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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)


