроме 
донорной, выделяли с помощью набора Plasmid 
Midiprep 2.0 (#BC124; “Евроген”), а плазмидные 
доноры – с использованием набора Plasmid Midi 
Kit (100) (#12145; “Qiagen”, Германия).

Электропорация. Для нокина конструкции, ко-
дирующей пептид MT-C34, в  локус CXCR4 106 
клеток CEM/R5 электропорировали, исполь-
зуя 3 мкг плазмиды pcDNA3.3-hCas9 (#41815; 

“Addgene”), 1 мкг описанной ранее  [8] плаз-
миды pKS-gRNA-X4ex2, кодирующей гРНК 
с  мишенью в  экзоне‑2 гена CXCR4 (спейсер: 
5'-CACTTCAGATAACTACACCG‑3', РАМ: AGG), 
а  также 1 пмоль (~2.9‒3.0 мкг) одной из донор-
ных плазмид (все плазмиды приведены в табл. 2). 
Для трансфекции использовали прибор Neon 
electroporation system со 100-микролитровыми на-
конечниками (“Invitrogen”, США) и следующими 

Таблица 1. Олигонуклеотиды, использованные в работе

Название Нуклеотидная последовательность, 5'→3'
5'-EcoRI‑Cas9 GAGCAAATAAGCGAATTCTCC
3'-C_end-Cas9 CTAGCACCAGCGGTACCGTCTCCACCGAGCTGAG
5'‑3×HA GGTACCGCTGGTGCTAGCTACCCATACGATGTTCCAG
3'‑3×HA ACTAACCGGTCAGGCATAGTCGGG
5'-linker-NLS_SV40 ATACGGTACCGGCTCCGGCACCCGT
3'-linker-NLS_SV40 GGTAGCTAGCCGAGCCACCGCCCAC

5'-Xba-SV40dts-Nco CTAGATGCTTTGCATACTTCTGCCTGCTGGGGAGCCTGGGGACTTTCCACACC
CTAACTGACACACATTCCACAG

3'-Xba-SV40dts-Nco CATGCTGTGGAATGTGTGTCAGTTAGGGTGTGGAAAGTCCCCAGGCTCCCCAG
CAGGCAGAAGTATGCAAAGCAT

5'-Not-DTS-Psp GGCCATGCTTTGCATACTTCTGCCTGCTGGGGAGCCTGGGGACTTTCCACACC
CTAACTGACACACATTCCACAG

3'-Not-DTS-Psp TCGACTGTGGAATGTGTGTCAGTTAGGGTGTGGAAAGTCCCCAGGCTCCCCAG
CAGGCAGAAGTATGCAAAGCAT

5'-PstI-DTS-DraIII GATGCTTTGCATACTTCTGCCTGCTGGGGAGCCTGGGGACTTTCCACACCCTA
ACTGACACACATTCCACAGCT

3'-PstI-DTS-DraIII TGTGGAATGTGTGTCAGTTAGGGTGTGGAAAGTCCCCAGGCTCCCCAGCAGGC
AGAAGTATGCAAAGCATCTGCA

5'-NF-κB_1_BbsI GGCCGCTCTAGAGGGACTTTCCAGCTGGGGACTTTCCAGCTGGTCTTCAC
3'-NF-κB_1_BbsI TCGAGTGAAGACCAGCTGGAAAGTCCCCAGCTGGAAAGTCCCTCTAGAGC
5'-NF-κB_2 CAGCTGGGGACTTTCCAGCTGGGGACTTTCCCCATGGGC
3'-NF-κB_2 TCGAGCCCATGGGGAAAGTCCCCAGCTGGAAAGTCCCCA
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Таблица 2. Плазмидные конструкции, использованные в работе

Название Описание Источник/ссылка

pKSgRNA-X4ex2 Вектор для экспрессии гРНК против экзона‑2 
локуса CXCR4 [8]

pBluescript KS(+) ‒ “Stratagene”

pJET1.2 ‒ “Thermo Fisher 
Scientific”

pCR-Blunt ‒ “Invitrogen”

SP-Cas9‑3×NLS
Плазмида для бактериальной экспрессии Cas9 
c тремя NLS получена на основе плазмиды 
SP-Cas9 (#62731, “Addgene”)

Не опубликована

pJet-donor_MT-C34
Немодифицированный плазмидный донор 
для нокина конструкции, кодирующей пептид 
МТ-С34, в экзон‑2 локуса CXCR4

[8]

pKS-donor_MT-C34
Немодифицированный плазмидный донор 
для нокина конструкции, кодирующей пептид 
МТ-С34, в экзон‑2 локуса CXCR4

Эта работа

pKS-donor_MT-C34‑3'DTS

Плазмидный донор для нокина конструкции, 
кодирующей пептид МТ-С34, в экзон‑2 локуса 
CXCR4, модифицированный сигналом DTS 
на 3'-конце

Эта работа

pKS-donor_MT-C34‑5'‑3'DTS

Плазмидный донор конструкции, кодирующей 
пептид МТ-С34, в экзон‑2 локуса CXCR4, 
модифицированный двумя сигналами DTS: 
на 5'- и на 3'-конце

Эта работа

pKS-donor_MT-C34‑2×5'‑3'DTS

Плазмидный донор для нокина конструкции, 
кодирующей пептид МТ-С34, в экзон‑2 локуса 
CXCR4, модифицированный тремя сигналами 
DTS: двумя на 5'- и одним на 3'-конце

Эта работа

pKS-donor_MT-C34‑3'-NF-κB

Плазмидный донор для нокина конструкции, 
кодирующей пептид МТ-С34, в экзон‑2 
локуса CXCR4, модифицированный 4 сайтами 
связывания NF-κB на 3'-конце

Эта работа

pKS-donor_MT-C34‑5'-NF-κB

Плазмидный донор для нокина конструкции, 
кодирующей пептид МТ-С34, в экзон‑2 
локуса CXCR4, модифицированный 4 сайтами 
связывания NF-κB на 5'-конце

Эта работа

pKS-donor_MT-C34‑5'‑3'-NF-κB

Плазмидный донор для нокина конструкции, 
кодирующей пептид МТ-С34, в экзон‑2 
локуса CXCR4, модифицированный 4 сайтами 
связывания NF-κB на 5'- и на 3'-конце

Эта работа

pcDNA3.3-hCas9 Плазмида для эукариотической экспрессии 
Cas9 c одним NLS без эпитопных меток “Addgene”

pcDNA3.3-hCas9‑0×NLS‑3×HA Плазмида для эукариотической экспрессии 
Cas9 без NLS Эта работа

pcDNA3.3-hCas9‑1×NLS‑3×HA Плазмида для эукариотической экспрессии 
Cas9 c одним NLS Эта работа

pcDNA3.3-hCas9‑3×NLS‑3×НА Плазмида для эукариотической экспрессии 
Cas9 c тремя NLS Эта работа

pCMV‑Cas12a‑3×HA Плазмида для эукариотической экспрессии 
AsCas12aа c тремя HA-эпитопами Не опубликована

аНуклеаза Cas12a из Acidaminococcus sp.
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настройками: 1230  В, 40 мс, один импульс. Уро-
вень нокаута и нокина анализировали c помощью 
проточной цитофлуориметрии на 5 сутки после 
электропорации.

Низкомолекулярные соединения. Сразу после 
электропорации к  клеткам добавляли низкомо-
лекулярные соединения в  следующих конечных 
концентрациях: 1 мкМ SCR7 (SML1546; “Sigma”, 
США), 1 мкМ RS1 (R9782; “Sigma”), 5 мкМ 
L755507 (SML1362; “Sigma”), 2 мкМ KU‑0060648 
(S8045; “Selleckchem”, США), 0.5 мкМ NU7441 
(S2638; “Selleckchem”), 0.05 мкМ трихостатин 
А  (“Cayman Chemical”, США) и  2 мкМ M3814 
(S8586; “Selleckchem”). В  качестве контроля ис-
пользовали растворитель диметилсульфоксид 
(DMSO). Среду меняли через 24 ч после добавле-
ния этих соединений.

Проточная цитофлуориметрия. Для иммунофлу-
оресцентного окрашивания клетки CEM/R5 ин-
кубировали в течение 30 мин при 4°C в фосфат-
но‑солевом буфере (PBS) с описанными ранее [8] 
мышиными моноклональными антителами C24 
против пептида MT-C34 или с мышиными моно-
клональными антителами против CXCR4 (клон 
12G5, “Santa Cruz Biotechnology”, США). Клетки 
дважды промывали в PBS и инкубировали с козьи-
ми антителами, конъюгированными с Alexa488 
или Alexa546, против IgG мыши (“Thermo Fisher 
Scientific”) в течение 30 мин при 4°C. Далее клет-
ки два раза промывали в  PBS и  анализирова-
ли на проточном цитофлуориметре CytoFLEX S 
(“BeckmanCoulter”, США). В качестве отрицатель-
ного контроля использовали клетки, обработанные 
только вторичными антителами.

Иммуноблотинг. Для анализа уровня Cas9 в элек-
тропорированных клетках через 1 сут после элек-
тропорации клетки CEM/R5 лизировали в буфере 
RIPA (20 мM Трис-HCl, pH 8.0, 150 мM NaCl, 5 мМ 
ЭДТА, 1% (w/v) Triton Х‑100, 0.5% (w/v) дезокси-
холат натрия, 0.1% (w/v) додецилсульфат натрия, 
1 мМ фенилметилсульфонилфторид) и инкубиро-
вали при 4°C 15 мин. Затем лизаты центрифуги-
ровали при 12 000 g и 4°C в течение 10 мин, после 
чего образцы супернатантов смешивали с 4× бу-
фером для SDS-PAGE: 250 мМ Трис-HCl, pH 6.8, 
40% глицерин, 8% SDS, 4% 2-меркаптоэтанол 
и 0.2% бромфеноловый синий – и инкубировали 
в течение 5 мин при 80°C. Лизаты анализировали 
электрофорезом в  10%-ном полиакриламидном 
геле в присутствии SDS (SDS-PAGE) в буферной 
системе Лэммли. После SDS-PAGE белки пере-
носили на PVDF-мембрану полусухим методом 
в  приборе Trans-Blot Turbo (“Bio-Rad”, США). 
Мембрану блокировали 5%-ным сухим обезжи-
ренным молоком в PBS с 0.1% Tween‑20. Для де-
текции Cas9 с 3×HA-эпитопом использовали мо-
ноклональные кроличьи антитела против эпитопа 
НА (клон C29F4, #3724; “Cell Signaling”, США), 

для детекции α-тубулина использовали моно-
клональные мышиные антитела клона 12G10 [18]. 
В качестве вторичных антител использовали по-
ликлональные козьи антитела против IgG кроли-
ка (#7074; “Cell Signaling”) или мыши (#7076; “Cell 
Signaling”), конъюгированные с пероксидазой хре-
на. Хемилюминесцентный сигнал детектировали 
на приборе ChemiDoc MP (“Bio-Rad”) с исполь-
зованием реагента Immobilon (“Millipore”, США).

Статистический анализ. Обработку результатов 
проводили с использованием программы GraphPad 
Prism 8.0 (США). Для сравнения средних исполь-
зовали однофакторный дисперсионный анализ 
(ANOVA) для связанных выборок с последующим 
применением теста Тьюки для множественных 
сравнений или с последующим применением те-
ста Даннета для сравнения с контрольной группой 
(эксперимент с низкомолекулярными соединения-
ми). Данные эксперимента с комбинацией подхо-
дов анализировали с использованием двухфактор-
ного дисперсионного анализа с двумя факторами 
(число NLS, добавление соединения M3814) для 
связанных выборок с последующим применением 
теста Сидака для множественных сравнений.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Модификация донорной плазмиды с  помощью 
сигналов DTS и  сайтов связывания NF-κB

В качестве модели для оценки влияния различ-
ных модификаций донорной плазмиды на уровень 
нокина MTC34 использовали полученную ранее 
Т-клеточную линию CEM/R5, стабильно экспрес-
сирующую корецептор ВИЧ‑1 CCR5  [8, 18]. Ди-
зайн донорной конструкции для нокина, разра-
ботанный ранее [8], показан на рис. 1а. В резуль-
тате корректного нокина в начало второго экзона 
гена CXCR4 под контролем эндогенного промото-
ра в клетках экспрессируется короткий фрагмент 
белка CXCR4 и  пептидный ингибитор слияния 
MT-C34, разделенные Р2А-пептидом – сигналом 
пропуска рибосомы. В результате ингибиторный 
пептид MT-C34 транслируется отдельно от фраг-
мента белка CXCR4 и локализуется на плазмати-
ческой мембране благодаря наличию лидерной 
последовательности и GPI-якоря (рис. 1а). Таким 
образом, все клетки с нокином МТС34 также но-
каутированы по CXCR4 (нокаут вместе с нокином), 
в то время как клетки, потерявшие способность 
к экспрессии CXCR4, могут иметь как нокаут, так 
и нокаут вместе с нокином.

Мы предположили, что повысить уровень ноки-
на можно за счет увеличения эффективности до-
ставки донорной конструкции в ядро клетки. Для 
этого донорные плазмиды модифицировали пу-
тем введения DTS-сигналов из энхансера SV40 [9] 
или 4 сайтов связывания транскрипционного 
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фактора NF-κB [19]. На основе донорной плазмиды 
pBluescript_KS-donor_MT-C34 (далее: pKS‑don_MT-
C34) были получены плазмиды с одним, двумя или 
тремя сигналами DTS, а также плазмиды с четырь-
мя сайтами связывания NF-κB на 5'-, 3'-конце до-
норной последовательности или с обеих сторон от 
нее (см. рис. 1б).

Для оценки эффективности нокина клетки 
CEM/R5 электропорировали донорными плазми-
дами вместе с  плазмидами, экспрессирующими 
Cas9 и гРНК, и на 5 сутки оценивали уровни но-
кина и  нокаута с  помощью проточной цитофлу-
ориметрии с антителами соответственно против 
пептида МТ-С34 и корецептора CXCR4. Сначала 
определяли уровень нокина при различных дозах 
донорной ДНК и неизменной концентрации плаз-
мид для экспрессии Cas9 и  гРНК. Обнаружено, 
что при увеличении количества донорной ДНК от 
0.5 до 4 пмоль возрастал и уровень нокина (рис. 2а), 
а уровень нокаута значимо не изменялся (рис. 2б). 
В результате соотношение нокина к нокауту увели-
чивалось в 2 раза и достигало 60% (рис. 2в). Важно 
отметить, что при дозе донора в 4 пмоль наблюда-
лось снижение доли живых клеток (рис. S1, допол-
нительные материалы размещены в электронном 
виде по DOI: 10.31857/S0026898424040044 статьи, 

а также размещены на сайте http://www.molecbio.
ru/downloads/2024/4/supp_Golubev_rus.pdf). Кро-
ме того, в работах, описывающих модификации 
донорной ДНК для повышения уровня нокина 
в Т-клетках, было показано, что как при низких, 
так и при высоких дозах донорной ДНК эффект от 
модификаций выражен слабо [20, 21], поэтому для 
дальнейших экспериментов мы выбрали промежу-
точную дозу: 1 пмоль донорной плазмиды.

Далее оценили влияние модификаций донор-
ной плазмиды на уровни нокина и  нокаута при 
выбранных условиях. Оказалось, что добавление 
сигналов DTS или сайтов связывания NF-κB не 
влияет на уровень как нокина MTC34 (рис. 3а, б), 
так и нокаута CXCR4 (рис. 3в, г).

Повышение нокина MTC34  
за счет увеличения числа NLS в  Cas9

Известно, что количество и  тип NLS в  белке 
Cas9 влияют на эффективность геномного редак-
тирования [14, 15]. Мы решили увеличить число 
NLS в белке Cas9 и сравнить активность нуклеаз 
с одним и тремя NLS, в дополнение использова-
ли конструкцию без NLS (рис. 4а). Для облегче-
ния детекции белков после иммуноблотинга на 
С-конец Cas9 после NLS добавили 3×НА-эпитоп 

Донор МТ-С34

Донор МТ-С34

DTS 4×NF-кВ

4×NF-кВ

4×NF-кВ

4×NF-кВ

DTS

DTSDTSDTS

DTS

а

б

P2A LS MT-C34 GPI pA

гРНК

Локус CXCR4

Экзон 1 Экзон 2

5'-HA 3'-HA

Рис. 1. Дизайн конструкции для нокина MTC34 в экзон‑2 гена CXCR4 (а) и схемы донорных конструкций с различ-
ными модификациями (б). 5'-HA – 5'-плечо гомологии; Р2А – сигнал пропуска рибосомы; LS – лидерная последо-
вательность; GPI – последовательность для модификации пептида GPI-якорем; рА – сигнал полиаденилирования; 
3'-HA – 3'-плечо гомологии; гРНК – РНК-гид; DTS – ДНК-транспортирующая последовательность; 4×NF-κB – 
4 сайта связывания NF-κB, разделенные короткими линкерами.
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(рис. 4а), введение которого не влияло на уровень 
редактирования локуса CXCR4 (рис. S2а, б, см. До-
полнительные материалы). Плазмиды, кодирую-
щие Cas9 и гРНК, вместе с донорной плазмидой 
без модификаций электропорировали в  клетки 
СЕМ/R5 и на 5 сутки оценивали уровень пепти-
да МТ-С34 и белка CXCR4 на поверхности клеток 
с помощью проточной цитофлуориметрии. Макси-
мальный уровень нокина и нокаута достигался при 
экспрессии Cas9 c 3×NLS (рис. 4б, в). Обнаружено, 
что даже белок без сигналов NLS вызывал замет-
ный уровень нокаута, однако соотношение ноки-
на к нокауту при этом было снижено (рис. 4в, г). 
Интересно отметить, что введение последова-
тельности NLS приводило к повышению уровня 
белка в  электропорированных клетках СЕМ/R5 
(рис.  4г, д), а  также в  трансфицированных клет-
ках HEK293Т (рис. S2в, см. Дополнительные мате-
риалы). Это значит, что последовательности NLS, 

кроме обеспечения транслокации в  ядро, могут 
стабилизировать белок Cas9.

Повышение уровня нокина за счет ингибирования 
NHEJ и  стимуляции HDR

Для повышения уровня нокина часто исполь-
зуют низкомолекулярные соединения, влияю-
щие на пути репарации двухцепочечных разрывов 
ДНК [16]. Учитывая это, для повышения уровня но-
кина MTC34 в локус CXCR4 мы проанализировали 
ряд соединений, которые, согласно данным литера-
туры, повышают уровень репарации по механизму 
HDR или блокируют NHEJ. В качестве активато-
ров HDR использовали соединение RS‑1, стабили-
зирующее Rad51-нуклеофиламенты [22]; агонист 
β‑3 адренергического рецептора L755507 (механизм 
его влияния на HDR неизвестен) [16] и ингибитор 
гистондеацетилаз трихостатин  А  (Trichostatin  A, 
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Рис. 2. Уровень нокина MTC34 (а), нокаута CXCR4 (б) и соотношение нокин/нокаут (в) в клетках CEM/R5 при раз-
личном количестве донорной ДНК. Клетки электропорировали плазмидами pcDNA3.3-hCas9, pKS-gRNA-X4ex2 
и донорной плазмидой pKS-don_MT-C34 и на 5 сутки после электропорации оценивали уровень нокаута CXCR4 
и нокина MTC34 на поверхности клеток с помощью проточной цитофлуориметрии. KI/KO – соотношение ноки-
на к нокауту. Результаты 3 независимых экспериментов представлены как среднее ± стандартное отклонение (SD) 
и индивидуальные значения; значками разной формы обозначены независимые эксперименты. *p < 0.05, **p < 0.01, 

***p < 0.001.
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TSA)  [23]. Для блокировки NHEJ использова-
ли ингибиторы ДНК-зависимой протеинкиназы 
(DNA-PK) Ku0060648, Nu7441 и M3814 и ингиби-
тор ДНК-лигазы IV SCR7 [23] (рис. 5а).

Для оценки эффективности низкомолекуляр-
ных соединений клетки СЕМ/R5 электропори-
ровали плазмидами, кодирующими Cas9 и гРНК, 
вместе с 1 пмоль донорной плазмиды и сразу после 
электропорации добавляли в культуральную среду 
низкомолекулярные соединения, через 24 ч среду 
меняли на свежую и еще через 72 ч измеряли уро-
вень нокаута CXCR4 и нокина МТС34 по экспрес-
сии кодируемых ими белка CXCR4 и пептида MT-
C34 на поверхности клеток с помощью проточной 
цитофлуориметрии. Обнаружено, что уровень но-
кина достоверно повышался лишь в присутствии 
ингибиторов DNA-PK, среди которых соединения 

Ku0060648 и M3814 обладали максимальным эф-
фектом и увеличивали нокин в 1.8 раза (рис. 5б). 
Эффективность нокаута в присутствии низкомо-
лекулярных соединений оставалась неизменной 
(рис. 5в). Это объясняется тем, что в используемой 
нами модельной системе нокаут CXCR4 может быть 
вызван репарацией локуса-мишени как по пути 
NHEJ, так и по пути HDR. Во втором случае про-
исходит нокин МТС34 с одновременным нокаутом 
CXCR4. Более длительная инкубация клеток в при-
сутствии низкомолекулярных соединений не при-
водила к повышению уровня нокина (рис. S3а‒в, 
см. Дополнительные материалы). Стоит отметить, 
что введение в среду соединения Ku0060648 суще-
ственно замедляло рост клеток, в особенности при 
длительной инкубации (рис. S3г, см. Дополнитель-
ные материалы).
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Комбинация ингибиторов DNA-PK  
с  Cas9‑3×NLS максимально повышала 

эффективность нокина MTC34
В результате проведенных экспериментов уста-

новлено, что использование Cas9‑3×NLS и обра-
ботки клеток ингибиторами DNA-PK: Ku0060648 
и  M3814  – приводило к  значимому повышению 
уровня нокина MTC34 в локус CXCR4. Далее оце-
нили эффективность комбинирования этих под-
ходов. Для этого клетки электропорировали сме-
сью плазмид, кодирующих гРНК, донорную 

последовательность без модификаций и  Cas9 
с 1×NLS или 3×NLS. После электропорации клет-
ки в течение 24 ч культивировали в среде с DMSO 
или M3814, переводили в свежую среду и на 5 сут-
ки после электропорации анализировали уро-
вень CXCR4 и  MT-C34 на поверхности клеток 
с помощью проточной цитофлуориметрии. В об-
разцах с Cas9‑3×NLS по сравнению с образцами 
Cas9‑1×NLS уровень нокаута был выше в среднем 
на 20%, а уровень нокина – на 30% (рис. 6а, б). 
При введении в среду соединения М3814 уровень 
нокина повышался на 30%, а уровень нокаута при 
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	 МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ      том 58      № 4      2024

584	 Голубев и др.

этом не изменялся. При совместном использова-
нии обоих подходов наблюдался аддитивный эф-
фект, при котором уровень нокина возрастал на 
70% по сравнению с контрольным образцом.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Изменение генома клеток с помощью CRISPR/
Cas9-опосредованного нокина открывает новые 
возможности для моделирования и лечения забо-
леваний человека. Однако эффективность репара-
ции DSB по механизму HDR зачастую невелика, 
поэтому усилия многих исследователей направле-
ны на поиск условий для повышения уровня ноки-
на. В частности, для этой цели применяли разные 
способы модификации нуклеазы Cas9, гРНК и до-
норной ДНК, а также воздействовали на пути ре-
парации DSB [16]. Ранее нам удалось существенно 
повысить уровень нокина МТС34 в локус CXCR4 

на Т-клеточной линии и первичных CD4+ Т-лим-
фоцитах человека путем увеличения плеч гомоло-
гии донора со 100 до 500 п. н. и замены ПЦР-доно-
ра плазмидой [8]. В данной работе для повышения 
уровня нокина конструкции, кодирующей пептид-
ный ингибитор слияния ВИЧ‑1 МТ-С34, в локус 
гена CXCR4 человека в Т-клеточной линии CEM/
R5 мы модифицировали донорную ДНК, нуклеазу 
Cas9 и воздействовали на активность путей репа-
рации DSB с помощью низкомолекулярных сое-
динений. Для повышения уровня нокина за счет 
более эффективной доставки донорной плазмид-
ной ДНК в ядро клеток плазмиды модифициро-
вали путем введения сигналов DTS, представля-
ющих собой участки энхансера SV40, или сайтов 
связывания транскрипционного фактора NF-κB. 
Подобная модификация донорной ДНК легко вы-
полнима и масштабируема, для ее применения не 
требуется вводить в клетки дополнительные белки 
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и, наконец, в отличие от воздействия на пути ре-
парации ДНК с помощью низкомолекулярных со-
единений, такая модификация донорной ДНК по-
тенциально менее токсична. Однако выбранные 
модификации донорной ДНК DTS-сигналами или 
сайтами связывания NF-κB не влияли на уровень 
нокина в используемой нами модельной системе.

Сигнал DTS из SV40 содержит несколько сайтов 
связывания различных транскрипционных факто-
ров, экспрессируемых практически всеми типами 
клеток (AP1, AP2, NF-κB, Oct1, TEF‑1) [10]. Как 
показано еще в 1999 году D. Dean и др. [9], введе-
ние в плазмиду последовательности, кодирующей 
DTS, повышает экспрессию репортера в трансфи-
цированных клетках, что обусловлено направлен-
ным переносом плазмидной ДНК в ядро благодаря 
связыванию DTS-сигналов с транскрипционными 
факторами, имеющими NLS [9]. Впоследствии об-
наружили, что индивидуальные сайты связывания 
некоторых транскрипционных факторов, в частно-
сти NF-κB, могут выступать в роли DTS [13, 24, 25]. 
Учитывая, что NF-κB – один из ключевых транс-
крипционных факторов, участвующих в процессе 
активации Т-клеток  [26], мы оценили его вклад 
в повышение уровня нокина на Т-клеточной ли-
нии CEM/R5, введя в донорную ДНК последова-
тельности с сайтами связывания NF-κB, как опи-
сано S. Shin и др. [19]. Однако эта модификация не 
повлияла на уровень нокина МТС34, несмотря на 
то что белки семейства NF-κB содержатся в клет-
ках линии СЕМ [27, 28]. Возможно, требуется до-
полнительная стимуляция клеток, приводящая 

к  усиленной транслокации NF-κB в  ядро  [13]. 
Можно предположить, что эффект от введения 
сигналов DTS и  сайтов связывания NF-κB в  до-
норную ДНК будет более выражен на первичных 
активированных Т-клетках, что предстоит прове-
рить экспериментально.

Насколько нам известно, в  литературе отсут-
ствуют данные о  том, что модификация донор-
ной ДНК DTS-сигналами может повышать уро-
вень CRISPR/Cas9-опосредованного нокина. 
Ранее лишь в одной работе, выполненной на зи-
готах крыс, применяли DTS-сигналы из SV40 для 
повышения CRISPR/Cas9-опосредованного но-
кина  [29]. Однако авторам не удалось добиться 
детектируемого уровня сигнала, поэтому и выво-
да о роли DTS в этом процессе сделано не было. 
При выборе последовательности 4 сайтов связыва-
ния NF-κB, разделенных небольшими линкерами, 
мы ориентировались на работу S. Shin и др. [19]. 
В этой работе DTS-сигналы из SV40 и сайты свя-
зывания NF-κB использовали для повышения эф-
фективности встраивания длинных конструкций 
по методу RMCE (Recombinase-Mediated Cassette 
Exchange) с участием Cre-рекомбиназы в локусы 
AAVS1 или ROSA26  [19]. Авторы наблюдали уси-
ление сигнала репортера в  1.5‒2 раза в  присут-
ствии вставки DTS SV40 или сайтов связывания 
NF-κB. В  обоих случаях модификация требова-
лась по обоим концам встраиваемой конструкции, 
в то время как одного сигнала было недостаточно. 
В представленной нами работе даже введение трех 
DTS-сигналов SV40 в донорную ДНК не вызывало 
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мых экспериментов представлены как среднее ± SD и индивидуальные значения; значками разной формы обозна-
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заметного повышения уровня нокина МТС34. Раз-
личия могут быть связаны, во‑первых, с экспрес-
сией и активацией транскрипционных факторов, 
ответственных за связывание с  сигналами DTS 
в различных клеточных линиях. Во-вторых, мы ис-
пользовали Т-клеточную линию CEM/R5, а S. Shin 
с соавт. [19] работали с клетками НЕК293 и СНО. 
Клетки НЕК293 использовали и в работе, где впер-
вые было показано положительное влияние сай-
тов связывания NF-κB в плазмиде на экспрессию 
люциферазы [13].

Второй подход был направлен на модификацию 
белка Cas9. Ранее показано, что увеличение чис-
ла NLS в молекуле Cas9 повышает эффективность 
доставки фермента в ядро и позволяет повысить 
уровень редактирования [14, 15]. Нами получена 
конструкция, кодирующая белок Cas9 с  3×NLS, 
которая позволила увеличить уровень нокаута 
CXCR4 на 20%, а уровень нокина МТС34 на 30% 
по сравнению с конструкцией, содержащей один 
сигнал NLS. Стоит отметить, что даже белок без 
сигналов NLS вызывал заметный уровень нокаута 
(20% по сравнению с 40% для белка Cas9‑3×NLS); 
а  уровень нокина был непропорционально сни-
жен. Так, соотношение нокина к нокауту для бел-
ков Cas9‑3×NLS и Cas9‑1×NLS составляло около 
60%, а для белка Cas9‑0×NLS только 20%. В лите-
ратуре описания похожего эффекта мы не нашли. 
Возможно, такая разница обусловлена различной 
кинетикой накопления Cas9‑3×NLS и Cas9‑0×NLS 
в ядре, что в последнем случае накладывается на 
снижение количества донорной ДНК, приво-
дя в  результате к  падению уровня нокина. Кро-
ме того, замечено, что уровень Cas9 в клетке по-
вышался при увеличении числа NLS в молекуле 
(рис. 4д). В литературе мы не нашли такого типа 
данных ни для Cas9, ни для других белков. Недав-
но S. Shui и др. [30] сообщили о повышении эф-
фективности редактирования локуса CCR5 в T-кле-
точной линии Jurkat при добавлении второго NLS 
SV40 на С-конец Cas9 [30], однако общий уровень 
белка Cas9 в электропорированных клетках авто-
ры не оценивали. Стоит отметить, что S. Shui с со-
авт.  [30] использовали рибонуклеопротеиновые 
(РНП) комплексы и добились повышения уровня 
редактирования в 1.5‒2 раза, тогда как мы работа-
ли с плазмидными конструкциями и при введении 
двух сигналов NLS достигли повышения эффек-
тивности нокаута только на 20%. Можно предполо-
жить, что если Cas9 доставляется в клетки в форме 
РНП, то эффект от различных модификаций белка, 
в том числе добавления сигналов NLS, будет выра-
жен сильнее по сравнению с доставкой Cas9 в виде 
экспрессионных конструкций. В  последнем слу-
чае уровень нуклеазы в клетке оказывается гораз-
до выше, чем при использовании РНП, что может 
сгладить различия, существенные при невысокой 
концентрации нуклеазы в клетке. Кроме того, раз-
личия в наблюдаемом повышении эффективности 

нокаута могут быть связаны с тем, что для оцен-
ки этого показателя мы использовали проточную 
цитофлуориметрию, тогда как S. Shui с соавт. [30] 
анализировали уровень инделов менее точным 
методом – T7E1.

Воздействие на пути репарации ДНК с помо-
щью низкомолекулярных соединений с целью по-
вышения уровня нокина описано во многих рабо-
тах (см. обзор [16]). Однако из-за различий в кле-
точных моделях и в подобранных концентрациях 
исследуемых соединений сравнение наблюдаемых 
эффектов затруднено. При выборе низкомолеку-
лярных соединений мы ориентировались на дан-
ные, полученные для Т-клеточных культур и пер-
вичных Т-клеток [21, 23, 31]. В результате из 7 про-
тестированных веществ повышение нокина MTC34 
обнаружено лишь при обработке клеток ингиби-
торами DNA-PK: M3814 и  Ku0060648,  – что со-
гласуется с ранее опубликованными данными [23, 
31]. Интересно, что для SCR7 и L755507 ранее так-
же не было выявлено влияния на уровень нокина 
в клетках Jurkat [23], а для RS‑1 эффект был заре-
гистрирован на клеточных линиях HEK293А [22] 
и MCF‑7 [32], но не на K562 [33]. Стоит отметить, 
что низкомолекулярные соединения, например 
М3814, могут быть полезным инструментом фунда-
ментальных исследований, но для их применения 
в клинической практике возникнут затруднения. 
Так, показано, что при экспансии редактирован-
ных CAR-T клеток в присутствии М3814 уровень 
нокина повышался, но существенно снижался сум-
марный выход клеток [21].

Наконец, при использовании комбинации двух 
подходов: экспрессия Cas9‑3×NLS и  обработка 
клеток М3814 – нами зарегистрирован аддитивный 
эффект на уровень нокина – повышение на 70%. 
Заметим, что при введении только дополнительных 
сигналов NLS в молекулу Cas9 увеличивался как 
уровень нокина, так и нокаута, а обработка М3814 
повышала только уровень нокина. В результате при 
использовании комбинации Cas9‑3×NLS + М3814 
уровень нокина MTC34 стабильно достигал 30‒40%. 
В  дальнейшем оптимизированные конструкции 
будут использованы для внесения нокина в пер-
вичные CD4+ T-клетки, в которых ранее уровень 
нокина для конструкций без модификаций состав-
лял менее 1% [8]. Клетки с нокином можно будет 
дополнительно отсортировать с помощью получен-
ных нами ранее мышиных моноклональных анти-
тел против МТ-С34 [8].

Таким образом, нам удалось повысить уровень 
CRISPR/Cas9-опосредованного нокина конструк-
ции, кодирующей пептидный ингибитор слияния 
ВИЧ‑1, в локус CXCR4 человека с помощью моди-
фикации нуклеазы Cas9 и применения низкомо-
лекулярных соединений – ингибиторов DNA-PK. 
Полученные результаты могут быть использова-
ны в  разработке генотерапевтических подходов 
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к лечению ВИЧ‑1, а также служить отправной точ-
кой для поиска эффективных способов повыше-
ния нокина в релевантной с терапевтической точ-
ки зрения модели для экспрессии пептидных инги-
биторов слияния ВИЧ.

Работа выполнена при финансовой под-
держке Российского научного фонда (грант 
№ 22‑25‑00310).
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Increasing the Level of Knock-in of a Construct Encoding the HIV‑1 Fusion Inhibitor, 
MT-C34 Peptide, into the CXCR4 Locus in the CEM/R5 T Cell Line
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The low efficiency of knock-in, especially in primary human cells, limits the use of genome editing 
technology for therapeutic purposes, which makes it important to develop approaches for increasing 
knock-in levels. In this work, using a knock-in model of the peptide fusion inhibitor of HIV MT-C34 
into the human CXCR4 locus in the CEM/R5 T cell line, we analyzed the effectiveness of several 
approaches to increasing knock-in levels. First, donor DNA modification aimed at improving the 
efficiency of plasmid transport into the nucleus was evaluated, namely the introduction into the donor 
plasmid of the SV40 DNA transport sequence (DTS) or the binding sites for the transcription factor 
NF-κB, whose effects on knock-in levels have not been described. In the MT-C34 knock-in model 
into the CXCR4 locus, this modification was ineffective. The second approach, modifying the Cas9 
nuclease by introducing two additional nuclear localization signals (NLS), increased the knock-in 
level by 30%. Finally, blocking DNA repair via the nonhomologous end joining pathway using DNA-
dependent protein kinase inhibitors caused a 1.8-fold increase in knock-in. The combination of the last 
two approaches caused an additive effect. Thus, increasing the number of NLSs in the Cas9 protein and 
inhibiting DNA repair via the nonhomologous end joining pathway significantly increased the level of 
knock-in of the HIV‑1 peptide fusion inhibitor into the clinically relevant locus CXCR4, which can be 
used to develop effective gene therapy approaches for the treatment of HIV infection.

Keywords: CRISPR/Сas9, genome editing, homology-directed repair, Т lymphocytes, knock-in, NHEJ 
inhibitors, DTS, NLS


