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Генно-модифицированные (ГМ) организмы становятся 
неотъемлемыми компонентами не только научных и 
биомедицинских исследований, но и агропромышленного 
комплекса во всем мире. 

Применение в генной инженерии эндонуклеазных технологий 
ZFN, TALEN и особенно  CRISPR/Сas9 – эффективный метод 
изменения состава молока сельскохозяйственных (с/х) животных 
замещением генов эндогенных молочных белков  с целью 
улучшения  потребительских качеств молока, для использования 
молочной железы животного как биореактора для продукции 
рекомбинантных белков.  

Трансгенные с/х животные, в том числе кролики, перспективны 
в качестве биореакторов для продукции  рекомбинантных белков 
фармакологического назначения с молоком или кровью. 

Кролик, как одно из самых маленьких с/х животных, не только 
хорошая модель для испытания и отработки новых геномных 
технологий, но и легко возобновляемый продуктивный источник 
ценных рекомбинантных белков в экспериментальном и 
промышленном масштабе. 



Сывороточный Кислый Протеин  (Whey acidic protein -
WAP) был впервые обнаружен в молоке мыши, позднее - в молоке 
крысы, кролика, свиньи, верблюда, валлаби, опоссума, ехидны и 
утконоса. Поскольку в молоке всех этих видов отсутствует β-
Lg, считалось, что эти белки являются взаимоисключающими. Но 
свиное молоко, содержащее β-Lg, также содержит WAP (см. Saidi et 
al., 2007). В женском молоке отсутствуют  и β-Lg, и WAP. 

У людей и жвачных животных ген WAP является 
псевдогеном.

WAP функционирует как ингибитор протеиназы, участвует в 
терминальной дифференцировке в молочной железе и обладает 
антибактериальной активностью (обзоры см. Simpson and Nicholas, 
2002; Hajjoubi et al., 2006; Martin et al., 2011).

MW WAP составляет 14-30 КДА (вариации могут быть 
обусловлены различиями в гликозилировании). 

Уровень WAP в молоке кролика достигает 15 г/л, что делает 
ген WAP перспективным кандидатом для замены геном целевого 
белка для технологии CRISPR/Cas9. 

J.A. O’Mahony, P.F. Fox, in Milk Proteins 
(Second Edition), 2014

1. Кислый сывороточный протеин. WAP.

https://www.sciencedirect.com/book/9780124051713


Последовательность гена WAP кролика была взята из базы данных  
GenBank:  

Ген WAP.



Ген WAP.



Ген WAP.
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signal peptide
Схема выбора плечей гомологии гена rbWAP для создания ДНК-матрицы. 5’HA размером 840 п.н. 
включает в себя некодирующую часть 1-го экзона и 15 п.н. последовательности сигнального 
пептида.   3’HA размером 697 п.н. содержит фрагмент 3-го интрона и 4-й экзон (14 кодирующих 
из 130 п.н.). Указаны сайты связывания используемых праймеров.

Стратегия модификации гена WAP (для CRISPR/Cas9)

Схема гомологичной рекомбинации генной конструкции WAPcmvEGFP с геном rbWAP

Примечание. G511, g51-, g31, g33 – мишени нРНК;  5'HА и 3'HА - плечи гомологии; показаны 
структурные элементы гена и конструкции. 
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W5-2
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Seq2 100%

5'rbWAP

Ex1

BamHI (1851)

EcoRI (616)

HindIII (1887) BglII (1841)

XbaI (645)

Рис.2. Сиквенс клонированных фрагментов (последовательность Seq2 на 
схеме).Поиск соответствия в программе Blast.

Сиквенс клонированной 5’ области гена WAP кролика показал 
100% совпадение последовательности с опубликованной

2. Создание генной конструкции (HDR-матрица) 



С использованием коммерческой плазмиды рTZ57R/T была создана плазмида-
матрица с уникальным сайтом рестрикции EagI, содержащая 5’- и 3’- плечи 
гомологии к гену  WAP кролика. 

Создание генной конструкции (HDR-матрица) 



.

Фрагмент секвенированной последовательности pTZHArbWAP, содержащий 
участок соединения  5’- и 3’- плечей гомологии к гену rbWAP. Выделена 
последовательность сайта рестрикции EagI.

Плазмида pTZHArbWAP предназначена для клонирования 
ДНК  целевого фармакологически активного белка с 

перспективой получения трансгенных кроликов, 
продуцирующих рекомбинантные белки с молоком вместо 

кислого сывороточного протеина 

В место стыка плечей гомологии был введен сайт для рестриктазы EagI для  
клонирования ДНК целевого белка в  плазмиду. Состав созданной плазмиды был 
подтвержден  сиквенсом ее фрагментов: 

Создание генной конструкции (HDR-матрица) 



Фрагмент cmv-EGFP-bGHpolyA с EagI
липкими концами, вырезанный и 
очищенный из ранее созданной нами 
плазмиды, клонировали в 
подготовленную pTZHArbWAР. 

Схема плазмиды  pWAPcmvEGFP,   содержащей 
cmvEGFP-bGHpolyA, 5’rbWAP (5’HA) и 3’rbWAP
(3’HA) плечи гомологии к гену rbWAP. Указаны 
основные элементы конструкции, сайты 
рестрикции.

Электрофореграмма рестриктных 
фрагментов плазмидной ДНК, 
выделенной из клонов 14 и 33. 
1А - Плазмида клон 14 + BglII
2А - Плазмида клон 14 + EagI
3А – Плазмида клон 14 + EagI + BglII
1В – Плазмида клон 33 + BglII
М - маркер размеров ДНК

Создание генной конструкции для HDR.
Ген репортерного белка.



Праймеры, использованные для создания генной конструкции

Обозначение 5’-3’ последовательность
Введенный 
сайт 
рестрикции

Назначение

W5-1 agatctctgcgaggagctctgtgcct BglII Сиквенс 5’utr

W5-2 agacacaggtccactgcaggagcag - Сиквенс 5’  
интрон 1

W5HA-2 tacggccg gatgagacagcgcatgg EagI 3’ конец 5’HA

W3-1 atgctgtcccagttgtgtgaggagc - Сиквенс 3’  
экзон 3

W3-2 ggatccagatct
ttcttctgcgaggcctctgtgcacc

BamHI, 
BglII Сиквенс 3’utr

W3HA-1 ttcggccg tgttgtccaccagctgtg EagI 5’ конец 3’HA
M13-F gta aaa cga cgg cca gtg - Сиквенс, 

специф. 
pTZ57R/T

M13-R cag gaa aca gct atg ac -

EGFP1 Agccat
atggtgagcaagggcgaggagctgtt NdeI Детекция 

EGFP
EGFP2 agactcgagcggccgctttacttgtacagctc XhoI

Создание генной конструкции 



Создание генной конструкции 

В результате была получена плазмида pWAPcmvEGFP, 
которую в кольцевом или линеаризованном виде, вырезав 
генную конструкцию, можно использовать в качестве ДНК-
матрицы для гомологичной рекомбинации с геном WAP с 
применением CRISPR/Сas9-компонентов. 

Рестриктный анализ плазмиды показал, что фрагмент 
cmvEGFP-bGHpolyA в ней обратно ориентирован: поскольку 
вставка представляет собой независимую кассету экспрессии, ее 
ориентация в данном случае имеет значение только для 
последующей ПЦР-детекции.   



Для создания компонентов CRISPR/Cas9 использовали 
плазмиду pX330-U6-Chimeric_BB-CBh-hSpCas9 (Addgene plasmid # 
42230, далее - pX330) [5]. ПЦР-амплификаты 5’ и 3’ плечей гомологии 
(5’НА и 3’НА), полученные с использованием праймеров, содержащих 
соответствующие сайты рестрикции,  клонировали в плазмиду-вектор 
рTZ57R/T. В результате стандартных процедур была получена плазмида  
pTZHArbWAP, содержащая плечи гомологии 5’НА и 3’НА к гену WAP, на 
стыке которых  интегрирован сайт  для рестриктазы EagI.

3. Компоненты CRISPR/Cas9. 



Поиск РАМ в выбранных последовательностях гена rbWAP

Фрагмент 5’-последовательности двухцепочечной ДНК  rbWAP  для поиска сайтов  
ДЦР.  Серый  фон – область поиска, 200 п.н.. Фрагмент 5’HA- подчеркнут. РАМ-мотивы 
(5’-20b-NGG-3’) для выбранных мишеней обозначены черными блоками: для  gRNA511 –
AGG на верхней цепи, для gRNA51- - TGG на нижней цепи ДНК. 

Фрагмент 3’-последовательности двухцепочечной ДНК  для поиска сайтов  ДЦР.  
Серый  фон –область поиска, 300 п.н.. Фрагмент 3’HA- подчеркнут. РАМ-мотив для  
gRNA31 – AGG и для  gRNA33 находятся на верхней цепи  ДНК. Курсивом выделена 
часть 3-го экзона. 

Компоненты CRISPR/Cas9. PAM. 



.

Программа CRISPOR v.4.8
http://crispor.tefor.net/

Оn-line программы, 
использованные для 
подбора gRNA

Компоненты CRISPR/Cas9. Cайты для gRNA.

http://crispor.tefor.net/


Олигонуклеотиды для создания компонентов CRISPR/Cas9 
системы

Обозначение 5’-3’ последовательность Назначение

G51-F    CACCGcctacctggagcgatgaatt   
pX330-51-

G51-R      AAACaattcatcgctccaggtaggC

G511F CACCgcccccaaattcatcgctcc
pX330-511

G511R AAACggagcgatgaatttgggggc

G31F    CACCGtatcggaggagtcgaaggtt
pX330-31

G31R     AAACaaccttcgactcctccgataC

G33R     AAACgatagcgcatggcgcagcggC
pX330-33

G33F    CACCGccgctgcgccatgcgctatc

Для создания компонентов CRISPR/Cas9 использовали плазмиду 
pX330-U6-Chimeric_BB-CBh-hSpCas9 (Addgene plasmid # 42230, далее -
pX330). 

Компоненты CRISPR/Cas9. gRNA.

С олигонуклеотидами для получения нРНК были созданы 
плазмиды pX330-511, pX330-51-, pX330-33 и pX330-31, 

кодирующие Cas9 и нРНК к соответствующим сайтам гена WAP
(рисунок).  



   

 

WAP

G51-
G511 G53

G31G33

W3-1
W5-251-R

51-F
W3-2

W5-1 5'HA 3'HAEx2Ex1
Ex3 Ex4signal peptide

EagI (3205)

l WAPcmvEGFP
3354 bp

bGH polyA
3'HA5'HA

cmv enhancer/promoter Ex4Ex1 (part) EGFP

Схема гомологичной рекомбинации генной конструкции WAPcmvEGFP с геном 
rbWAP в результате работы CRISPR/Сas9 системы. 

Показаны: G511, G51-, G31, G33 – мишени для гРНК;  плечи гомологии 5'HА и 3'HА; 
структурные элементы гена и конструкции;  праймеры.

HDR

CRISPR/Cas9. gRNA. HDR. 



rbWAPcmcEGFPrev - HDR
4152 bp

bGHpolyA

sign.pept./part

rHA5F rHA5R rHA3F rHA3RW3-2
W5-1

3'HA5'HA

cmv

Ex1 Ex4

EGFP

Таблица 3. ПЦР-анализ возможной HDR

Пара 
праймеров

ПЦР-амплификат, п.н.
WT ГМ животное, эмбрион (модификация)

rHA5F/rHA5R - 5’HA для HDR (с учетом обратной ориентации 
cmvEGFP) 981

rHA3F/rHA3R - 3’HA для HDR (с учетом обратной ориентации 
cmvEGFP) 968 

4. Стратегия анализа модификаций. HDR.



   
 

WAP
W5-1 WAPEx2Ex1 Ex3 Ex4

signal peptide
EagI (3205)

NC 013678 - del G51- -G31
2412 bp

W3-2W5-1 Ex4Ex1/part
signal peptide

NC 013678 - del G511-G33 2640 bp

G31 W3-2W5-1 Ex4Ex1/part
signal peptide

Варианты репарации гена rbWAP негомологичным соединением концов 
(NHEJ). Большие делеции.

4. Стратегия анализа модификаций. NHEJ.



ПЦР-анализ возможных NHEJ модификаций гена rbWAP, 
полученных с использованием  компонентов CRISPR/Cas9 

системы

Пара ПЦР-амплификат, п.н. Примечания

WT ГМЖ (модификация)

P51R/P51F 99 <99 (∆G51-; ∆G511; ∆G51-/G511) ПААГ 

P31R/P31F 94 <94 (∆G31) ПААГ

P33R/P33F 103 <103 (∆G33) ПААГ

P33R/P31F 331 ≤331  (∆G31, ∆G33) 
≈100 (∆G31/G33)

АГ

P51R/P31F 1420 ≈100 для ∆G511(G51-)/G31; 
≈300 для ∆G511(G51-)/G33

АГ

W5-1/W3-2 2937 ≈1600 для ∆G511(G51-)/G31; 
≈1800 для ∆G511(G51-)/G33

АГ

P51R/W5-2 355 ≤355  (∆G51-,  ∆G511) АГ

Стратегия анализа модификаций. ПЦР.



Праймеры для ПЦР-анализа модификаций гена rbWAP

Обозначение 5’-3’ последовательность Положение, назначение
P51F Gagtgaggaaggcagctgg 1-й интрон начало
P51R tctcatcagcctggccct 1-й экзон
P31F ggaatatgcaggccacagct 3-й интрон
P31R gatctgagagggagtgcagc 3-й интрон
P33F gggagggctcaggacacata 3-й интрон начало
P33R tgtgccaacgacatcgagtg
rHA5F Tgtggaacccacaaaggacg 5’utr < 5’HA, для HDR

rHA5R Atagcaggcatgctggggat 3’ конец bGH polyA для 
HDR

rHA3F Cgtaagttatgtaacgcggaactcc 5’ конец сmv для HDR
rHA3R Ccatgacctagctgctctccatta 3’utr > 3’HA, для HDR

Стратегия анализа модификаций. Праймеры.



Итоги: 

 Была создана плазмида pTZHArbWAР , содержащая плечи гомологии
к генуWAP кролика, с уникальным сайтом рестрикции на их стыке.
Плазмида предназначена для интеграции в нее нуклеотидных
последовательностей биологически активных белков с перспективой
получения ГМ кроликов, продуцирующих рекомбинантные белки с
молоком вместо кислого сывороточного протеина

 Была создана генетическая конструкция, включающая в себя ген
зеленого флуоресцентного белка под цитомегаловирусным
промотором (фрагмент cmvEGFbGHPpolyA), фланкированный
плечами гомологии к 5’- и 3’- областям гена WAP кролика.

Для оценки эффективности сайт-специфической интеграции
трансгена на эмбриональном уровне в условиях in vitro с
применением CRISPR/Cas9
 Были подобраны последовательности направляющих РНК (нРНК)

для делеции фрагмента гена WAP,
 Была разработана система оценки потенциальных генетических

модификаций: делеций, инсерций, репарации гена гомологичной
рекомбинацией с участием ДНК-матрицы (генетической
конструкции).



Эмбрионы кролика, культивированные 5 суток после микроинъекции в 
пронуклеус компонентов CRISPR/Сas9 системы – плазмид pX330 и генной 
конструкции, содержащей плечи гомологии к гену WAP кролика и ген зеленого 
флуоресцентного белка, при использовании CRISPR/Сas9 технологии. 
Фотографии сделаны в видимом (слева) и в синем свете (справа). 
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