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Изменение признаков и свойств домашних 
животных методами генной инженерии привле-
кает внимание исследователей во всем мире, на-
чиная с середины 80-х годов прошлого века, когда 
две группы в США и Германии  экспериментально 
показали возможность получения трансгенных 
сельскохозяйственных животных [1, 2]. За более 
чем 30-летний период было проведено несколько 
сотен различных типов генетических модифика-
ций домашних животных; при этом было установ-
лено, что основными лимитирующими факторами 
развития генно-инженерных технологий в живот-
новодстве являются высокие трудовые и матери-
альные затраты. Это, в свою очередь, обусловило 
постоянный поиск новых, более совершенных ме-
тодов генетической модификации с точки зрения 
технической доступности и эффективности [3].

Доминирующим методом переноса ДНК в ге-
неративные клетки сельскохозяйственных жи-
вотных до середины 90-х годов XX века являлся 
метод микроинъекции линейных молекул ДНК в 
пронуклеус зигот [4]. Однако вследствие низкой 
эффективности (число полученных трансгенных 
животных варьировало от 0,5–1,0% от числа пе-
ресаженных эмбрионов у крупного рогатого ско-
та, овец, коз и свиней и до 1,0–2,0% у кроликов) 
он был практически полностью вытеснен пере-
садкой ядер соматических клеток (SCNT) [5], ге-
нетически трансформированных in vitro.

Дальнейший прогресс в области генной инже-
нерии домашних животных связывают с развити-
ем технологий так называемого активного трансге-
неза, которые посредством экзогенных фермен-
тов или кодирующих их ДНК  обеспечивают   
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возможность направленных (сайт-специфичес-
ких) модификаций в геноме [6]. В качестве ин-
струмента для реализации данных технологий 
применяют системы ДНК-транспозонов [7–11] и 
сайт-специфических нуклеаз; при этом последние 
получают все большее распространение при ра-
боте с домашними животными.

Использование сайт-специфических нукле-
аз, таких как так ZFN [12] и TALEN [13], и си-
стемы на основе CRISPR/Cas9 [14–16] делает 
возможным введение двухцепочечных разрывов 
(DSB) в целевой локус геномной ДНК. Извест-
но, что сайт-специфические DSB могут пример-
но в 10000 раз более эффективно стимулировать 
процесс гомологичной рекомбинации (HR) [17, 
18]. На этом свойстве и основано их использова-
ние в генной инженерии. Прецизионный харак-
тер генерируемых изменений в последовательно-
сти ДНК позволяет осуществлять так называемое 
геномное редактирование (GE, genome editing) 
практически любых участков генома клеток. ZFN 
и TALEN состоят из химерных белков, которые 
содержат адаптируемый ДНК-связывающий до-
мен, сшитый с нуклеазным доменом FokI (нукле-
аза, выделенная из Flavobacterium okeanokoites). 
Эти ферменты индуцируют в целевых последо-
вательностях генома мутации в форме инсерций 
или делеций (indels) небольшого размера посред-
ством репарации разрывов ДНК путем негомоло-
гичного сшивания концов (NHEJ) или гомологич-
ной репарации (HDR). ZNF и TALEN были с успе-
хом использованы для редактирования геномов 
сельскохозяйственных животных главным обра-
зом на начальных этапах развития технологий, 
использующих сайт-специфические нуклеазы 
[19–22]. Однако вследствие высокой стоимости и 
значительной трудоемкости конструирования ре-
комбинантных векторов на фоне несуществен-
ных преимуществ перед традиционной техноло-
гией нокаута данные нуклеазы были практиче-
ски полностью вытеснены системами на основе 
 CRISPR / Cas9 [23, 24]. С применением последних 
связывают начало новой эры в области генетиче-
ской инженерии млекопитающих [25].

Система CRISPR/Cas9 состоит из некоди-
рующей короткой направляющей РНК (sgRNA, 
 РНК-гид) длиной 20 нуклеотидов и нуклеазы Cas9, 
обнаруженной у Streptococcus pyogenes. РНК-гид 
узнает и комплементарно взаимодействует с це-
левой последовательностью, маркируя тем самым 
специфический участок геномной ДНК для после-
дующего разрезания нуклеазой [26]. В отличие от 
ZNF и TALEN, сборка которых требует несколь-

ко последовательных шагов клонирования, в ос-
нове конструирования систем CRISPR/Cas9 ле-
жит применение короткого олигомера. Благодаря 
своей высокой эффективности, а также просто-
те и малой трудоемкости использования система 
CRISPR/Cas9 находит более широкое распростра-
нение по сравнению с другими GE-техно логиями. 
Кроме того, она может быть применена для одно-
ступенчатой генерации мутаций в нескольких ге-
нах одновременно [27], чего невозможно добиться 
ни одним из ранее используемых методов. Высо-
кая эффективность системы  CRISPR/Cas9 позво-
ляет получать колонии клеток, несущие множе-
ственные мутации генов, посредством прямого 
скрининга без использования селективных мар-
керов, что в дальнейшем исключает необходи-
мость удаления последних посредством реклони-
рования или скрещивания [28]. Сравнение систем 
ZNF, TALEN и CRISPR/Cas9, а также настоящих 
и потенциальных областей их применения пред-
ставлено в обзоре M.M. Harrison с соавт. [29]. Воз-
можности конструирования, применения и ана-
лиз действия TALEN и CRISPR/Cas9 на примере 
различных модельных систем подробно описаны 
в обзоре А.А. Немудрого с соавт. [31]. Сравнение 
характеристик GE-систем на основе ZFN, TALEN 
и CRISPR-Cas9 приведено в таблице.

Как уже говорилось выше, индуцируемые ну-
клеазами сайт-специфические DSB эффективно 
стимулируют процесс гомологичной рекомбина-
ции [17, 18]. Однако обычно используемый для ре-
парации DSB конкурентный путь NHEJ зачастую 
приводит, особенно в клетках млекопитающих, к 
инсерциям небольшого размера или хромосом-
ным перестройкам [15, 32]. Так, например, при ис-
пользовании системы CRISPR/Cas9 для получения 
поросят с нокаутом гена CD163 посредством инъ-
екции соответствующих РНК в цитоплазму зигот 
свиней было получено четыре поросенка с нуж-
ной делецией; при этом у трех из них были выяв-
лены дополнительные инсерции случайных ну-
клеотидов в сайтах разрезания [33]. В связи с этим 
целый ряд исследований направлен на совершен-
ствование GE-технологий на основе  CRISPR / Cas9 
в целях повышения их эффективности, специфич-
ности и универсальности [15, 34–36].

Так, Richardson с соавт. [37] оптимизировали 
генерацию единичных нуклеотидных замен по-
средством CRISPR/Cas9, эффективность которой 
в культуре клеток достигала 60% [38]. С этой це-
лью для снижения повреждения ДНК в процес-
се GE и индукции прецизионных замен основа-
ний без использования гомологичной репарации 



11Биотехнология, 2018, Т. 34, № 3

ГЕНОМНОЕ РЕДАКТИРОВАНИЕ: СОВРЕМЕННОЕ СОСТОЯНИЕ ИССЛЕДОВАНИЙ

 донорской матрицы была разработана и примене-
на на различных видах животных программируе-
мая система нуклеотидного редактирования (NE). 
Система основана на использовании ферментов 
семейства AID/APOBEC группы цитидиндезами-
наз, которые генерируют инсерции в ДНК/РНК 
путем дезаминирования цитидина до тимидина/ 
/уридина [39]. Для замены C на T (или G на A) 
в сайте-мишени без DSB такие дезаминазы инте-
грируются в систему CRISPR/Cas9 [24, 40–42].

В дальнейшем был разработан целый ряд ну-
клеотидных редакторов с улучшенной эффектив-
ностью [31]. NE-системы несомненно станут зна-
чимым инструментом прецизионного геномного 
редактирования путем генерации целевых одно-
нуклеотидных замен. Можно прогнозировать их 
широкое применение в отношении домашних 
животных, например, с целью создания живот-
ных-моделей или корректировки рецессивных на-
следственных дефектов.

Другим направлением совершенствования си-
стем редактирования является снижение off-tar-
get-эффекта. С этой целью, Gao Y. с соавт. [36] вы-
полнили модификацию системы CRISPR/Cas9, 
введя в нее Cas9-никазу (Cas9n). Используя в ка-
честве клеток-мишеней фетальные фибробласты 
крупного рогатого скота, они показали возмож-
ность индукции одноцепочечного разрыва с по-
следующей инсерцией гена в выбранный локус с 
заметным уменьшением off-target-эффекта.

Распространение «отредактированных» алле-
лей в популяциях животных требует прохожде-
ния нескольких циклов (генераций) размножения. 

Однако во избежание инбридинга на начальных 
этапах разведения в качестве одного из родите-
лей необходимо использовать интактных особей, 
что обусловливает сегрегацию исходных аллелей 
в популяции. В этой связи еще одним направле-
нием совершенствования GE-технологий приме-
нительно к животным является развитие методов 
более быстрой фиксации «отредактированных» 
аллелей в популяциях. Одним из таких методов 
является так называемый генный драйв (GD).

Генный драйв – это природный феномен, ко-
торый вызывает мутацию на одной хромосоме с 
последующим ее копированием на другой гомо-
логичной хромосоме. В результате индивидуум, 
имеющий в своем геноме два различных алле-
ля какого-либо гена, передает своему потомству 
только один из них. Процесс копирования обу-
словлен инициацией посредством GD двухцепо-
чечных разрывов в ДНК на гомологичной хромо-
соме. Возникающие DSB репарируются клеткой с 
использованием механизма HR, при этом после-
довательность хромосомы, которая содержит GD-
элементы, служит матрицей для репарации [43, 
44]. Фактически внесение в один из вариантов 
гена целенаправленных разрывов активирует ме-
ханизм HR, что приводит к замене одного из вари-
антов гена («запасного») на другой (тот, в котором 
произошел разрыв) и передаче этих изменений по-
томству. Вопреки законам расщепления  Менделя, 
все потомство будет совершенно одинаковым по 
данному аллелю. Таким образом, GD – это все-
го лишь способ активировать природную систе-
му репарации путем введения точечного разрыва 

Сравнение систем геномного редактирования ZFN, TALEN и CRISPR-Cas9 [31]

Comparison of systems for genome editing ZFN, TALEN and CRISPRCas9 [31]

Функции и свойства ZFN TALEN SRISPR-Cas9

Узнавание ДНК в различных 
структурах Протеин–ДНК Протеин–ДНК РНК–ДНК

Компоненты ZFP–FokI TALE–FokI Cas9–sgRNA

Эффективность Низкая и вариабельная Высокая и вариабельная Высокая и вариабельная

Эффект off-target Сильный Средний Вариабельный

Редактирование нескольких 
локусов Затруднено Затруднено Осуществляется
Сайт-мишень Богатая гуанином Без ограничений PAM (NGG)
Работа в димерах/парах Осуществляется Осуществляется Не осуществляется

Происхождение Эукариоты Растительный патоген Прокариоты

Стоимость Высокая Средняя Низкая

Конструирование вектора Затруднено Средняя трудоемкость Легко выполнимо
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в ДНК [45]. Примером возникшего естественным 
путем GD является внедрение так называемого 
P-элемента в геном Drosophila melanogaster, обна-
руженное в 1950-х г. и его распространение с тех 
пор по всему миру [46]. Использование системы 
CRISPR/Cas9 в сочетании с GD для модификации 
генеративных клеток родителей или родитель-
ских особей на стадии зиготы может обеспечить 
гомозиготность всех потомков по отредактиро-
ванному аллелю. Концепция GD для распростра-
нения желательных аллелей в популяции была 
впервые предложена Burt в 2003 г. [47] и в даль-
нейшем эмпирически подтверждена с использо-
ванием модификации генома D. melanogaster си-
стемой CRISPR/Cas9, получившей название му-
тагенной цепной реакции (MCR) [48]. Созданная 
система CRISPR/Cas9 в сочетании с GD была ис-
пользована для индукции изменения окраски дро-
зофил дикого типа на желтую посредством копи-
рования гена yellow, сцепленного с GD, на гомо-
логичной хромосоме потомства, унаследовавшего 
одну копию этого гена. Конверсия оказалась очень 
эффективной (> 98%), что свидетельствует о вы-
соком потенциале данной технологии при распро-
странении аллелей в популяциях [48].

Получение потомства млекопитающих с ис-
пользованием GE-технологий требует прове-
дения модификации на уровне генеративных 
клеток (яйце клеток и сперматозоидов или их 
предшественников, зигот или эмбрионов на пре-
димплантационных стадиях). Применяемые для 
этого методы должны быть интегрированы в со-
временные репродуктивные технологии, раз-
работанные для разных видов сельскохозяй-
ственных животных. В настоящее время, как го-
ворилось выше, наибольшее распространение 
получили два способа привнесения CRISPR/ 
/Cas9-обусловленных модификаций в генератив-
ные клетки домашних животных: микроинъекция 
в зиготы или SCNT с использованием генетиче-
ски модифицированных клеток. Применение ме-
тода микроинъекции требует получения ранних 
эмбрионов на стадии зиготы (оплодотворенной 
яйцеклетки). С этой целью осуществляют синхро-
низацию полового цикла потенциальных доноров, 
затем вызывают суперовуляцию для увеличения 
количества одновременно овулирующих яйце-
клеток и проводят осеменение или спаривание 
животных. Зиготы получают через определенный 
период времени (в зависимости от вида живот-
ных), в большинстве случаев post mortem. У жи-
вотных, для которых разработаны эффективные 
технологии экстракорпорального оплодотворе-

ния (крупный рогатый скот, овцы, козы, свиньи), 
возможно использование эмбрионов, получен-
ных in vitro. Сопоставляя три способа микроинъ-
екции в зиготы мышей – ДНК в пронуклеус, РНК 
в пронуклеус или РНК в цитоплазму – Horii с со-
авт. [49] показали наибольшую эффективность 
последнего метода с точки зрения как выживае-
мости бластоцист и получения потомства, так и 
общей эффективности создания трансгенных жи-
вотных. Показано, что цитоплазматическая инъ-
екция Cas9 mRNA/sgRNA не оказывала суще-
ственного влияния на развитие эмбрионов свиней 
[50, 51]. Хотя проведение манипуляций непосред-
ственно на зиготах имеет ряд преимуществ по 
сравнению с использованием предимплантаци-
онных эмбрионов (доступность данного вида ге-
неративного материала, относительно невысо-
кие материальные и трудовые затраты), указан-
ная стратегия может приводить к гипоморфным 
мутациям, не передающимся потомству, или к по-
явлению животных-мозаиков, требующих допол-
нительного цикла разведения с целью получения 
животных, несущих трансген во всех клетках ор-
ганизма. Таким образом, наличие мозаицизма с 
учетом относительно большого генерационного 
интервала у домашних животных приводит к уве-
личению периода от начала эксперимента до по-
лучения потомства, несущего изменения во всех 
клетках организма, на 1–3 года в зависимости от 
вида животных. Кроме того, информация о дости-
жении запланированного типа изменений в гено-
ме может быть получена только после рождения 
животных (срок беременности составляет около 
115 дней у свиней,  145–150 дней у овец и коз и 
9 мес. у крупного рогатого скота), т.е. через не-
сколько месяцев после проведения эксперимен-
тов. Учитывая, что эффективность генерации за-
планированных изменений GE-методами может 
быть относительно невысокой (например, только 
3,1% (1/32) от числа полученных поросят содер-
жали корректную делецию гена CD163, ассоции-
рованную с устойчивостью к PRRS [33]), исполь-
зование метода микроинъекции связано с двой-
ным риском – невыполнения поставленных задач 
или увеличения срока их решения.

Начиная с 90-х годов прошлого века, откры-
тие возможности репрограммирования соматиче-
ских клеток животных и их способности давать 
начало развитию эмбрионов сделало SCNT базо-
вым методом для получения генетически модифи-
цированных домашних животных [5]. Данный ме-
тод позволяет проводить отбор донорских клеток 
перед началом дорогостоящих экспериментов на 
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животных и гарантировать получение потомства 
с запланированными модификациями генов. Од-
нако вследствие ограниченной способности кле-
ток домашних животных к пролиферации in vitro 
HR-активность таких клеток является очень низ-
кой. Вместе с тем, еще до открытия сайт-специ-
фических нуклеаз ряд лабораторий сообщили о 
получении домашних животных с нокаутирован-
ными (knocked-out и knocked-in) генами посред-
ством HR-обусловленных сайт-специфических 
генетических модификаций соматических клеток 
[52–57]. Принимая во внимание, что технология 
SCNT является тривиальной процедурой в целом 
ряде лабораторий по всему миру, в том числе и в 
России [5], можно прогнозировать, что она станет 
базовой для проведения экспериментов по геном-
ному редактированию домашних животных.

Следует, однако, отметить, что технологии 
SCNT на сегодняшний день разработаны далеко 
не для всех видов животных. Среди других кле-
ток-мишеней для геномного редактирования до-
машних животных рассматриваются индуци-
рованные плюрипотентные стволовые клетки 
(iPSC). Показана возможность генерации iPSC из 
фибробластов крупного рогатого скота и успеш-
ного редактирования в них локуса NANOG с ис-
пользованием CRISPR-Cas9 [58]. Потенциальны-
ми клетками-мишенями для GE являются также 
предшественники генеративных клеток самцов 
млекопитающих – сперматогонии (Sg) [59]. 
Экспе риментально показана возможность поддер-
жания в культуре и криоконсервации Sg разных 
видов сельскохозяйственных животных [60–62] и 
их способность дифференцироваться до спермиев 
после трансплантации в семенники реципиентов 
[63]. В этой связи интерес в качестве потенциаль-
ных реципиентов для трансплантации донорских 
Sg, генетически модифицированных in vitro, могут 
представлять самцы с выключенным собственным 
сперматогенезом. Так, например, Park и сотр. [64], 
используя систему  CRISPR / Cas9, выполнили ре-
дактирование гена NANOS2 в эмбрионах свиней. 
Было показано, что свиньи с диаллельным нокау-
том NANOS2 характеризуются отсутствием спец-
ифических для самцов генеративных клеток, в то 
время как другие аспекты их тестикулярного раз-
вития остаются в норме [64].

Если генетические модификации лабора-
торных животных ориентированы главным об-
разом на решение фундаментальных задач, то 
в определении направлений использования 
 GE-технологий у домашних животных значитель-
ную роль играет рынок, потенциальное развитие 

существующих его сегментов или возникновение 
новых. В качестве перспективного направления 
рассматривается создание следующих типов жи-
вотных: с измененными хозяйственно-полезными 
признаками; генетически устойчивых к наслед-
ственным и инфекционным заболеваниям; проду-
центов биологически активных рекомбинантных 
белков; доноров внутренних органов для пере-
садки человеку (ксенотрансплантация) и живот-
ных-моделей [3]. В настоящее время имеется ряд 
примеров успешного применения GE-технологий 
в каждой из вышеперечисленных областей [65].

Направленные изменения хозяйственно
полезных признаков домашних животных

Такие изменения являлись первой целью ге-
нетической модификации на начальных этапах 
развития технологий генной инженерии в живот-
новодстве [3]. Ожидалось, что они позволят зна-
чительно быстрее достигать запланированных 
селекционных эффектов, чем при использова-
нии классических методов селекции; однако ни 
одна из ранних разработок в этом направлении 
 не  дошла до практического применения.

Большинство из указанных исследований за-
трагивают изменения простых признаков, контро-
лируемых одним или несколькими так называе-
мыми генами с сильным эффектом, или главными 
генами [66]. Ряд работ посвящен генерации биал-
лельного нокаута гена миостатина (MSTN), ассо-
циированного с повышенным наращиванием мы-
шечной массы (фенотип «двойной обмускулен-
ности»). С использованием ZFN и TALEN были 
получены особи крупного рогатого скота [67, 68], 
овцы [68] и свиньи [69, 70] с MSTN-нокаутом, 
проявляющие соответствующий фенотип. C. Cui 
с сотр. [71], применив TALEN, получили коз с 
нокаутом гена β-лактоглобулина (LGB) и допол-
нительной экспрессией лактоферрина челове-
ка. Ожидается, что молоко таких коз будет иметь 
пониженные аллергенные и усиленные бактери-
цидные свойства. W. Tan с сотр. [72] с помощью 
TALEN осуществили интродукцию комолости у 
молочного скота. У коров коммерчески привле-
кательной мишенью является ген LGB, нокаут ко-
торого способен сделать молоко коров более при-
годным для питания детей. У овец потенциаль-
ными GE-мишенями могут стать гены семейства 
костных морфогенетических белков (BMP) и со-
ответствующих рецепторов, ассоциированные с 
плодовитостью [73, 74]. Улучшение этой характе-
ристики является актуальной задачей для мясных 
пород овец, подавляющее большинство которых  



14

ЗИНОВЬЕВА и др.

Biotechnology, 2018, V. 34, No. 3

отличаются относительно низкой плодовитостью. 
Применение GE-технологий может решить зада-
чу получения линяющих овец, коммерческая при-
влекательность которых обусловлена снижением 
потребности рынка в грубой шерсти. Такие жи-
вотные могли бы с большей эффективностью ис-
пользовать питательные вещества рациона вслед-
ствие снижения энергетических затрат на рост 
шерстных волокон; при их выращивании отпала 
бы необходимость в трудоемком процессе стриж-
ки и последующей утилизации шерсти.

Следует, однако, отметить, что использова-
ние GE-технологий применительно к простым 
признакам позволит решать лишь ограниченный 
спектр задач, не затрагивающих основные со-
ставляющие эффективности сельскохозяйствен-
ного производства – повышение уровня продук-
тивности и качества продукции животноводства. 
Это связано с тем, что большинство хозяйствен-
но-полезных признаков домашних животных яв-
ляются количественными и, как правило, обу-
словлены активностью множества вариантов 
генов со слабым эффектом. Поэтому возможно-
сти улучшения этих характеристик посредством 
 GE-технологий считались ограниченными. Одна-
ко недавние модельные исследования с использо-
ванием GE-стратегии, названной PAGE (Promo-
tion of Alleles by Genome Editing), показали, что 
редактирование относительно небольшого числа 
из множества вариантов генов, контролирующих 
хозяйственно-полезные признаки, может удвоить 
степень как краткосрочного, так и долгосрочного 
генетического прогресса по сравнению с тради-
ционной селекцией [75]. Дополнительной движу-
щей силой в развитии GE-технологий улучшения 
количественных признаков домашних животных 
может стать использование генного драйва [47]. 
В модельных исследованиях было показано, что 
селекция в комбинации с GE и GD обеспечивает 
повышение степени генетического прогресса без 
увеличения инбридинга [66].

О потенциальных преимуществах, которые 
открывают GE-технологии в селекции, свиде-
тельствует интерес ведущих племенных компа-
ний к их разработке и внедрению. Так, институ-
том Roslin (Великобритания) в сотрудничестве с 
одной из ведущих британских племенных свино-
водческих компаний Genus PIC реализуется про-
ект «Геномное редактирование количественных 
признаков у сельскохозяйственных животных» 
(сроки выполнения – 2016–2019 г., бюджет –  
более 700 тыс. ф. ст., заказчик – BBSRC, http://
gtr.rcuk.ac.uk/projects?ref=BB%2FN015339%2F1). 

Авторы проекта считают возможным увеличение 
на 33% степени генетического прогресса в селек-
ции по показателям здоровья и качества мяса по-
средством редактирования всего пяти вариантов 
генов. В рамках проекта будут разработаны техно-
логии, позволяющие осуществлять множествен-
ное редактирование у одного индивидуума, и ме-
тоды разведения, позволяющие выбирать лучшие 
GE-варианты и лучших животных для GE, а так-
же оптимальные способы управления программа-
ми разведения.

Повышение генетической устойчивости 
животных к заболеваниям

Решение данной проблемы является одной из 
приоритетных задач современного животновод-
ства. Однако использование с этой целью техно-
логий генной инженерии сдерживается наличи-
ем лишь ограниченной информации о механиз-
мах генетической устойчивости к подавляющему 
большинству патогенов. На наш взгляд, это стало 
основной причиной отсутствия каких-либо суще-
ственных результатов в повышении устойчивости 
животных к заболеваниям путем использования 
классических технологий трансгенеза [76, 77]. 
Увеличение эффективности и технической до-
ступности геномной инженерии животных благо-
даря прогрессу GE-технологий стало новым им-
пульсом в развитии данного направления. Так, 
Ikeda с сотр. [78], используя CRISPR/Cas9 в со-
четании с методом SCNT, продемонстрировали 
успешное редактирование мутантного гена изой-
лейцил-тРНК-синтетазы (IARS), вызывающего 
рецессивное наследственное заболевание у япон-
ского черного скота (порода крупного рогатого 
скота) – IARS-синдром.

Имеется ряд примеров использования GE-тех-
нологий для повышения устойчивости животных 
к инфекционным заболеваниям. С целью усиления 
резистентности к маститам был выполнен опо-
средованный ZFN knock-in гена лизоцима в локус 
β-казеина молочного крупного рогатого скота [79, 
80]. Gao с сотр. [36], используя  CRISPR-Cas9n, 
осуществили инсерцию в геном телят гена при-
родного ассоциированного с резистентностью ма-
крофагового белка-1 (NRAMP1), обусловивше-
го их повышенную устойчивость к  туберкулезу. 
Whitworth и сотр. [51] получили трансгенных 
свиней с нокаутом CD163 – гена фузионного ре-
цептора для вируса PRRS – и гена T-клеточного 
рецептора CD1D. В дальнейшем было показа-
но, что свиньи с нокаутом CD163 были устойчи-
вы к хорошо охарактеризованному  относительно 
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 вирулентному изоляту NVSL  97-7895 вируса 
PRRS [81]. Burkard с сотр. [33], используя метод 
микроинъекции CRISPR/Cas9 в цитоплазму зигот, 
генерировали у свиней делецию домена SRCR5 
гена CD163, являющегося сайтом взаимодействия 
с вирусом PRRS in vitro. Данная делеция не ока-
зала негативного действия на рост и состав крови 
животных. С использованием конфокальной ми-
кроскопии было показано отсутствие репликаци-
онных структур в макрофагах, делетированных по 
домену SRCR5 гена CD163, что указывает на ин-
гибирование инфекции на стадиях, предшествую-
щих репликации [33]. Проводятся исследования 
по геномному редактированию потенциальных 
генов-мишеней, ассоциированных с устойчиво-
стью к африканской чуме свиней [82]. Несмотря 
на отсутствие заметных успехов GE-технологий 
в обеспечении устойчивости к действию различ-
ных патогенов, получение животных с изменен-
ными вариантами потенциальных генов-мишеней 
могут расширить наше понимание молекулярных 
механизмов, лежащих в основе этиологии и пато-
генеза заболеваний.

Создание животныхбиореакторов
Данная область исследований стала самым 

бурно развивающимся направлением в генетиче-
ской модификации домашних животных еще в до-
геномную эру [3, 4, 83] и единственным из рас-
сматриваемых направлений генетической моди-
фикации, дошедшим до широкого практического 
применения.  С  одной стороны, это было вызвано 
необходимостью создания технологических плат-
форм, способных эффективно производить реком-
бинантные белки, мировая потребность в которых 
составляет 100 кг в год и более (данные FDA), а 
с другой стороны – способностью домашних жи-
вотных эффективно синтезировать практически 
любые белки с сохранением их полной биологи-
ческой функциональности. Первыми домашними 
животными-продуцентами стали овцы, синтези-
рующие с молоком человеческие фактор сверты-
вания крови IX или α1-антитрипсин под контролем 
промотора гена LGB [84]. Первым лекарственным 
средством, разрешенным к использованию в Ев-
ропе (2006 г.), а затем и в США (2009 г.), стал пре-
парат ATryn (производства Ovation Pharm), дей-
ствующее вещество которого – антитромбин III 
человека – получают из молока трансгенных коз 
[85]. В настоящее время еще два рекомбинантных 
белка, производимых трансгенными животны-
ми, разрешены FDA к использованию в США: это 
ингибитор эстеразы C1, получаемый из молока 

трансгенных кроликов (2014 г., препарат Ruconest 
фирмы Salix Pharm) и лизосомная кислая липаза 
(LAL), получаемая из белка куриных яиц (2015 г., 
препарат Kanuma фирмы Alexion Pharm).

Преимуществом использования сайт-специ-
фических нуклеаз для создания животных-проду-
центов является возможность установления кон-
троля интегрированных целевых генов со сто-
роны эндогенных промоторов, что обеспечивает 
достижение высокого тканеспецифического уров-
ня синтеза рекомбинантных белков. Успешным 
примером такого подхода является направленная 
экспрессия альбумина человека в крови крупно-
го рогатого скота в результате TALEN-опосредо-
ванной замены кодирующей последовательности 
гена сывороточного альбумина крупного рогато-
го скота аналогичной последовательностью гена 
человека [86].

Генетическая модификация животных с целью 
создания доноров для ксенотрансплантации

Данная проблема уже давно вызывает инте-
рес у исследователей [87, 88]. Это обусловлено 
растущей потребностью во внутренних органах 
для пересадки, которая не может быть удовлетво-
рена только за счет аллогенной трансплантации. 
Так, по состоянию на 1 января 2018 г., европей-
ский лист ожидания органов для пересадки вклю-
чает 14733 пациента (https://www.eurotransplant.
org/cms/). Еще в начале века две лаборатории в 
США сообщили о создании линий так называе-
мых GAL-KO-свиней с нокаутом гена α-1,3-га-
лактозилтрансферазы (GGTA1) – основного эпи-
топа, ответственного за сверхострую реакцию 
отторжения при пересадке органов свиней при-
матам [89, 90]. В дальнейшем GAL-KO-свиньи 
были использованы в качестве доноров клеток 
для проведения дополнительных генетических 
манипуляций и различных доклинических иссле-
дований [91, 92]. Потенциальная востребован-
ность органов свиней для ксенотрансплантации 
на фоне недавнего прекращения действия патен-
та, ограничивающего коммерческое использова-
ние  GAL-KO-животных [93], обусловила акти-
визацию работ по получению свиней с нокаутом 
GGTA1 и других значимых для ксенотрансплан-
тации генов с использованием различных 
 GE-систем, включая ZNF [94, 95], TALEN [96, 97] 
и  CRISPR / Cas9 [98]. Одним из ограничений при 
использовании свиней в качестве доноров явля-
ется присутствие в их геноме эндогенных ретро-
вирусов (PERV), которые могут активироваться 
в геноме других видов и представлять опасность 
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не  только для пациента, но и для популяции чело-
века в целом. Решением проблемы стало недавнее 
получение  PERV-инактивированных свиней по-
средством CRISPR / Cas9-редактирования и SCNT 
[99]. Результаты лабораторных и доклинических 
исследований подтверждают перспективность 
дальнейшего развития GE-технологий примени-
тельно к ксенотрансплантации [100–102].

Генетически модифицированные  
домашние животныемодели

Такие животные, в частности, свиньи и овцы, 
играют все возрастающую роль в трансляцион-
ных биомедицинских исследованиях [103]. С ис-
пользованием классических технологий трансге-
неза уже получены свиньи-модели для изучения 
цистического фиброза [104, 105], диабета [106] 
и макулярной дистрофии сетчатки Штаргард-
та [107], что вызывает огромный интерес у био-
медицинского сообщества. Klymiuk и сотр. [108] 
создали свиней с индуцированной экспресси-
ей трансгенов, основанной на бинарной tet-on-
системе, которые рассматриваются в качестве 
идеальных моделей для экспериментальной физи-
ологии и трансляционной медицины. Уже суще-
ствует один пример применения GE-технологий 
для создания животных-моделей. Используя ме-
тод микроинъекции системы CRISPR/Cas в зиго-
ты, Hai с сотр. [50] получили трансгенных сви-
ней с нокаутом гена vWF, являющегося причи-
ной болезни Виллибранта у человека. Принимая 
во внимание возможность генерации целевых из-
менений в геноме посредством GE, следует уже в 
ближайшее время ожидать активизации работ по 
получению животных-моделей.

Наряду с созданием трансгенных млекопита-
ющих (коров, коз, овец, свиней), не меньший ин-
терес представляет и получение генетически мо-
дифицированных сельскохозяйственных птиц 
– кур, перепелов, уток, гусей, индеек. Однако 
трудности, связанные с точным определением 
времени овуляции, большим количеством желтка 
в яйцеклетке и сильным уплотнением цитоплаз-
мы около пронуклеусов, не позволяют исполь-
зовать классический метод микроинъекции для 
трансгенеза птиц. В качестве наиболее эффектив-
ного способа создания трансгенных птиц до не-
давнего времени рассматривалась трансформация 
бластодермальных клеток на стадии Х с приме-
нением лентивирусных и ретровирусных векто-
ров [3]. Однако использование векторов вирус-
ной природы несет в себе опасность ограниче-
ния последующего практического использования 

продуктов, получаемых от таких птиц. GE-тех-
нологии открывают возможности эффективного 
получения птиц с заданными изменениями в ге-
номе путем использования в качестве мишеней 
примордиальных зародышевых клеток (PGC) или 
стволовых клеток семенников – сперматогоний 
(Sg). PGC – эмбриональные предшественники по-
ловых клеток – обладают свойством плюрипо-
тентности, т. е. способностью дифференцировать-
ся как в мужские, так и женские половые клетки. 
Sg представляют собой немногочисленную попу-
ляцию сперматогенных клеток, располагающихся 
на базальной мембране семенных канальцев. Они 
характеризуются способностью к самообновле-
нию и дифференцировке с образованием зрелых 
половых клеток самцов – спермиев. В литературе 
имеется ряд примеров эффективного выделения и 
культивирования PGC кур [109] и перепелок [110, 
111]. Показана возможность успешного поддер-
жания в культуре Sg петухов [112, 113] и перепе-
лов [114], а также способность донорских PGC и 
Sg принимать участие в формировании гонад по-
сле их трансплантации в эмбрионы реципиентов 
[115–118]. Данные свойства PGC и Sg открывают 
широкие возможности их применения в качестве 
клеток-мишеней для геномного редактирования с 
целью создания особей с заданными свойствами. 
До настоящего времени опубликовано лишь не-
сколько сообщений об успешном получении GE-
кур посредством TALEN [119, 120] или CRISPR/
Cas9 [121–124]. С использованием PGC были по-
лучены куры с нокаутом гена овальбумина (OV) 
[119], которые рассматриваются в качестве новой 
продукционной платформы. Принимая во внима-
ние, что на долю овальбумина приходится ~54% 
от общего содержания белка в яйце [125], исполь-
зование кур с нокаутом OV позволит существен-
но облегчить процесс очистки рекомбинантных 
продуктов.

 Oishi с сотр. [122], используя PGC в качестве 
клеток-мишеней, получили три линии GE-кур с 
нокаутом гена овомукоида (OVM) – одного из ос-
новных аллергенов куриных яиц. Яйца, получа-
емые от таких кур, могут найти применение для 
производства вакцин и продуктов с пониженной 
аллергенностью. Принимая во внимание успеш-
ный выход на рынок рекомбинантной лекарствен-
ной субстанции, получаемой на основе белка ку-
риных яиц [126], и преимущество птиц в качестве 
биореакторов перед млекопитающими [3], мож-
но прогнозировать рост числа исследований в на-
правлении получения птиц – продуцентов реком-
бинантных белков. Возможности интродукции и 
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быстрого распространения желательных аллелей 
в популяциях птиц посредством GE-технологий 
позволяет ожидать дальнейшего улучшения су-
ществующих и привнесения новых хозяйствен-
но-полезных признаков в коммерческие линии 
птиц. Например, одним из представляющих инте-
рес признаков может стать отсутствие оперения. 
Потенциальными преимуществами таких так на-
зываемых «голых» кур являются более эффектив-
ное использование ими энергии корма, лучшие 
адаптационные способности в жарком климате и 
экологичность технологии (отсутствие необходи-
мости переработки и утилизации пера). Хотя в ли-
тературе пока нет данных о получении GE-особей 
других видов птицы кроме кур, вышеназванные и 
другие открывающиеся возможности позволяют 
ожидать экспоненциального роста исследований 
в области геномного редактирования видов и по-
род сельскохозяйственной птицы.

Развитие технологий генной инженерии при-
менительно к сельскохозяйственным животным и 
птице до недавнего времени сдерживалось трудо-
емкостью и высокими материальными затратами, 
обусловленными, главным образом, относитель-
но низкой эффективностью генерации целевых 
изменений в геноме. Создание и развитие но-
вых систем геномного редактирования позволя-
ют прогнозировать рост числа исследований в об-
ласти геномной инженерии домашних животных.

Материал подготовлен в рамках выполнения 
задания Федерального агентства научных органи-
заций (ФАНО) № АААА-А18-118021590132-9.
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Abstract–The creation and development of genome editing (GE) technologies open new opportunities in 
the genetic engineering of domestic mammals and poultry. In the present review, we have characterized the 
GE-systems based on ZFN, TALEN, and CRISPR/Cas9 and the aims of their improvement in relation to 
farm animals. We described the application fields of the GE-technologies in animal husbandry and poultry 
farming and discussed the objectives and prospects of their further development.
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