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Нокдаун NUDT16L1 (TIRR)  
повышает эффективность геномного редактирования
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Введение. Эффективная точная коррекция мутаций очень важна для внедрения CRISPR-Cas в качестве инструмента для 
потенциальной генной терапии. Механизм направленной гомологичной репарации (НГР), активируемый после внесения 
нуклеазой двунитевого разрыва, позволяет корректировать все существующие типы мутаций. Однако НГР не является доми-
нирующим механизмом в клетке, что ограничивает ее эффективность. В нашем исследовании впервые описано, как фактор 
репарации NUDT16L1 может контролировать эффективность НГР при редактировании с помощью CRISPR-Cas. 
Цель: исследовать влияние нокдауна и гиперэкспрессии NUDT16L1 на эффективность НГР.   
Методы. Исследование проводили на клеточной культуре HEK293T. Систему CRISPR-Cas в плазмиде, а также вектор для 
гиперэкспрессии NUDT16L1 доставляли путём липофекции. Для нокдауна гена NUDT16L1 использовали малые интерфери-
рующие РНК.
Результаты. Нокдаун NUDT16L1 повышает уровень НГР в плазмидном и геномном локусах, что проявляется повышением 
доли GFP-позитивных клеток в 1,8–3,6 раз. 
Заключение. Нокдаун гена NUDT16L1 может быть использован для повышения эффективности исправления патогенных 
вариантов ДНК методом геномного редактирования.
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NUDT16L1 (TIRR) knockdown increases genome editing efficacy
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Introduction. Effective precise knock-in is crucial for implementing CRISPR-Cas9 system as an efficient instrument for potential 
gene therapy. Homology directed repair (HDR) pathway allows correction of all types of existing mutations. However, HDR is not 
a major repair pathway of the cell that limits its efficiency. In our study, we present for the first time how repair factors NUDT16L1 
controls HDR efficiency. 
Aim: to study an influence of NUDT16L1 knockdown and overexpression on the HDR efficacy. 
Methods. HEK293T culture was used to perform the research. Plasmid CRISPR-Cas system along with NUDT16L1 overexpression 
vector were delivered with lipofection. For NUDT16L1 knockdown small interfering RNAs were used. 
Results. We discovered that knockdown of NUDT16L1 enhances HDR both in the plasmid and genomic loci increasing eGFP signal 
from 1.8 to 3.6 times in HEK293T cells. 
Conclusion. NUDT16L1 knockdown could be used for enhancing of the pathogenic mutations correction through genome editing.
Keywords: CRISPR-Cas, HDR, TIRR, NUDT16L1, genome editing, mutation correction.
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Введение

Редактирование генов с использованием системы 
CRISPR-Cas представляет собой перспективный 
способ терапии наследственных заболеваний. 

Одним из главных недостатков системы является низ-
кая эффективность, что ограничивает использование 
технологии для терапии заболеваний, при которых для 
достижения терапевтического эффекта должны быть 
отредактированы гены в большой доле клеток [1].

Двунитевой разрыв (ДНР), вносимый Cas-
нуклеазой, может быть репарирован несколькими спо-
собами, среди них есть два основных. Один из них, не-
гомологичное соединение концов (НГСК), механизм, 
ведущий к возникновению мутаций, второй – направ-
ленная гомологичная репарация (НГР), которая осу-
ществляет точную коррекцию мутации.

Эффективность точного редактирования мутаций, 
обусловленная уровнем НГР, является достаточно низ-
кой [2–4]. Например, при редактировании генов куль-
туры HEK293T максимальная доля GFP-позитивных 
клеток не превышала 2,39% [5], а при редактировании 
генов нескольких опухолевых клеточных линий до-
ля GFP-позитивных клеток составила 1,49–2,59% [6]. 
В эмбриональных стволовых клетках человека уро-
вень коррекции составил 2-3% [8]. В настоящее вре-
мя используют различные методы повышения эффек-
тивности НГР [6, 9–12]. Описано большое количество 
факторов репарации и взаимодействий между ними, 
которые могут влиять на баланс НГР-НГСК и сдвигать 
его в ту или иную сторону. Эти данные используются 
при попытках повысить уровень НГР. Тем не менее, 
существует ряд новейших участников путей репарации, 
которые не использовали в экспериментах по редак-
тированию генома. Одним из таких мало изученных 
факторов является недавно описанный как ключевой 
участник выбора путей репарации белок TIRR, коди-
руемый геном NUDT16L1.

TIRR (SDOS/NUDT16L1) − белок из семейства ги-
дролаз, участвующий в распластывании клеток, орга-
низации цитоскелета и репарации ДНР [13–16]. TIRR 
связывается с доменом Tudor белка 53BP1 и предотвра-
щает его привлечение к локусам ДНР [17]. Исследова-
ния выявили двунаправленое действие TIRR: показано, 

что как гиперэкспрессия, так и нокдаун гена ингибиру-
ют механизм НГСК и восстанавливают НГР в BRCA1-
дефицитных клетках [18,19]. Вследствие комплексной 
и не до конца изученной роли белка TIRR в процессах 
репарации в нашей работе тестировали влияние обоих 
подходов – гиперэкспрессии и нокдауна – на эффек-
тивность НГР гена eGFP.

Материалы и методы

Выбор миРНК для нокдауна
Две малые интерферирующие РНК (миРНК) были 

подобраны для изоформы NM_032349 гена NUDT16L1, 
состоящего из трех экзонов, кодирующих белок, состо-
ящий из 211 аминокислотных остатков. Обе миРНК бы-
ли подобраны на 3’-нетранслируемый регион гена. По-
следовательность миРНК_TIRR_1 содержала два дезок-
ситимидиновых остатка на 3’-концах, миРНК_TIRR_2 
имела два урациловых остатка вместо тимидиновых. 

Плазмиды и олигонуклеотиды
Плазмида CBA-spCas9(1.1)-sgGFP#2 была получена 

путем клонирования последовательности направляющей 
РНК sgGFP#2 в eSpCas9(1.1) (получена от Фенга Жан-
га (http://n2t.net/addgene:71814; RRID:Addgene_71814). 
Плазмида peGFP-C1(ClonTech, США) была использо-
вана для создания с помощью сайт-направленного му-
тагенеза плазмиды peGFP-C1mut с мутацией с.337delG 
в кодирующей последовательности гена eGFP, в векторе 
peGFP-C1 содержится последовательность eGFP дикого 
типа. Кодирующая последовательность гена NUDT16L1 
(NM_032349) была клонирована в вектор pcDNA3.1+ 
для получения вектора pcDNA3.1+NUDT16L1. Плазми-
ды pR8.91, pMD.G были получены от Дидье Троно [20] 
(http://tronolab.epfl.ch). Плазмида pLVT_turboRFP635-
eGFPmut была получена путем клонирования в вектор 
plvt (Addgene, США) кодирующей последовательности 
гена дальнекрасного флуоресцентного белка turboRFP-635 
и кодирующей последовательности eGFPmut, соединен-
ных линкером T2A. 

миРНК к гену NUDT16L1 были подобраны с помо-
щью программы siRNAfit (внутреннее программное обе-
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спечение). Одноцепочечный олигодезоксинуклеотид 
(ssODN,  120 п.н.) и sgRNA (20 п.н.) были подобраны 
с помощью программы Benchling [21] (https://www.
benchling.com/). миРНК и ssODN были синтезирова-
ны компанией ДНК-Синтез (Москва, Россия). После-
довательности ssODN, миРНК, sgRNA и использован-
ных в работе праймеров приведены в таблице.

Клеточные культуры и трансфекция
Исследования проводили на клеточных культу-

рах HEK293T (редактирование плазмидного локуса  
eGFPmut) и HEK293T-eGFPmut (редактирование геном-
ного локуса eGFPmut).

Для создания клеточной культуры HEK293T-
eGFPmut с геном eGFPmut в геноме лентивирус-
ные частицы с геном eGFPmut собирали в клетках 
HEK293T путем трансфекции упаковочных плазмид 
pR8.91 и pMD.G, а также плазмиды со вставкой pLVT_

turboRFP635-eGFPmut. Среду с вирусными частица-
ми использовали для заражения культуры HEK293T. 
Клетки с интегрированной в геном конструкцией от-
бирали с помощью клеточной сортировки по красно-
му свечению белка turboRFP635.

Клетки HEK293T культивировали в среде 
с 10% FBS (fetal bovine serum), 1 mM L-глутамина, 
пенициллином-стрептомицином и 1 g/L глюкозы. 
За 24 часа до трансфекции клетки пересаживали 
в 12-луночный планшет. Для трансфекции плазмид 
использовали Lipofectamine 2000 (Invitrogen, США) 
в количестве 4 мкл на лунку 12-луночного план-
шета. Для трансфекции миРНК использовали реа-
гент TurboFect™ Transfection Reagent (Thermo Fisher 
Scientific, США) в количестве 4 мкл на лунку 12-лу-
ночного планшета. миРНК и pcDNA3.1+NUDT16L1 
трансфицировали за 24 часа до трансфекции систе-
мы CRISPR-Cas. Далее в клетки трансфицировали 

Таблица

Олигонуклеотиды, используемые в исследовании

Типы  
олигонуклеотидов Описание Последовательность

Праймеры Для секвенирования локуса eGFP F 5’-ACGTAAACGGCCACAAGTTCA-3’
R 5’-CTGCCGTCCTCGATGTTGT-3’

Для гена NUDT16L1 F 5’ CCGGAGCTGAAGCAGATCA 3’
R 5’ GAAACGCATCTGCATCAGCA 3’

Для референсного гена TFRC F 5’-TCCTTGCATATTCTGGAATCCC-3’
R 5’-ATCACGAACTGACCAGCG-3’

Для референсного гена TBP F 5’-CGGAGAGTTCTGGGATTGTAC-3’
R 5’-GTGGTTCGTGGCTCTCTTATC-3’

Для референсного гена B2M F 5-’CTGCCGTGTGAACCATGTGA-3’
R 5’-CAATCCAAATGCGGCATCTTC-3’

Для сборки вектора для гиперэк-
спрессии NUDT16L1; покрывают зо-
ну cds NUDT16L1; прямой праймер 
содержит сайт рестрикции для эндо-
нуклеазы EcoRI, обратный праймер 
содержит сайт рестрикции для XbaI 

F 5’ AAAAGAATTCCAAGATGTCGACGGCGGC 3’
R 5’ AAAATCTAGATCAAGAGGAGGCCGGGAGCA 3’

sgRNA (sgGFP#2) Единая направляющая РНК к по-
следовательности eGFP с мутацией 
с.337delG 

5’-TGTCGCCCTCGAACTTCACT-3’
3-’ACAGCGGGAGCTTGAAGTGA-5’

ssODN Одноцепочечный олигодезоксину-
клеотид для направленной гомоло-
гичной репарации

5’-TTCTTTAAGGACGACGGCAACTACAAGACCCGCGCCGAGGTG
AAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGG
GCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTCGGG-3’

миРНК миРНК_TIRR _1  5’GGAGAAGACAAUAAAGUCGdTdT3’
3’dTdTCCUCUUCUGUUAUUUCAGC 5’

миРНК_TIRR _2  5-GCUGUCGAAGGAGAAGACAUU3’
3’UUCGACAGCUUCCUCUUCUGU5’

миРНК_контроль 5’FAM –AGGUCGAACUACGGGUCAAdTdC-3’
3’-dGdAUCCAGCUUGAUGCCCAGUU-FAM5’
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плазмиду CBA-spCas9(1.1)-sgGFP#2, матрицу для 
репарации в виде ssODN. В клетки HEK293T до-
полнительно вводили peGFP-C1mut для редактиро-
вания локуса eGFPmut в плазмиде. После внесения 
компонентов системы клетки инкубировали 72 часа 
при 5% CO2. Затем проводили измерение доли GFP-
позитивных клеток, выделение нуклеиновых кислот, 
анализ экспрессии, секвенирование редактируемо-
го локуса и анализ доли отредактированных аллелей  
с помощью TIDER.

Иммуноцитохимическое окрашивание
Клетки анализировали спустя 24 часа после 

трансфекции миРНК или через 48 часов после транс-
фекции плазмиды pcDNA3.1+NUDT16L1. Клетки 
промывали раствором Dulbecco’s Phosphate-Buffered 
Saline (DPBS), затем снимали с помощью трипсин-
ЭДТА и переносили в микроцентрифужную про-
бирку объемом 1,7 мл. Клетки фиксировали 4% рас-
твором формальдегида. Пермеабилизация прово-
дилась с помощью 0,25% Triton X100 в PBS, далее 
клетки блокировали с помощью 1% BSA в PBST. За-
тем клетки инкубировали 30 минут при комнатной 
температуре с антителом (Anti-NUDT16L1 antibody 
produced in rabbit [HPA044186], Sigma-Aldrich, 
USA; 1:200). Клетки промывали DPBS, затем инку-
бировали 30 минут при комнатной температуре с вто-
ричным антителом (Alexa Fluor594 goat anti-rabbit 
IgG (H+L), Invitrogen, USA; 1:150), после промыв-
ки раствором DBPS клетки анализировали методом 
проточной цитометрии.

Выделение нуклеиновых кислот
Геномная ДНК была выделена с помощью набо-

ра Quick-gDNA™ MiniPrep kit (Zymo Research, США). 
Плазмидную ДНК выделяли с помощью набора 
ZymoPURE™ II Plasmid Maxiprep Kit (Zymo Research, 
США). Плазмиды верифицировали методом секве-
нирования по Сэнгеру. Тотальная РНК была выде-
лена с помощью реагента ExtractRNA (Евроген, Рос-
сия), в соответствии с протоколом производителя. 
Концентрации ДНК и РНК измеряли на флуороме-
тре Qubit 4 (Thermo Fisher Scientific, США).

Обратная транскрипция  
и полимеразная цепная реакция
 Для проведения обратной транскрипции было ис-

пользовано 2 мкг полученной РНК из каждого образ-
ца. кДНК получали с помощью набора MMLV RT kit 
(Евроген, Россия). Затем образцы кДНК использова-
ли для количественной ПЦР в реальном времени. Реа-
генты для ПЦР (Евроген, Россия) и интеркалирующий 

краситель SYBR Green I (ДНК-Синтез, Москва, Рос-
сия) были использованы для приготовления реакци-
онной смеси. Последовательности праймеров приведе-
ны в таблице. Для анализа экспрессии гена NUDT16L1 
нормализацию проводили на три гена домашнего хо-
зяйства (TFRC, TBP, B2M).

Проточная цитометрия
Проточная цитометрия была использована для 

оценки эффективности трансфекции и уровня НГР, 
выраженного в доле GFP-позитивных клеток. Изме-
рения проводили на цитометре CyFlow Space (Sysmex-
Partec, Germany). Данные обрабатывали с помощью 
программного обеспечения Flomax software (Sysmex-
Partec, Germany). Уровень НГР был нормализован на 
эффективность трансфекции.

Детекция доли восстановленных аллелей
Для оценки уровня НГР после редактирования 

проводили секвенирование локуса eGFPmut. Получен-
ные хроматограммы использовали для определения 
доли отредактированных аллелей в программе TIDER 
(Tracking of Insertion, DEletions and Recombination 
events, https://tider.nki.nl).

Статистический анализ
Для анализа различий между группами значений 

использовали Microsoft Excel 2016 (Microsoft, США), 
программу STATISTICA 12.0 (StatSoft, США) и стати-
стические тесты Манна-Уитни и Стьюдента. Разли-
чия считались статистически значимыми при р<0,05.

Результаты

В качестве модели для оценки эффективности ре-
дактирования использовали локус eGFPmut как в плаз-
миде, так и в геноме для исключения возможного вли-
яния геномного окружения и кольцевого строения 
небольшого фрагмента ДНК в плазмиде на эффек-
тивность НГР. Последовательность eGFPmut содержит 
делецию с.337delG, приводяющую к  возникновению 
преждевременного стоп-кодона. Для коррекции му-
тации использовали CRISPR-Cas9 и  ssODN с после-
довательностью без делеции в качестве матрицы для 
НГР. Восстановление рамки считывания в гене опре-
деляли по появлению зеленой флюоресценции и под-
тверждали секвенированием ДНК.

Нокдаун или оверэкспрессию гена NUDT16L1 
проводили за 24 часа до редактирования. В случае ре-
дактирования геномного локуса в клетки HEK293T-
eGFPmut котрансфицировали CRISPR-Cas9 и ssODN, 
а для редактирования плазмидного локуса в клетки 
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HEK293T котрансфицировали CRISPR-Cas9, ssODN 
и плазмиду peGFP-C1mut. 

Гиперэкспрессия NUDT16L1  
снижает эффективность НГР
Для гиперэкспрессии NUDT16L1 был разработан 

вектор pcDNA3.1+NUDT16L1, трансфекция кото-
рого вызывала повышение уровня мРНК NUDT16L1 
в 400–800 раз (рис. 1, в). Гиперэкспрессия NUDT16L1 
снизила эффективность НГР, что отразилось в сниже-
нии доли GFP-позитивных клеток в 2,3 раза (p=0,0096) 
при редактировании геномного локуса eGFP и в 1,9 раз 
(p=0,07) при редактировании плазмидного локуса 
(рис. 1, a). При анализе секвенограмм редактируемых 
локусов программой TIDER также выявлено снижение 
доли отредактированных аллелей в 1,6 раза при редак-
тировании плазмидного локуса (p=0,053) (рис. 1, б). 
Таким образом, гиперэкспрессия NUDT16L1 незна-
чительно снижает эффективность НГР при репара-

ции двухцепочечных разрывов в геномном контексте 
и слабо влияет  или не влияет на эффективность НГР 
при репарации разрывов плазмидной ДНК.

Нокдаун NUDT16L1  
повышает эффективность НГР
Для нокдауна гена NUDT16L1 использовали миРНК 

к кодирующей последовательности, трансфекция ко-
торой снижала экспрессию NUDT16L1 в 2,6–6,3 раз 
(рис. 2, в). Нокдаун NUDT16L1 повысил эффектив-
ность НГР, что выразилось в резком увеличении доли 
GFP-позитивных клеток – в 6 раз (p=0,000001) при ре-
дактировании плазмиды и в 2 раза (p=0,0006) при ре-
дактировании генома (рис. 2, a). Анализ секвенограмм 
ДНК редактируемых локусов подтвердил увеличение 
доли исправленных аллелей: в 1,8 раз (p=0,0002) при 
редактировании плазмид и в 3,6 раз p=0,02) при редак-
тировании генома (рис. 2, б). Таким образом, сниже-
ние экспрессии NUDT16L1 повышает эффективность 

Рис. 1. Влияние гиперэкспрессии NUDT16L1 на уровни НГР в плазми-
де и в геноме. Указаны средние значения и 95% доверительные интер-
валы. * − p<0,05; a – доля GFP-позитивных клеток; б – доля отредакти-
рованных аллелей; в – уровни экспрессии мРНК NUDT16L1 при транс-
фекции вектора pcDNA3.1+NUDT16L1.

а

в

б
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НГР при репарации двухцепочечных разрывов ДНК 
как в геноме, так и в свободной плазмидной ДНК.

Обсуждение

Эффективная точная коррекция мутаций – это 
ключевое условие для терапии большого количе-
ства наследственных заболеваний путём редактиро-
вания генома. Для повышения эффективности НГР 
используют различные методы. Уровень коррекции 
может зависеть от типа донорной молекулы, способа 
доставки CRISPR-Cas, типа молекулы Cas, фазы кле-
точного цикла и т.д. [22–26]. Комбинация известных 
методов может обеспечивать больший эффект, чем 
использование их по отдельности. Например, ис-
пользование двойной sgRNA, синхронизации с кле-
точным циклом и асимметричного ssODN повыша-
ет НГР в 10 раз с 3,9–5,4% до 39% [27]. Комбинация 
Cas9 с транскрипционным фактором и одновре-
менное использование малой молекулы валнему-

лина повышает уровень GFP-позитивных клеток 
в 4 раза (до 17,5%) [28]. Использование малых моле-
кул NU7441 и SCR7 в комбинации с синхронизаци-
ей клеточного цикла позволяет достичь 1,7-кратного 
увеличения НГР в индуцированых плюрипотентных 
стволовых клетках [29]. Как было описано выше, как 
снижение, так и повышение экспрессии NUDT16L1 
оказывает негативное воздействие на главный бе-
лок НГСК 53BP1. В 2017 г. было показано, что ги-
перэкспрессия NUDT16L1 в клетках U2OS наруша-
ет формирование фокусов 53BP1 и способствует воз-
никновению устойчивости к олапарибу в клетках 
MEF с гипоморфными аллелями Brca1-Δ11. Более 
того, отсутствие NUDT16L1 снижает белковые уров-
ни 53BP1, а также усиливает ассоциацию белка с дру-
гими молекулами-партнерами [17]. В другом иссле-
довании установили снижение экспрессии 53BP1 
в ответ на потерю NUDT16L1 в клетках HeLa, а так-
же нарушение привлечения 53BP1 к локусам ДНР 
при гиперэкспрессии NUDT16L1 [18].

Рис. 2. Нокдаун NUDT16L1 повышает уровень НГР. Приведены средние 
значения, 95% доверительный интервал; * − p < 0,05; a − доля GFP-
позитивных клеток, б − доля отредактированных аллелей, в – уровни 
экспрессии NUDT16L1 при нокдауне с помощью миРНК.

а

в

б
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Таким образом, литературные данные свидетель-
ствуют о том, что взаимодействие NUDT16L1-53BP1 
защищает 53BP1 от деградации, однако комплекс 
NUDT16L1-53BP1 не способен участвовать в процес-
сах репарации ДНК [30,31]. Мы использовали как ги-
перэкспрессиию, так и нокдаун NUDT16L1, чтобы 
установить, как это повлияет на эффективность НГР. 
Было показано, что гиперэкспрессия NUDT16L1 сни-
жает уровень НГР в геномном локусе eGFP с 2,86% 
до 1,09%. Нокдаун NUDT16L1 повышает эффектив-
ность НГР как в плазмидном, так и в геномном локусе.

Можно заключить, что потеря защиты 53BP1 от де-
градации вследствие снижения экспрессии NUDT16L1 
оказывает на путь НГСК большее влияние, чем пре-
дотвращение локализации 53BP1 в локусах ДНР при 
гиперэкспрессии NUDT16L1 [32].

Основную потребность в редактировании гено-
ма испытывает  медицинская генетика, где коррек-
ция гена является единственной возможностью те-
рапии заболеваний. Несмотря на то, что некоторые 
заболевания можно лечить с помощью транспланта-
ции корректированных ex vivo аутологичных клеток, 
в большинстве случаев существует потребность ис-
правлять мутацию в нескольких тканях или в слож-
ных для трансплантации тканях, например, мышцах 
всего тела. В обоих случаях повышение эффективно-
сти НГР даже на несколько процентов может значи-
тельно приблизить исследователей к внедрению мето-
дов редактирования в клиническую практику. Важно 
отметить, что миРНК уже используют в клиниче-
ских исследованиях, и мы надеемся, что использо-
вание миРНК к гену NUDT16L1 может быть эффек-
тивным для повышения эффективности НГР как in 
vitro, так и in vivo.

Выводы

Факторы репарации ДНК могут быть использова-
ны для контроля механизмов репарации и обеспечения 
эффективности НГР, необходимой для точного редак-
тирования генома. Нокдаун гена NUDT16L1 способ-
ствует повышению уровня НГР как при редактирова-
нии плазмидного, так и геномного локусов eGFP. По-
лученные данные могут быть использованы не только 
для улучшения эффективности коррекции, но и для ис-
следований механизмов репарации ДНР ДНК. 
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