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Часть1. Стратегия использования 
СRISPR/Cas9 технологии в получении 
кролика-биомодели -  продуцента 
биологически активного белка с молоком. 

Применение технологии CRISPR/Cas9 – эффективный метод 
изменения состава молока животных:

•  гуманизация молока - замещение генов эндогенных молочных   
белков у с/х  животных генами  белков молока человека; 

•   исключение из состава молока какого-либо белка (аллергена); 

•   модификация молочных белков с целью повышения 
питательной ценности и усвояемости,  переработки их в разные 
молочные продукты,  для  получения из них  биологически 
активных пептидов в качестве вакцин 

•  замена эндогенного белка белком фармакологического или 
диагностического назначения; 



Стратегия модификации гена WAP кролика  с 

использованием технологии  CRISPR/Cas9:

Цель:
-  нокаут гена WAP кролика 
-  сайт-специфическая интеграции гена маркерного белка для оценки 

эффективности работы CRISPR/Cas9 компонентов в экспериментах 
in vitro.

Способы достижения цели:
-  Создание конструкции, содержащей плечи гомологии к 

соответствующим областям гена  WAP кролика и  фрагмент 
cmvEGFP. 

-  Поиск таргетных последовательностей в гене WAP кролика: 
получение компонентов  системы CRISPR/Cas9

 Анализ возможных генетических модификаций эмбрионов, возникших 
в результате работы микроинъецированных компонентов  системы 
CRISPR/Cas9 и ГИК (NHЕJ, HDR).



Анализ гена WAP: 
1. Общая информация 
 Gene: WAP ENSOCUG00000022314

(Ensembl Genome Browser – открытый геномный браузер)



Подробнее:

Аминокислотная последовательность кислого сывороточного протеина:

MRCLISLALG10 LLALEAALAL20 APKFIAPVQV30 MCPEPSSSEE40 TLCLSDNDCL50 
GSTVCCPSAA60 GGSCRTPIIV70 PTPKAGRCPW80 VQAPMLSQLC90 EELSDCANDI100 
ECRGDKKCCF110 SRCAMRYLEP120 ILESTPQ127

В молоке кролика – около 15 г/л WAP



NCBI  National Center for Biotechnological Information, USA.
(информация о базах данных белковых доменов,  ДНК (GenBank) и РНК, базах 

данных статей научной литературы (PubMed) и др..) 



Находим нужную последовательность с подробным 
описанием, сохраняем в формате *.gb для работы в 
программе Vector NTI



Vector NTI



NC 013678 - work

3724 bp

WAP

G51-
G511 G53

G31G33

W3-1

W5-251-R

51-F

W3-2

W5-1 5'HA 3'HAEx2Ex1

Ex3 Ex4signal peptide

Eag I (3205)

l WAPcmvEGFP
3354 bp

bGH polyA
3'HA5'HA

cmv enhancer/promoter
Ex4

Ex1 (part) EGFP

Так будет происходить гомологичная рекомбинация (HDR): 

Whey Acidic Protein
Location transcript -  chromosome 10: 45,322,775-45,324,498

Генная конструкция для HDR knock-in

http://www.ensembl.org/Oryctolagus_cuniculus/Location/View?db=core;g=ENSOCUG00000022314;r=10:45322775-45324498;t=ENSOCUT00000022305
http://www.ensembl.org/Oryctolagus_cuniculus/Location/View?db=core;g=ENSOCUG00000022314;r=10:45322775-45324498;t=ENSOCUT00000022305
http://www.ensembl.org/Oryctolagus_cuniculus/Location/View?db=core;g=ENSOCUG00000022314;r=10:45322775-45324498;t=ENSOCUT00000022305
http://www.ensembl.org/Oryctolagus_cuniculus/Location/View?db=core;g=ENSOCUG00000022314;r=10:45322775-45324498;t=ENSOCUT00000022305
http://www.ensembl.org/Oryctolagus_cuniculus/Location/View?db=core;g=ENSOCUG00000022314;r=10:45322775-45324498;t=ENSOCUT00000022305
http://www.ensembl.org/Oryctolagus_cuniculus/Location/View?db=core;g=ENSOCUG00000022314;r=10:45322775-45324498;t=ENSOCUT00000022305


Плазмида pTZHArbWAP – кассета 
для интеграции трансгена в локус 
гена кислого сывороточного 
протеина кролика 

pWAPcmvEGFP
6243 bp

bGH polyA

3'HA

5'HA

pUC/M13

W5-1

cmv enhancer/promoter

Ex4

Ex1 (part)

EGFP

ClaI (3292)

EcoRI (616)

EagI (3011)

Not I (3011)

BglII (653)

BglII (4006) BamHI (2212)

BamHI (2270)

BamHI (4012)

pWAPcmvEGFP – по сайту 
EagI встроен фрагмент 
cmvEGFPbGHpolyA

pTZHArbWAP
4440 bp

3'HA

5'HA

W5-1

pUC/M13

Ex1 (part)

Ex4

BamHI (2209)

EcoRI (616)

HindIII (2245)

EagI (1500)

BglII (653)

BglII (2203)



Подбор мишеней для образования 
ДЦР ДНК  

Подбор гРНК в программах: 

CRISPR direct http://crispr.dbcls.jp/ 

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

CHOPCHOP http://chopchop.cbu.uib.no/ 
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Последовательность для поиска мишеней гРНК 
(выбрали 200 п.н.):

ATGCGCTGTCTCATCAGCCTGGCCCTCGGCCTGCTCGCCCTGG
AGGCGGCCCTCGCTCTGGCCCCCAAAT|TCATCGC|
TCCAGgtaggcccagctgccttcctcactccgggacgcactcaggaggggtccccttgtctc
atatctgctccagagtccacccaagactcgtggccttggtggctccgtgacagggacacag 

Поиск мишеней в 5’-области:  

Seq. 5'WAP
1188 bp

Sign.pept. (57 bp)
G51- G511

W5-1

W5-2

5'HA (841 bp)
Ex1



CRISPR direct 
http://crispr.dbcls.jp/

Naito Y, Hino K, Bono H, Ui-Tei K. (2015) CRISPRdirect: software for 
designing CRISPR/Cas guide RNA with reduced off-target sites. 

Bioinformatics, 31, 1120-1123.

http://crispr.dbcls.jp/




Рекомендуемое программное обеспечение 
http://crispr.mit.edu/ 
дает выход на сайт: 
https://zlab.bio/guide-design-resources

Broad Institute,  
biomedical and genomic research center  
(Cambridge, Massachusetts, United States). 

Feng Zhang laboratory 

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

CHOPCHOP http://chopchop.cbu.uib.no/
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CRISPOR v.4.8. http://crispor.tefor.net/

Характеристики  
мишени 65/rev (#1) G51- 
в трех программах
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Программа дает 
перечень  офф-таргетов 
с демонстрацией 
ошибок…



To clone the guide into 
pX330-U6-Chimeric_BB-CBh-hSpCas9 (Zhang lab) + derivatives, 
use these primers: 

Name Primer Sequence

guideRNA65rvU6sensepX330 CACCGCCTACCTGGAGCGATGAATT
guideRNA65rvU6antisensepX330 AAACAATTCATCGCTCCAGGTAGGC

Summary of main cloning/expression primers

guideRna65rvT7sense TAGGCCTACCTGGAGCGATGAATT

guideRna65rvT7antisense AAACAATTCATCGCTCCAGGTAGG

guideRNA65rvT7crTarget GAAATTAATACGACTCACTATAGCCTACCTGGAGCGATGAATTGT
TTTAGAGCTAGAAATAGCAAG

guideRNAallT7common AAAAGCACCGACTCGGTGCCACTTTTTCAAGTTGATAACGGACTA
GCCTTATTTTAACTTGCTATTTCTAGCTCTAAAAC

guideRNA65rvU6sensepX330 CACCGCCTACCTGGAGCGATGAATT

guideRNA65rvU6antisensepX330 AAACAATTCATCGCTCCAGGTAGGC

…предлагает последовательности 
олигонуклеотидов для вставки в одну из 
подходящих плазмид, например:

https://www.addgene.org/42230/


…праймеры для ПЦР-
амплификации 
фрагментов, 
содержащих мишени… 



…перечень 
рестриктаз для 
анализа ПЦР-
продукта…



…показывает варианты 
делеций в таргетной 
области



CHOPCHOP 
http://chopchop.cbu.uib.no/

http://chopchop.cbu.uib.no/
http://chopchop.cbu.uib.no/
http://chopchop.cbu.uib.no/


Возможности и интерфейс 
программы CHOPCHOP 



… праймеры для ПЦР-амплификации 
фрагментов, содержащих мишени; 
перечень  офф-таргетов с демонстрацией 
ошибок; 
варианты делеций в таргетной области….



Поиск мишеней в 3’-области:  

Последовательность для поиска мишеней гРНК 
(выбрали 280 п.н. перед плечом гомологии):
TGCAGGGGCGACAAGAAGTGCTGCTTCAGCCGCTGCGCCATGCGC
T|
ATCTGGAACCCATCCTAGgtatgtgtcctgagccctccccaggcagggctgtcccttcagc
agggcccagggctcaggagtggatgtgggtgagtgaagggcactcggggacgcaggtggcaggc
gggacttggccctgggtggctcacaggccagcctgtacctttgccactgatctgagagggagtgcagc
acagctccaggtatcggaggagtcgaag|gttaggagcctggggtgttgtccaccagct 

Seq. 3'WAP
1030 bp

G31G33

W3-2

W3-1

3'-HAEx4 Ex4/nc

Ex3/part







NC 013678 - HDR
4152 bp

bGH polyA
sign.pept./part

W3-2W5-1 cmv

3'HA5'HA

Ex1 Ex4
EGFP

NC 013678 - del G51- -G31
2412 bp

W3-2W5-1
Ex4

Ex1/part
signal peptide

Варианты модификаций гена rbWAP
1. Knock-in cmvEGFP (HDR)

2. Возможны крупные делеции (варианты NHEJ)  

3. Возможны  мелкие  делеции с нокаутом и без нокаута гена
(варианты NHEJ) … 

NC 013678 - del G511-G33 2640 bp

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



Часть 2. Кролики-биомодели для 
медицинских и биологических 
исследований, полученные с 
использованием новых геномных 
технологий (обзор). 



Хронология применения нуклеазных технологий 
на лабораторных животных.

(Lee JG et al., 2018 )



Ген-мишень 
Функция гена, 
модель

Конц. НК, 
нг/мкл
mRNA Cas9/ 
sgRNA/
кол-во sgRNA

Живые крольчата/
всего крольчат/
подсажено эмбр./
МИ эмбрионов

Биаллельны/
ГМ крольч./
всего крольчат

Ссылки

APOE липидный обмен, 
атеросклероз

150 /6 12/?/94/? 10/10/12 Yang D, et al., 2014

CD36 150 /6 13/?/54/? 4/11/13

LDLR 150 /6 28/?/93/? 0/9/28

RyR2 аритмия сердца 150 /6 15/?/60/? 1/8/15

Итого: 68/?/301/? 15/38/68

LDLR (Ex7) Рецептор ЛПНП 49/13 sgRNA1 3/3 /12/14 3/3/3 Lu R et al., 2018   

49/13 sgRNA2 4/10/79/82 10/10/10

GJA8 (Ex1) катаракта 180/40/2 11/11/110/? 0/11/11 Yuan L, et al., 2016  

CRYAA (Ex2) αA-кристаллин 180/40/2 19/?/85/? 15/19/19 Yuan L, et al., 2017  

TYR (Ex 1) тирозиназа pX330 - 5 9/?/67/77 1/2/9 Honda A, et al., 
2015 

TYR (Ex3, 
∆105)

окраска шерсти 100/25/2 17/?/169/ ? 1(∆105)/15/17 Song Y, et al., 2016  

TYR (3’utr, 
∆330)

100/25/2 4/?/84/92 3KO/4 Song Y, et al., 2017  

Кролики, нокаутные по одному гену 



Кролики, нокаутные по одному гену (продолжение) 

Ген-мишень 
Функция гена, 
модель

Конц. НК, 
нг/мкл
mRNA Cas9/ 
sgRNA/
кол-во sgRNA

Живые 
крольчата/
всего крольчат/
подсажено 
эмбр./
МИ эмбрионов

Биаллельны/
ГМ крольч./
всего крольчат

Ссылки

MSTN (Ex1) миостатин 180/40/2 20/?/158/? 6/16/20 Lv Q, et al., 2016  

MSTN (Ex1-
Ex3,  ∆≈4600)

гипермышечный 
фенотип

200/20+20/2 3/5/56/80 24/34 (19–gRNA1, 
18–gRNA2, 13- 
gRNA1+ gRNA2; 2-
∆4600b)

Guo et al., 2016

100/20+20/2 29/32/194/218

DMD (Ex51) мышеч. дистрофия 
Дюшенна

200/50/2 33/?/128/? 22/26/33 Sui T, et al., 2018  

FBN1 (Ex 65) фибриллин-1, 
синдром Марфана

200/30/ 2 28/?/197/? 26/28/28 Chen M et al., 2018 

PHEX  (Ex1) Х-связанная 
гипофосфатемия, 
рахит

200/40/2 26/?/131/? 11/19/26 Sui T, et al., 2016   
Ch

LMNA (Ex3) синдром преждевр.  
старения

200/50/2 32/?/126/? (3 рец.) 29/30/32 Sui T, et al., 2019

Il2rg Рецептор IL2 200/20 8/?/66/? 3/8/8 Yan Q, et al., 2014  

Tiki1 Один из белков эмбр-
за и дифф-ки

200/20 5/?/30/? 3/5/5

FOXN1 Иммунодефицит: 
развитие и функции 
лимфоцитов

150/6  21/?/76/? 
(3 реципиентки, 
подсаживали 
смесь эмбрионов)

?/4/20 эмбр Song J, et al., 2017 
 

RAG2 150/6  ?/3/18 эмбр 

IL2RG 150/6  ?/10/20 эмбр 

PRKDC 150/6  ?/3/18 эмбр

PAX4 (Ex3- 
Ex5, ∆≈1200)

сахарный диабет 180/40/2 22/?/210/? 15/19/22 Xu Y. et al., 2018  



Кролики, нокаутные по нескольким генам одновременно

Гены-мишени
Функция 

гена, 
модель

Конц. НК, 
нг/мкл

mRNA Cas9/ 
sgRNA/
кол-во 
sgRNA

Живые 
крольчата/

всего 
крольчат/

подсажено 
эмбр./

МИ эмбрионов

ГМ крольчата
(пояснение)

Ссылки

Il2rg+RAG1 Иммунодефиц
ит 

200/20+20 5/?/67/? 2 IL2RGb; 5 RAG1b Yan Q, et al., 
2014  

FOXN1(Ex3)+ 
PRKDC(Ex1)+ 
IL2RG(Ex1) + 
RAG1(Ex1) + 
RAG2(Ex1)

Иммунодефиц
ит

150/6  5/?/45/? (2 рецип.) 1 (FOXN1s,  PRKDC s, RAG1 s); 
1(IL2RG s, RAG1 s); 
1(IL2RG s); 1 (PRKDC s, RAG1 s); 
1 (FOXN1 s, PRKDC s, IL2RGb, 
RAG1b)

Song J, et al., 
2017*  

RAG1(Ex1) + 
RAG2(Ex1)

150 / 6 3/15 (1 рец.) 1 (RAG1b/RAG2b)/3KO

FUT1+ FUT2 + 
SEC1 G1, G2 – 
общие

Фукозилтранс
феразы 

200/50 31/?/181/? 8/31 (FUT1-4, FUT2-4, SEC1 -6: 1- 
по трем генам) 

Liu H, et al., 
2018 

LDLR  (Ex2(G1, 
G2) - Ex7(G3, G4) 
∆≈2800 
АpoE  (5’utr 
(G5), Ex1 (G6))

Рецептор 
ЛПНП,  
аполипопротеи
н: 
гиперхолестер
емия, 
атеросклероз

40/13 
(G2+G4+G5)

4/10//96/? 1(∆≈2800, б/а)/3 КО LDLR /4 Yuan T et al., 
2019 **

40/13 
(G1+G3+G6)

2/3/109/? 0/2 КО (LDLR-Ex2 б/а;  apoE-Ex1 
б/а)/2 

40/13 (G1+G2+ 
G3+G4) 

1/5/140/? 1(∆≈2800, б/а)



NuSRG – кролик (FOXN1s, PRKDCs, IL2RGb, RAG1b) и его ровесники 
дикого типа (WT) 

* Song J, et al., 2017  Production of immunodeficient rabbits by multiplex embryo transfer and 
multiplex gene targeting. Sci Rep. 2017 Sep 22;7(1):12202. doi: 10.1038/s41598-017-12201-0. 



Microinjected sgRNA sgRNA 2,4,5 sgRNA 1,3,6 sgRNA 1,2,3,4 Total

No. of embryos collected 113 137 179 429

No. of embryos injected 96 109 140 345

No. of recipients 5 5 6 16

No. of gestations 3 3 4 10

No. of pups born 10 3 5 18

No. of live pups 4 2 1 7

No. of mutant pups 3 2 1 6

No. of pups with large fragment 
deletion

1 0 1 2

Rate of pregnancy 60.0%(3/5) 60.0%(3/5) 6.7%(4/6) 62.5%(10/16)

Rate of mutations 75.0%(3/4) 100.0%(2/2) 100.0%(1/1) 85.7%(6/7) 

** Yuan T, et al. Generation of 
hyperlipidemic rabbit models 

using multiple sgRNAs 
targeted CRISPR/Cas9 gene 
editing system. Lipids Health 

Dis. 2019 Mar 18;18(1):69. 
doi: 10.1186/s12944-019-

1013-8. China Japan



Ген-мишень

Конц. НК, 
нг/мкл

mRNA Cas9/ 
sgRNA/
дополн. 

компонент

ДНК-вставка, 
нг/мкл

МИ

KI крольчата 
/крольчата с 
инделями/ 
всего крольчат/ 
транспл.эмбрион
ов

Ссылка

ROSA26-like 
locus (RLL) 
(Int1)

100/6 0.5-kb 5’HA,  0.7-kb 
3’HA: 
2-kb EGFP expression 
cassette/ 100 

CP 3/29/43/373 * Song J, et 
al ., 2016 

100/6 / 
7,5(RS-1) 

10/18/38/146

 ROSA26  
(Int1)

150/6 / 
7,5(RS-1)

0.5-kb 5’HA,  0.7-kb 
3’HA: 
Cre reporter knock in - 
 tdTomato, iEGFP/100 

CP 7/?/20/100 Yang D, 
Song J, et 
al ., 2016 

ATP7B (Ex8)
Модель 
гепатоцеребральн
ой дистрофии 
(болезнь 
Вильсона)

20 / 10/ 2  ssODNs:
 46-b 5’HA,  46-b 3’HA 
- точечные мутации с 
заменой 2 АК/ 50mM 

МИ СР:
через 19 ч 

2/7 KO /14/62 Jiang W, et 
al., 2018  

через 14 ч после 
ХГч обработки 
доноров

9/5 KO /17/56

Получения Knock-in (KI)  кроликов 

* Song J, et al. RS-1 enhances CRISPR/Cas9- and TALEN-mediated knock-in 

efficiency. Nat Commun 2016; 7: 10548. 



Спасибо за 
внимание!


