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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


