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НОКАУТ ГЕНОВ Т-КЛЕТОЧНОГО РЕЦЕПТОРА  
И HLA КЛАССА I В КЛЕТКАХ ЧЕЛОВЕКА  

С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ СИСТЕМЫ CRISPR //Cas9
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Система геномного редактирования CRISPR /Cas9, как инструмент для нокаута генов, нашла широкое приме-
нение в клеточной биологии для получения клеток определенного фенотипа. В частности, она используется для 
создания универсальных донорских CAR-T-лимфоцитов путем нокаута генов TRAC, TRBC1 и TRBC2 T-клеточного 
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рецептора и гена B2M, входящего в состав HLA класса I. Для получения большого количества клеток нужного 
фенотипа необходимо оптимизировать систему геномного редактирования, эффективность которой определяется 
используемой sgRNA. В настоящей работе экспериментально определены последовательности, позволяющие по-
лучить до 60,3 % клеток, негативных по экспрессии белка B2M, и до 71,8 % клеток, негативных по экспрессии 
Т-клеточного рецептора. Также показано, что одновременное использование двух sgRNA для нокаута гена демонст
рирует более низкую эффективность по сравнению с использованием данных sgRNA по отдельности. 

Ключевые слова: CRISPR /Cas9; sgRNA; Т-клеточный рецептор; B2M; нокаут гена.
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The CRISPR /Cas9 system has found a wide application in cell biology as a tool for gene knockout. In particular, the 
CRISPR /Cas9 system is used to create allogeneic CAR-T lymphocytes by knocking out the genes TRAC, TRBC1, TRBC2 
and B2M. To obtain a large number of cells of the desired phenotype, it is necessary to optimise the process of genomic 
editing, the effectiveness of which is determined by the sgRNA used. In this work, we experimentally determined the most 
effective sequences that allow to obtain up to 60.3 % of cells negative for the expression of the B2M protein and up to 
71.8 % of cells negative for the expression of the T-cell receptor. It has also been shown that the simultaneous use of two 
sgRNAs for gene knockout demonstrates a lower efficiency compared to using these sgRNAs separately.

Keywords: CRISPR /Cas9; sgRNA; T-cell receptor; B2M; gene knockout.

Введение
Система геномного редактирования CRISPR /Cas9 (от англ. clustered regularly interspaced short pa

lindromic repeats – сгруппированные короткие палиндромные повторы с регулярными промежутками), 
открытая в контексте изучения приобретенного иммунитета бактерий, вскоре была успешно адаптиро-
вана в качестве практического инструмента, позволяющего вносить мутации в произвольные участки 
ДНК. Используемая в генной инженерии система CRISPR /Cas9 состоит из ДНК-эндонуклеазы Cas9 
и sgRNA (от англ. single guide RNA – одиночная гидовая РНК), искусственной молекулы, представляю
щей собой гибрид двух РНК-компонентов. Первый компонент – это 20-нуклеотидная последователь-
ность, комплементарная редактируемому участку генома, второй компонент – это scRNA (от англ. scaf-
fold RNA  – каркасная РНК), которая за счет своей вторичной структуры связывается с белком Cas9, 
что приводит к формированию активного эндонуклеазного комплекса. Система CRISPR /Cas9 вносит 
двухцепочечный разрыв в определенный участок ДНК, который должен быть комплементарен sgRNA 
и иметь на 3′-конце специфический нуклеотидный сигнал PAM (от англ. protospacer adjacent motive – 
смежный мотив протоспейсера). Необходимость соблюдения данных условий обеспечивает высокую 
точность геномного редактирования [1]. 

Система CRISPR /Cas9 широко применяется для нокаута генов, так как образованные в результате 
действия эндонуклеазы свободные концы ДНК соединяются друг с другом за счет внутриклеточного 
репарационного комплекса NHEJ (от англ. non-homologous end joining – негомологичное восстановле-
ние концов), который вносит по месту разрыва короткие инсерции и делеции, приводящие к сдвигу 
рамки считывания. 

В частности, данный метод нокаута генов применяется для создания off the shelf аллогенных CAR-T-кле
ток для терапии онкологических заболеваний. Такие CAR-T-клетки, получаемые на материале Т-лимфоци
тов здоровых доноров, позволяют решить основные проблемы, связанные с аутологичной CAR-T-терапией 
(малое количество Т-клеток, недостаточное для производства нескольких доз, дисфункциональное состоя-
ние Т-лимфоцитов, длительное время получения CAR-T-продукта и его высокая стоимость).

В данном случае система CRISPR /Cas9 используется для нокаута генов, обеспечивающих экспрес-
сию на поверхности Т-лимфоцитов Т-клеточного рецептора и комплексов HLA класса I. Это позволяет 
получать донорские CAR-T-клетки, способные длительное время персистировать в организме реципиен-
та без развития реакции «трансплантат против хозяина» [2]. 
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Ключевое требование для производства off  the shelf алогенных CAR-T-клеток – это высокий выход 
Т-лимфоцитов с ожидаемым фенотипом, который, в свою очередь, зависит от эффективности геномного 
редактирования, а последняя определяется методом доставки элементов системы CRISPR /Cas9 в клетки 
и особенностями используемой sgRNA. Эффективность sgRNA может быть предсказана с помощью 
биоинформатических алгоритмов, однако они не учитывают влияние факторов внутриклеточной среды, 
таких как, например, функциональное состояние хроматина в редактируемом участке, поэтому реаль-
ная эффективность sgRNA часто не соответствует теоретической [3]. 

Таким образом, выбор sgRNA для нокаута генов в целях получения клеток определенного фенотипа 
требует предварительной экспериментальной проверки ее эффективности.

Цель данной работы – оценить на модельных клеточных линиях эффективность различных вариантов 
sgRNA, а также их сочетаний и выявить те из них, которые позволяют добиться наибольшего выхода 
клеток, негативных по экспрессии Т-клеточного рецептора и HLA класса I. 

Материалы и методы исследования
Клеточные линии. В работе использовались клеточные линии HEK293T и Jurkat. Клетки ли-

нии HEK293T культивировались в полной среде DMEM (10 % FBS), клетки линии Jurkat – в полной 
среде RPMI 1640 (10 % FBS). 

sgRNA. Подбор потенциальных sgRNA проводился с помощью веб-инструмента CRISPOR (версия 
генома hg19, эндонуклеаза SpCas9) [4]. При выборе sgRNA учитывалось количество off-target-мишеней, 
у которых 12-нуклеотидная последовательность, примыкающая к PAM, полностью комплементарна 
целевой мишени. Для редактирования гена B2M были подобраны sgRNA, комплементарные участкам 
экзона 1 и интрона 1–2, для редактирования гена TRAC – sgRNA, комплементарные участкам экзона 1, 
для редактирования генов TRBC1 и TRBC2 – sgRNA, комплементарные гомологичным участкам эк
зона 1 (см. таблицу). 

Варианты sgRNA
sgRNA variants

Код Последовательность (5′ – 3′ )* PAM Цепь Количество  
off-target-мишеней

B2M1 CGCGAGCACAGCTAAGGCCA CGG – 5
B2M2 CTCGCGCTACTCTCTCTTTC TGG + 8
B2M3 GGCCACGGAGCGAGACATCT CGG – 2
B2M4 GCTACTCTCTCTTTCTGGCC TGG + 13
B2M5 CTACTAGCCCCATCAAGAGG TGG – 20
B2M6 ACTCACGCTGGATAGCCTCC AGG – 1
B2M7 GGCCGAGATGTCTCGCTCCG TGG + 0
B2M8 AGGGTAGGAGAGACTCACGC TGG – 0
TRAC1 TGTGCTAGACATGAGGTCTA TGG + 6
TRAC2 AGAGTCTCTCAGCTGGTACA CGG – 7
TRAC3 TAGGCAGACAGACTTGTCAC TGG – 7
TRAC4 AACAAATGTGTCACAAAGTA AGG + 4
TRBC1 GCAGTATCTGGAGTCATTGA GGG – 18
TRBC2 GGAGAATGACGAGTGGACCC AGG + 2

*Указаны 20-нуклеотидные последовательности sgRNA, комплементарные участку гена-мишени, по-
следовательности scRNA опущены, так как они одинаковы для всех вариантов. 

Сборка векторных конструкций. Для доставки элементов системы CRISPR /Cas9 в клетки исполь-
зовалась плазмида pX333 (№ 64073 в каталоге Addgene), содержащая две экспрессионные кассеты с че-
ловеческим вариантом промотора U6 и последовательностью scRNA для экспрессии sgRNA в эукарио
тических клетках, а также ген SpCas9 под промотором CBh. Клонирование sgRNA в плазмиду pX333 
проводилось по протоколу Zhang Lab [5]. Для каждой sgRNA были синтезированы два олигонуклеотида: 

	• 5′-CACCGN(20)-3′, где N(20) – 20-нуклеотидный участок sgRNA, комплементарный гену-мишени; 
	• 3′-СN(20)CAAA-5′, где N(20) – последовательность, комплементарная первому олигонуклеотиду.
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Оба полученных олигонуклеотида отжигали и фосфорилировали с помощью Т4-полинуклеотидки
назы, после чего лигировали в плазмиду pX333 по сайтам рестрикции BbsI или BsaI. Правильность 
вставки определяли секвенированием по Сенгеру.

Трансфекция. Трансфекцию клеток линии HEK293T проводили в 6-луночном планшете при кон-
центрации клеток 3 ⋅ 105 на лунку. Трансфецирующая смесь содержала 3,3 мкг плазмиды и 5,0 мкг ли-
нейного полиэтиленимина с молекулярной массой 8 кДа. 

Трансфекцию клеток линии Jurkat осуществляли методом электропорации на приборе Neon (Invit-
rogen, США) в 96-луночном планшете при концентрации клеток 5 ⋅ 104 на лунку. Количество плазми-
ды составляло 1 мкг. Параметры электропорации – 1325 В, 10 мс, 3 импульса. Результаты трансфекции 
регистрировались на 4-е сутки. Эффективность нокаута (в процентах) определялась по изменению по-
верхностной экспрессии T-клеточного рецептора и белка B2M и рассчитывалась по следующей формуле:

E x
y= − ⋅







100 100 ,

где x – доля позитивных клеток после трансфекции, %; y – доля позитивных клеток до трансфекции, %.
Проточная цитометрия. Поверхностная экспрессия белка B2M и αβТ-клеточного рецептора опре-

делялась на приборе DxFLEX (Beckman Coulter, США) с использованием антител anti-B2M-PE /Cy5.5 
(Abcam, Великобритания), anti-αβTCR-FITC (BD Biosciences, США). 

Статистика. Построение графиков и статистический анализ результатов осуществлялись с помощью 
программного обеспечения GraphPad Prism 6 (GraphPad Software Inc., США). Сравнение двух неза-
висимых групп данных проводилось методом Манна – Уитни, корреляционный анализ выполнялся по 
методу Спирмена. Различия считались статистически значимыми при p < 0,05. 

Результаты и их обсуждение
Маркером эффективности нокаута гена B2M являлось изменение экспрессии соответствующего белка 

на поверхности клеток линии HEK293T. В случае нокаута генов TRAC, TRBC1 и TRBC2 эффективность 
нокаута измерялась по изменению уровня экспрессии αβТ-клеточного рецептора на поверхности кле-
ток линии Jurkat.

Авторы предположили, что одновременное использование двух sgRNA для редактирования одного гена-
мишени позволит увеличить вероятность нокаута за счет внесения протяженных делеций. Для нокаута 
гена B2M анализировались сочетания B2M1 + B2M6, B2M2 + B2M3, B2M4 + B2M5, B2M7 + B2M8, а для 
нокаута генов TRAC, TRBC1 и TRBC2 – сочетания TRAC1 + TRAC2, TRAC3 + TRAC4, TRBC1 + TRBC2 
(рис. 1).

Рис. 1. Расположение участков-мишеней sgRNA в геномной ДНК  
(в экзоне 1 отмечен первый транслируемый кодон)

Fig. 1. Location of sgRNA target regions in genomic DNA 
(the first translated codon is marked on exon 1)
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Наибольшую эффективность геномного редактирования в случае нокаута гена B2M продемонстри-
ровали сочетания B2M2 + B2M3 и B2M7 + B2M8 (32,8 и 22,4 % соответственно) (рис. 2, а), наимень-
шую – сочетание B2M4 + B2M5 (10,1 %). Мишень sgRNA B2M5 расположена в интроне 1–2 и затра-
гивает сайт связывания транскрипционного репрессора CTCF, одной из функций которого является 
регуляция альтернативного сплайсинга мРНК [6]. Мишень sgRNA B2M4 располагается на конце экзо-
на 1 и согласно работе [7] позволяет получить около 48 % B2M-негативных клеток линии HEK293T. 
Одно из возможных объяснений низкого выхода нокаутированных клеток в рассматриваемом случае 
состоит в следующем: внесение мутаций в регуляторную последовательность внутри интрона при ис-
пользовании sgRNA B2M5 не приводит к значительным нарушениям сплайсинга, тем не менее данная 
sgRNA конкурирует с sgRNA B2M4 за связывание с эндонуклеазой Cas9, в результате чего концент
рация комплексов B2M4 – Cas9 и, соответственно, вероятность внесения двухцепочечного разрыва в эк-
зон 1 гена B2M снижаются. 

В случае нокаута генов, кодирующих константные регионы цепей Т-клеточного рецептора, все соче-
тания sgRNA продемонстрировали одинаково высокую эффективность (около 40 % негативных клеток) 
(рис. 2, б ).

Далее все sgRNA для генов TRAC, TRBC1 и TRBC2, а также sgRNA B2M2, B2M3, B2M7 и B2M8 
были клонированы по отдельности в вектор pX333 по сайту BbsI для определения их индивидуальной 
эффективности (рис. 3). 

Рис. 2. Изменение поверхностной экспрессии белка B2M  
в клетках линии HEK293T (а) и Т-клеточного рецептора в клетках линии Jurkat (б )  

после геномного редактирования с использованием двух sgRNA
Fig. 2. Changes in the surface expression of the B2M protein  

in HEK293T cells (a) and the T-cell receptor in Jurkat cells (b)  
after genomic editing using two sgRNAs
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Наибольший выход B2M-нокаутированных клеток (около 60,3 %) наблюдался при использовании 
sgRNA B2M3 и B2M8. Высокая эффективность обоих вариантов может быть объяснена тем, что об-
ласти внесения двухцепочечных разрывов данных sgRNA (пять нуклеотидов выше PAM-сайта) захва-
тывают ключевые функциональные участки гена (старт-кодон в случае B2M3 и донорный сайт сплай-
синга в случае B2M8). 

Наиболее высокий выход клеток, негативных по экспрессии Т-клеточного рецептора (71,8 %), был 
получен при использовании sgRNA TRBC2. Что интересно, sgRNA TRBC2 и TRBC1, мишенью кото-
рых являются гомологичные участки экзона 1 генов TRBC1 и TRBC2, продемонстрировали высокую 
эффективность редактирования, несмотря на то что их целевые последовательности присутствуют в ге-
номе в четырех копиях. Данное наблюдение согласуется с результатами работы [8], в которой было по-
казано, что эффективность редактирования не зависит от количества копий мишени в геноме. 

Авторы не обнаружили статистически значимых различий в эффективности редактирования в за-
висимости от локализации участка-мишени в ДНК (начало, середина или конец экзона 1, плюс-цепь 
или минус-цепь ДНК), а также корреляционной зависимости между выходом нокаутированных клеток 
и количеством потенциальных off-target-мишеней, которые теоретически могут конкурировать с це-
левыми мишенями за связывание комплексов sgRNA – Cas9. Таким образом, эффективность нокаута, 
вероятно, в большей степени определяется не локализацией участка-мишени, а внутренними характе-
ристиками sgRNA, исследование которых выходит за рамки данной работы. 

Что интересно, эффективность нокаута при использовании одной sgRNA оказалась выше, чем при 
одновременном использовании двух sgRNA (рис. 4). 

Рис. 3. Изменение поверхностной экспрессии белка B2M  
в клетках линии HEK293T (а) и Т-клеточного рецептора в клетках линии Jurkat (б )  

после геномного редактирования с использованием одной sgRNA
Fig. 3. Changes in the surface expression of the B2M protein  

in HEK293T cells (a) and the T-cell receptor in Jurkat cells (b)  
after genomic editing using a single sgRNA
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В работе  [9] было показано, что в случае тандемного расположения двух экспрессионных кассет 
с промотором hU6 эффективность нокаута снижается в связи со снижением уровня экспрессии обеих 
sgRNA. Так как при использовании разных промоторов (hU6 и mU6) уровень экспрессии обеих sgRNA 
и доля нокаутированных клеток были выше, авторы объяснили данное наблюдение конкуренцией между 
двумя одинаковыми близко расположенными промоторами.

Однако в рассматриваемом случае уровень экспрессии sgRNA не объясняет наблюдаемых различий, 
так как проверка отдельных вариантов и их сочетаний проводилась с использованием одного и того же 
вектора, содержащего две тандемные экспрессионные кассеты с промотором hU6. 

В работе [10] показано, что при двойном нокауте sgRNA демонстрируют синергетический эффект, 
если сайты Cas9 располагаются на расстоянии 40 –300 пар нуклеотидов (п. н.) друг от друга. Также 
было отмечено, что синергетический эффект отсутствует, если расстояние между сайтами Cas9 двух 
sgRNA составляет менее 35 п. н., при этом эффективность редактирования может быть ниже эффектив-
ности редактирования при использовании данных sgRNA по отдельности [10]. 

В рассматриваемом случае расстояние между сайтами внесения двухцепочечных разрывов при ис-
пользовании двух sgRNA варьировалось от 36 до 140 п. н. (см. рис. 4), однако авторы не обнаружили 
зависимости между данным параметром и количественным выходом нокаутированных клеток. На-
блюдаемый эффект может быть объяснен стерической конкуренцией двух комплексов CRISPR /Cas9 
в случае малого расстояния между сайтами, а также конкуренцией между более эффективной и менее 
эффективной sgRNA за связывание молекулы белка Cas9. 

Рис. 4. Сравнение эффективности генного нокаута  
с использованием одной и двух sgRNA (на верхнем графике в скобках  

указано расстояние между двумя сайтами разрезания Cas9) 
Fig. 4. Comparison of gene knockout efficiency using one and two sgRNAs 

(on the upper graph, the distance in base pairs between the two Cas9  
cutting sites is shown in parentheses)
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Заключение
Наибольший выход клеток, негативных по экспрессии белка B2M и Т-клеточного рецептора, был 

получен при использовании одиночных sgRNA B2M3 и B2M8 и sgRNA TRBC2 соответственно. 
Эффективность геномного редактирования при использовании одиночных sgRNA выше, чем при 

одновременном использовании двух sgRNA, участки-мишени которых располагаются в геноме на ма-
лом расстоянии друг от друга. 
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