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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


