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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 aβТ-клеточного рецептора опре-

делялась на приборе DxFLEX (Beckman Coulter, США) с использованием антител anti-B2M-PE /Cy5.5 
(Abcam, Великобритания), anti-aβTCR-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 aβТ-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)


