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Адаптивная клеточная терапия Т-лимфоцитами ограничена аутологичным полу-

чением клеток, поскольку аллогенные Т-лимфоциты провоцируют развитие реакции 
«трансплантат против хозяина» (РТПХ) и сопровождающий любого рода трансплан-
тацию синдром отторжения трансплантата [1, 2]. Эффект РТПХ опосредован нали-
чием на мембране клеток донора Т-лимфоцитов Т-клеточного рецептора, который спо-
собен связываться с чужеродным для него антигеном, присутствующим на клетках ре-
ципиента [3]. Отторжение трансплантата связано с презентацией антигенов донора в 
составе MHCI и распознавание их Т-лимфоцитами реципиента. 

Элиминация данных рецепторов способна решить вопрос с аллогенной транс-
плантацией Т-лимфоцитов, в честности в разработке аллогенных CAR-T. Получение 
CAR-T с использованием здоровых клеток донора решает многие проблемы аутоло-
гичной CAR-T–терапии: высокая стоимость, длительность производства и, соб-
ственно, невозможность производства CAR-T из собственных клеток пациента [4]. 
Белковый продукт гена TRAC является константным доменом α цепи Т-клеточного 
рецептора. Продукт гена B2M – компонент легкой цепи MHCI. Нокаут данных генов 
приведет к потере экспрессии Т-клеточного рецептора и MHCI. 

Целью работы является оценка эффективности редактирования генов TRAС и 
B2M CRISPR/Cas9 системой с использованием собранных нами экспрессионных кас-
сет.  

Материалы и методы: в качестве модельной культуры была использована кле-
точная линия Т-лимфоцитов Jurkat. Выбор наилучших sgRNA B2M3 и TRAC2 прове-
ден на предыдущем этапе работы [5]. Нами были собраны 4 варианта экспрессионных 
кассет: PTG2g–sgRNA B2M3 и TRAC2 находятся под одним человеческим промото-
ром U6 и разделены tRNA; 2hU6 – обе sgRNA находятся под человеческими промото-
рами U6 и на одной цепи; mhU6_MM – sgRNA B2M под мышиным промотором U6, 
sgRNA TRAC под человеческим промотором U6, на одной цепи; mhU6_PM – sgRNA 
TRAC под промотором человека U6 на минус цепи, sgRNA B2M под мышиным про-
мотором U6 на плюс цепи. Вектором доставки выступал LentiCRISPR-EGFP-Cas9, кло-
нирование описанных фрагментов в который осуществлялось по сайтам рестрикции 
KpnI и EcoRI. Собранные векторные конструкции использовались для получения ви-
русных частиц, трансфекция проводилась на культуре HEK293T. Полученные вирус-
ные частицы использовались для доставки sgRNA и Cas9 в Т-лимфоциты методом 
трансдукции. Эффективность нокаута оценивалась на проточном цитометре на 3 сут. 
после трансдукции после окрашивания модифицированных культур антителами anti-
CD3-PacificOrange и anti-B2M-PerCP-Cy5.5. 

Результаты: эффективность нокаута PTG2g – для B2M 0%, для TRAC 23,1%; 
2hU6 – для B2M 1%, для TRAC 56%; mhU6_MM – для B2M 11,6%, для TRAC 63,9%; 
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mhU6_PM – для B2M 4,6%, для TRAC 42,7%. Наиболее успешным вариантом сочета-
ния промоторов и sgRNA стала конструкция с человеческим и мышиным промотором, 
лежащим на одной цепи ДНК – mhU6_MM. 
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