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ВВЕДЕНИЕ
Генетически измененные лабораторные животные 
на протяжении многих лет остаются эффектив-
ным инструментом для изучения функциональных 
свойств генов, белков и иных молекул, значение 
которых в качестве моделей заболеваний человека 
при проведении биомедицинских исследований труд-
но переоценить. С использованием таких животных 
можно изучать патогенез и молекулярные особен-
ности заболеваний, выявлять и валидировать новые 
терапевтические мишени, проводить эффективный 
поиск и разработку новых лекарственных средств, 
включая доклинические исследования. Наряду 
с этим, генетически измененные животные приоб-
ретают все большую привлекательность и в таких 
областях, как животноводство, где с помощью изме-
нений генома можно корректировать хозяйственно 
ценные признаки животных. Наконец, трансгенные 
животные могут служить биореакторами для синте-

за рекомбинантных белков, секретируемых в моло-
ко, позволяя нарабатывать рекомбинантные белки 
в существенно больших количествах и со значитель-
но меньшими затратами по сравнению с получе-
нием белков в культурах эукариотических клеток 
[1]. По прогнозу аналитической компании RAND 
Corporation, опубликованному в 2006 году, исполь-
зование молочной железы в качестве биореакторов 
для продукции рекомбинантных белков будет одним 
из актуальных направлений биотехнологии в период 
до 2020 года [2]. Об актуальности прогноза свидетель-
ствует не только большое число экспериментальных 
исследований в этом направлении, но и коммерчески 
доступные сегодня лекарственные препараты на ос-
нове рекомбинантных белков человека. Так из мо-
лока трансгенных коз получают рекомбинантный 
антитромбин III человека (лекарственный препарат 
Atryn®), а из молока кроликов – рекомбинантный 
ингибитор С1-эстеразы человека (лекарственный 
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РЕФЕРАТ Использование трансгенных животных в качестве биореакторов для синтеза рекомбинантных 
белков, секретируемых в молоко, является актуальным направлением биотехнологии. Прогресс генно-ин-
женерных технологий, включая появление технологий направленного редактирования генома, существен-
но упрощает и повышает эффективность получения трансгенных животных, в том числе хозяйственно 
ценных видов. В данном обзоре рассмотрены технологии получения трансгенных животных с акцентом 
на животных-продуцентов рекомбинантных белков, секретируемых в молоко. Сегодняшнее состояние 
и перспективы развития этой области биотехнологии описаны в свете появления новых технологий ре-
дактирования генома, кратко освещены экспериментальные и уже используемые на практике разработки.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА гомологичная рекомбинация, молочная железа, направленное редактирование генома, 
рекомбинантный белок, сайт-специфическая рекомбинация, трансгенные животные.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ CRISPR – clustered regularly interspaced short palindromic repeats (короткие палин-
дромные повторы, регулярно расположенные группами); HDR – homology-directed repair (направляемая 
гомологией репарация); MMEJ – microhomology-mediated end joining (опосредованное микрогомологией 
соединение концов); NHEJ – non-homologous end joining (негомологичное соединение концов); RMCE – 
recombinase-mediated cassette exchange (опосредованный рекомбиназой обмен кассетами); SCNT – somatic 
cell nuclear transfer (перенос ядра соматической клетки); SSA – single strand annealing (отжиг одиноч-
ных цепей); TALE – transcription activator-like effector (эффектор, подобный активатору транскрипции); 
TALEN – transcription activator-like effector nuclease (TALE-нуклеаза); ZFN – zinc finger nuclease (нуклеаза 
с цинковыми пальцами).
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препарат Ruconest®) [3]. В последнее десятилетие 
в области модификации генома произошли револю-
ционные изменения благодаря возможности высо-
коэффективного направленного редактирования ге-
нома и существенному упрощению этой технологии 
после открытия системы CRISPR/Cas9. Это делает 
возможной разработку новых подходов к созданию 
животных, в том числе хозяйственно ценных видов, 
в молоке которых продуцируются рекомбинантные 
белки. Новые подходы позволят кардинально упро-
стить и повысить эффективность получения таких 
животных. В настоящем обзоре рассмотрены техно-
логии получения трансгенных животных с акцентом 
на животных, продуцирующих рекомбинантные бел-
ки в молоке. Сегодняшний ландшафт и перспективы 
в этой области обрисованы в свете появления новых 
технологий редактирования генома, кратко освеще-
ны экспериментальные и уже используемые на прак-
тике разработки.

«КЛАССИЧЕСКИЙ» ТРАНСГЕНЕЗ ЖИВОТНЫХ 
И ГЕНЕТИЧЕСКИЕ ЭЛЕМЕНТЫ, НЕОБХОДИМЫЕ ДЛЯ 
ПРОДУКЦИИ РЕКОМБИНАНТНЫХ БЕЛКОВ
«Классический» метод получения трансгенных мле-
копитающих, разработанный в начале 80-х годов XX 
века и широко применяемый до настоящего време-
ни, предполагает микроинъекцию фрагмента ДНК, 
содержащего трансген, в пронуклеус оплодотворен-
ной яйцеклетки с последующей ее трансплантаци-
ей компетентным (псевдобеременным) животным. 
В этой схеме фрагмент ДНК, содержащий трансген, 
случайным образом встраивается в геном организ-
ма-реципиента в ходе естественных процессов об-
разования разрывов геномной ДНК и их репарации 
[4]. Содержащие трансген линейные фрагменты ДНК 
как интактные, так и претерпевшие неспецифиче-
ское расщепление в клетке могут встраиваться в раз-
личные места генома. Также в широких пределах 
варьирует число копий трансгена в сайте интегра-
ции [5]. Кроме того, процесс интеграции может про-
исходить на различных стадиях развития эмбриона, 
что приводит к мозаицизму первичных трансгенных 
животных, т.е. к присутствию трансгена не во всех 
клетках организма. Очевидно, что для получения 
линии животных, несущих трансген, важно присут-
ствие трансгена в геноме половых клеток и передача 
геномной ДНК, содержащей трансген, по наследству.

Таким образом, в процессе «классического» транс-
генеза трансген встраивается случайным образом 
в геном организма-реципиента с неконтролируемым 
числом копий интегрировавшего трансгена, в том 
числе и его неполноразмерных фрагментов. При не-
обходимости получения рекомбинантного белка в со-
став трансгенной конструкции, учитывая произволь-

ную интеграцию трансгена, необходимо включать 
полноценный экспрессионный модуль, обеспечиваю-
щий автономную транскрипцию трансгена в целевых 
тканях организма и правильный процессинг мРНК. 
При использовании альтернативных методов транс-
генеза и технологий направленного редактирования 
генома (см. ниже) это условие не является обязатель-
ным.

Ключевой детерминантой, обеспечивающей ткане-
вую специфичность экспрессии трансгена, является 
промотор. Для продукции рекомбинантных белков 
в молочной железе успешно использовали ряд про-
моторов генов, кодирующих белки молока. Такими 
промоторами, позволяющими получать целевой бе-
лок в молоке на достаточно высоком уровне (до де-
сятков граммов на литр молока), являются промо-
торы генов β-казеина козы и коровы, α-s1-казеина 
коровы, кислого сывороточного белка (WAP) кроли-
ка, α-лактальбумина человека, β-лактоглобулина 
овцы. Однако уровень продукции белка зависит 
не только от промотора, но и от ряда других факто-
ров. При этом в силу консервативности транскрипци-
онных факторов, регулирующих продукцию белков 
молока в клетках молочной железы, промоторы орга-
низма одного вида могут обеспечивать эффективную 
транскрипцию трансгена в клетках молочной железы 
организма другого вида [6–19].

Как показал опыт получения трансгенных живот-
ных, для эффективной продукции рекомбинантного 
белка, помимо тканеспецифичного промотора, необ-
ходимого для обеспечения высокого уровня транс-
крипции трансгена, часто требуется включение 
в трансген интронов. Включение интронов в транс-
ген в одних экспериментальных системах позволяло 
увеличить уровень транскрипта трансгена до 400 раз 
по сравнению с неинтронированной кДНК, в то время 
как в других системах эффект от введения интро-
нов был минимальным [20, 21]. Разные интроны, по-
мещенные в одно и то же место гена, могут противо-
положным образом влиять на уровень экспрессии 
трансгена [21], и один и тот же интрон в различных 
позициях в трансгене может оказывать противо-
положные эффекты на уровень экспрессии [20, 21]. 
Интроны, наряду с возможным содержанием в них 
энхансеров, способствующих высокой тканеспеци-
фической транскрипции трансгена, как в случае 
первого интрона гена β-казеина мыши [22], могут 
оказывать и не связанный с усилением транскрип-
ции эффект на уровень экспрессии трансгена. Один 
из возможных механизмов усиления экспрессии за-
ключается в формировании регулярно расположен-
ных нуклеосом в гене и промоторной области благо-
даря присутствию интронов в последовательности 
ДНК. Предполагается, что нарушение распределения 
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нуклеосом может нарушать инициацию или элон-
гацию транскрипции, затрудняя доступ факторов 
транскрипции или продвижение РНК-полимеразы 
в случае слишком близко расположенных нуклеосом 
[23]. Еще одним механизмом интронзависимого уси-
ления экспрессии трансгена может быть ассоциация 
сплайсинга с полиаденилированием транскрипта [24]. 
Таким образом, включение интронов в трансген в це-
лом рассматривается как способ повышения уровня 
экспрессии трансгена [25]. Этот факт определяет ди-
зайн белоккодирующей последовательности транс-
гена, которая может быть представлена в виде кДНК, 
полногеномной копии гена, содержащей эндогенные 
интроны, либо в виде мини-гена, включающего либо 
минимизированные нативные интроны гена, либо ги-
бридные или искусственные интроны [25–28]. В ряде 
случаев мини-ген позволяет увеличить уровень экс-
прессии трансгена по сравнению с использованием 
в качестве трансгена кДНК при одновременном сни-
жении общего размера генетической конструкции 
по сравнению с полноразмерной геномной копией, 
что упрощает манипуляции с ней. Стоит отметить, 
что, несмотря на значительное количество данных 
по дизайну трансгенов, тем не менее, не существу-
ет однозначного и универсального рецепта констру-
ирования кодирующей части трансгена. В идеале, 
при создании животного, продуцирующего реком-
бинантный белок в молоко, желательно проводить 
сравнительный анализ продукции белка с использо-
ванием для трансгенеза генетических конструкций, 
содержащих кДНК, полноразмерный ген и мини-ген. 
Однако проведение таких работ, несомненно, требует 
существенных затрат.

Даже оптимальный дизайн экспрессионной кассе-
ты не гарантирует эффективную экспрессию транс-
гена, что обусловлено случайностью места его инте-
грации в геном реципиента. Окружающий хроматин, 
в зависимости от области интеграции трансгена, 
может оказывать негативное влияние на его транс-
крипцию. Кроме того, часто встречающаяся тандем-
ная интеграция нескольких копий трансгена может 
приводить к супрессии их транскрипции за счет 
интерференции транскрипции соседних копий [29]. 
Поэтому для увеличения уровня экспрессии транс-
гена при «классическом» трансгенезе в генетическую 
конструкцию часто включают цис-элементы, пред-
назначенные для ограждения трансгена от влияния 
окружения на его транскрипцию. Одним из таких 
наиболее часто используемых цис-элементов явля-
ется инсулятор HS4 β-глобинового локуса кур [30, 31]. 
Включение двух тандемно расположенных копий ин-
сулятора HS4 β-глобинового локуса кур на 5’-конец 
генетической конструкции для трансгенеза позволя-
ет улучшить экспрессию трансгена, однако не обе-

спечивает экспрессию, не зависящую от геномного 
сайта интеграции и числа копий трансгена [31, 32].

Таким образом, применяемый с начала 80-х го-
дов XX века «классический» трансгенез имеет ряд 
существенных недостатков, к которым, прежде все-
го, относится высокая вариабельность экспрессии 
трансгена, обусловленная случайностью сайта его 
интеграции в геном. Поэтому для отбора линии жи-
вотных с удовлетворительными характеристиками 
продукции рекомбинантного белка необходимо иметь 
достаточно большое число первичных трансгенных 
животных. При создании хозяйственно значимых 
трансгенных животных, продуцирующих рекомби-
нантные белки в молоке, это может представлять 
существенную техническую проблему из-за необхо-
димости получения большого количества эмбрионов 
для создания линии трансгенных животных с при-
емлемыми показателями продукции целевого реком-
бинантного белка.

Помимо этих недостатков «классического» транс-
генеза, случайность интеграции трансгена в геном 
животного-реципиента и неконтролируемая вари-
абельность числа его копий создают определенные 
сложности, специфические для трансгенных живот-
ных, предназначенных для практического исполь-
зования в реальном секторе экономики. А именно, 
регистрационный процесс модифицированных ор-
ганизмов предусматривает обязательное определе-
ние события трансформации (точного места интегра-
ции трансгенной конструкции в геном), уникального 
для линии трансгенных животных. При «классиче-
ском» трансгенезе определение события трансфор-
мации для каждой линии трансгенных животных 
представляет отдельную экспериментальную зада-
чу, решение которой усложняется при встраивании 
в геном множественных копий трансгена.

АЛЬТЕРНАТИВЫ «КЛАССИЧЕСКОМУ» ТРАНСГЕНЕЗУ 
ЖИВОТНЫХ
Cлучайность интеграции трансгена в геном животно-
го-реципиента и неконтролируемая вариабельность 
числа его копий являются существенными недостат-
ками «классического» подхода к получению транс-
генных животных. Наличие этих недостатков сти-
мулировало развитие альтернативных технологий, 
позволяющих осуществлять интеграцию трансгена 
в определенное место генома. До недавнего време-
ни такой альтернативой была интеграция трансгена 
в определенное место генома с использованием гомо-
логичной рекомбинации либо в эмбриональных ство-
ловых клетках с последующей инъекцией генетиче-
ски модифицированных клеток в бластоцисты, либо 
в соматических клетках с последующим переносом 
ядра соматической клетки в ооцит (somatic cell nucle-
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ar transfer, SCNT). В обоих случаях генетические ма-
нипуляции проводят с клетками в культуре, что по-
зволяет охарактеризовать корректность интеграции 
трансгена еще до получения трансгенных животных. 
Кроме того, качественным улучшением техноло-
гии «классического» трансгенеза стала интеграция 
трансгена в заранее определенное место генома с ис-
пользованием гомологичной рекомбинации за счет 
фланкирования экспрессионной кассеты для транс-
генеза геномными областями («плечами гомологии», 
как правило, протяженностью в несколько тысяч пар 
нуклеотидов). Стоит отметить, что при использова-
нии описанных выше подходов генетические элемен-
ты, обеспечивающие получение рекомбинантного 
белка в молоке, будут такими же, как и при «клас-
сическом» трансгенезе. К недостаткам упомянутых 
подходов относятся необходимость использования 
селективных маркеров для отбора клонов клеток 
с интегрированным в геном трансгеном и трудоемкий 
процесс селекции клонов, требующий проведения 
анализа большого числа (от нескольких сотен и бо-
лее) клонов клеток даже при использовании негатив-
ной селекции, что вызвано низкой эффективностью 
гомологичной рекомбинации. При этом даже в случае 
последующего удаления из экспрессионной кассеты 
селективного маркера, например, с использованием 
сайт-специфической рекомбинации при его флан-
кировании соответствующими сайтами рекомбина-
ции, в геноме, помимо целевых последовательностей 
трансгена, неизбежно остаются экзогенные последо-
вательности ДНК, что может быть нежелательным.

В качестве клеток-реципиентов для проведения 
генетических манипуляций in vitro можно использо-
вать эмбриональные стволовые клетки. В этом слу-
чае для получения генетически модифицированного 
животного стволовые клетки, несущие генетическую 
модификацию, инъецируют в бластоцисты с их по-
следующей имплантацией и получением животных, 
мозаичных по присутствию трансгена [33]. Потомки 
животных, содержащих трансген в половых клет-
ках, будут немозаичными трансгенными животными. 
Недостатком этой технологии является возможность 
утраты плюрипотентных свойств стволовыми клет-
ками при получении генетически модифицирован-
ных клонов в процессе культивирования. Кроме того, 
возможности этого подхода существенно ограни-
чиваются доступностью эмбриональных стволовых 
клеток целевого вида животных. Создание модифи-
цированных животных с использованием стволовых 
клеток получило относительно широкое практиче-
ское применение лишь для лабораторных животных. 
Соматические клетки являются альтернативой эм-
бриональным стволовым клеткам, исключая зависи-
мость от сохранения плюрипотентных свойств и по-

зволяя осуществлять генетические модификации 
практически любых видов животных. В этом случае 
для получения трансгенных животных используют 
технологию SCNT, заменяя ядро ооцита на ядро со-
матической клетки, несущей генетическую модифи-
кацию, и индуцируя после этого развитие эмбриона. 
Несмотря на то что эпигенетические различия между 
геномами зиготы и соматической клетки в этом слу-
чае не оказывают существенного влияния на харак-
теристики получаемых организмов, эффективность 
процедуры SCNT остается невысокой. Животные 
часто оказываются нежизнеспособными и прежде-
временно погибают, что связывают с побочными эф-
фектами переноса ядра соматической клетки, в част-
ности, с дефектами в развитии внеэмбриональных 
тканей и эпигенетическом репрограммировании 
[34–36]. Тем не менее, именно этот технологический 
подход был успешно применен при создании коз, 
продуцирующих рекомбинантный антитромбин III 
человека в молоко, который является основой одо-
бренного к применению лекарственного препарата 
Atryn® [37], а также ряда других линий трансгенных 
животных, пригодных к промышленному использо-
ванию [8, 38, 39].

САЙТ-СПЕЦИФИЧЕСКИЕ РЕКОМБИНАЗЫ ДЛЯ 
НАПРАВЛЕННОЙ ВСТРОЙКИ ТРАНСГЕНА В ГЕНОМ
Помимо методов, основанных на гомологичной ре-
комбинации трансгена, и использовании клеток 
в культуре в сочетании с позитивной и негативной 
селекцией для отбора клонов клеток с гомологичной 
рекомбинацией, еще одной альтернативой, позво-
ляющей осуществлять таргетную встройку транс-
гена в геном реципиента, является использование 
сайт-специфических рекомбиназ. В целом концеп-
ция применения сайт-специфических рекомбиназ 
заключается в получении линии трансгенных жи-
вотных, несущих в своем геноме сайт(ы) узнавания 
рекомбиназ, которые могут быть интегрированы 
в определенное место генома в результате гомоло-
гичной рекомбинации или в случайное место гено-
ма при использовании «классического» трансгенеза. 
В последнем случае из линий трансгенных животных 
с различными вариантами локализации трансгена 
в геноме отбирается та, в которой трансген интегри-
рован в участок генома, обеспечивающий требуемые 
свойства его экспрессии. Такая линия животных 
используется затем как универсальный реципиент 
для встраивания различных трансгенов в определен-
ное место генома посредством сайт-специфической 
рекомбинации. С этой целью генетическую кон-
струкцию, содержащую трансген, фланкированный 
сайтами рекомбинации, микроинъецируют в опло-
дотворенную яйцеклетку трансгенного животного, 
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содержащего в геноме такие же сайты рекомбина-
ции, вместе с вектором для экспрессии рекомбиназы 
или ее мРНК [40, 41]. В результате происходит сайт-
специфическая рекомбинация, и трансген встраива-
ется в геном животного-реципиента. Важно отметить, 
что таким способом можно проводить микроинъек-
ции непосредственно в ооциты, помимо использова-
ния в качестве реципиента трансгенной конструкции 
линий эмбриональных стволовых или соматических 
клеток, несущих в геноме сайты узнавания реком-
биназ.

На практике для сайт-специфического трансгене-
за достаточно широко используют три системы ре-
комбинации: на основе рекомбиназ Cre фага P1 и Flp 
дрожжей Saccharomyces cerevisiae и интегразы фага 
φC31 [42, 43]. При этом использование нативного сай-
та рекомбинации в паре с его вариантом с измененной 
последовательностью, обеспечивающим рекомбина-
цию только с полностью идентичным, но не натив-
ным сайтом рекомбинации, позволяет осуществлять 
встройку трансгенной кассеты в заранее заданном 
направлении (технология опосредованного реком-
биназой обмена кассетами, Recombinase-Mediated 
Cassette Exchange, RMCE) [42, 44]. При интеграции 
кассеты с сайтами рекомбинации непосредственно 
в ген, кодирующий белок молока, становится воз-
можным экспрессия целевого трансгена, обеспечи-
вающего продукцию рекомбинантного белка в молоке 
под контролем эндогенного промотора, активность 
которого специфична для клеток молочной железы 
[45]. В качестве такого промотора (гена для интегра-
ции) можно использовать ген, кодирующий β-казеин 
[46–48], отсутствие которого не влияет на нормаль-
ный процесс лактации [49, 50].

Альтернативный подход к обеспечению эффек-
тивной и стабильной экспрессии трансгена, в том 
числе в клетках молочной железы, с помощью со-
ответствующих тканеспецифичных промоторов, 
состоит в использовании в качестве сайтов инте-
грации трансгенов так называемых «спокойных га-
ваней» (safe harbor). Под такими гаванями понимают 
геномные локусы, с одной стороны, несуществен-
ные для развития и функционирования организма, 
что позволяет без вреда для организма встроить 
в такой локус трансген, а с другой, обеспечивающие 
высокий уровень экспрессии трансгена при наличии 
соответствующих регуляторных элементов в нем. 
Примерами таких геномных локусов являются локу-
сы ROSA26, Cd6, Hipp11 и ряд других [33, 40, 51, 52].

В дополнение к перечисленным преимуществам 
применение сайт-специфических рекомбиназ и ин-
теграз для направленной встройки трансгена в геном 
животных имеет и регуляторное значение в случае 
трансгенных животных, предназначенных для прак-

тического использования, поскольку существенно 
упрощается задача характеризации события транс-
формации (места интеграции трансгена в геном орга-
низма-реципиента).

ПРИМЕНЕНИЕ ТЕХНОЛОГИЙ НАПРАВЛЕННОГО 
РЕДАКТИРОВАНИЯ ГЕНОМА ДЛЯ ТРАНСГЕНЕЗА 
ЖИВОТНЫХ
К существенному прогрессу в области трансгенеза 
животных привело появление технологий направ-
ленного редактирования генома с использованием 
сайт-специфических нуклеаз, позволяющих намного 
более эффективно осуществлять встройку трансге-
на в определенное место генома организма-реципи-
ента, по сравнению с использованием лишь после-
довательностей для гомологичной рекомбинации, 
фланкирующих трансген [53]. Ниже будут рассмо-
трены молекулярные механизмы, лежащие в основе 
технологий направленного редактирования генома, 
которые представляются наиболее перспективны-
ми для получения хозяйственно ценных животных, 
в молоке которых продуцируются рекомбинантные 
белки.

Таргетная интеграция трансгена с использованием 
сайт-специфических нуклеаз основана на значитель-
ном увеличении эффективности сайт-специфической 
интеграции трансгена в геном организма-реципиента 
в ходе процессов репарации двух- или одноцепочеч-
ных разрывов ДНК [54]. Технологии направленного 
редактирования генома существенно увеличивают 
эффективность встройки трансгена в предопреде-
ленное место генома, позволяя в ряде случаев отка-
заться от использования селективных маркеров и, 
что особенно важно, с достаточно высокой эффектив-
ностью осуществлять направленную встройку транс-
гена непосредственно в геном зиготы с последующим 
получением трансгенных животных [55–57].

Можно выделить несколько классов искусствен-
ных нуклеаз, используемых для направленного 
редактирования генома и получения трансгенных 
животных: ZFN (Zinc finger nuclease) [58], TALEN 
(Transcription Activator-Like Effector Nuclease) [59], 
искусственные мегануклеазы [60], а также гибрид-
ные варианты искусственных нуклеаз на их основе, 
например, мега-TAL [61] и др. Однако без преуве-
личения революционным прорывом в этой области 
можно считать появление технологии направленного 
редактирования генома на основе системы CRISPR/
Cas9 благодаря простоте ее практической реализа-
ции в сочетании с высокой эффективностью по срав-
нению с TALEN и ZFN [53].

ZFN была первой нуклеазой, сконструированной 
для применения в генной инженерии с целью направ-
ленного редактирования генома. Нуклеаза содержит 
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ДНК-связывающие домены цинк-пальцевого белка 
ZFP (zinc finger protein), обеспечивающего высоко-
специфичное связывание с целевой последователь-
ностью ДНК, и каталитический домен эндонуклеазы 
рестрикции FokI, вносящий в сайт связывания двух-
цепочечный разрыв. Каждый цинковый палец узнает 
определенный триплет нуклеотидов. При конструи-
ровании ДНК-связывающего домена ZFN использу-
ют от трех до шести цинковых пальцев. Комбинируя 
их, можно создать ZFN практически для любой по-
следовательности ДНК [62]. Строение и применение 
ZFN подробно описаны в [63].

Позднее был расшифрован более простой по срав-
нению с ZFN код TALE (transcription activator-
like effector) [64, 65]. Белки TALE патогенных 
бактерий растений рода Xanthomonas содержат 
ДНК-связывающий домен, состоящий из серии мо-
номеров, каждый из которых связывается с одним 
нуклеотидом в целевой нуклеотидной последова-
тельности. Мономеры представляют собой тандем-
ные повторы из 33–35 аминокислотных остатков, 
кроме последнего «полуповтора», который состоит 
из 20 аминокислотных остатков. Аминокислотные 
остатки, расположенные в позициях 12 и 13 моно-
мера, являются высоковариабельными, они отвеча-
ют за узнавание определенного нуклеотида: Asn-Ile, 
Asn-Gly, Asn-Asn и His-Asp связывают нуклеотиды 
A, Т, G и С соответственно. Как и ZFN, искусственная 
нуклеаза TALEN представляет собой химеру ДНК-
связывающего домена TALE, состоящего из 20–30 
мономеров, и каталитического домена нуклеазы FokI 
[66], что позволяет вносить двухцепочечный разрыв 
в непосредственной близости от определяемой вари-
абельными аминокислотными остатками мономеров 
TALEN целевой последовательности ДНК.

В системе CRISPR/Cas9 мишень узнается за счет 
комплементарного взаимодействия crРНК (CRISPR 
РНК) и ДНК целевого сайта. При этом образуется 
комплекс tracrRNA (trans-activating crRNA), crРНК 
и нуклеазы Cas9, которая вносит двухцепочечный 
разрыв в дуплекс РНК/ДНК [67]. Таким образом, 
для определения специфичности и для направленно-
го действия нуклеазы в системе CRISPR/Cas9 необ-
ходим лишь синтез РНК, комплементарной целевой 
ДНК в геноме, в отличие от технологий на основе ZFN 
и TALEN, требующих зачастую сложного и трудоем-
кого дизайна белков. На сегодняшний день разрабо-
тан ряд модификаций и аналогов системы CRISPR/
Cas9, например, CRISPR/Cpf1 и CRISPR/C2c2 [68–
72], с улучшенными свойствами для редактирования 
генома и решения определенных целевых задач.

Необходимо отметить, что искусственные нукле-
азы ZFN и TALEN не обладают абсолютной специ-
фичностью. Еще в большей степени эта проблема 

относится к системе CRISPR/Cas9. Проблемы рас-
щепления ДНК искусственными нуклеазами в неце-
левых сайтах генома могут решаться различными 
способами, позволяющими увеличить специфич-
ность внесения изменений в геном и снизить веро-
ятность возникновения незапрограммированных 
генетических изменений. Вместе с тем следует отме-
тить, что проблема неспецифического внесения из-
менения в геном организма-реципиента не является 
столь острой при получении трансгенных животных 
по сравнению с технологиями направленного редак-
тирования генома в области клинического примене-
ния, поскольку изменения, случайно возникшие в не-
целевых сайтах генома, можно исключить в процессе 
скрещивания.

В эукариотических клетках двухцепочечные раз-
рывы, вносимые сайт-специфическими нуклеазами, 
могут репарироваться посредством нескольких ме-
ханизмов, в частности в результате гомологичной ре-
комбинации (homology-directed repair, HDR), при ко-
торой матрицей для репарации служит сестринская, 
или гомологичная хроматида, а также донорная ДНК 
с плечами гомологии длиною 200–800 п.н. [73], позво-
ляя интегрировать ДНК между плечами гомологии 
в место разрыва в геномной ДНК [74]. Кроме того, 
репарация может осуществляться за счет негомо-
логичного соединения концов (non-homologous end 
joining, NHEJ), при котором происходит лигирование 
негомологичных концов или имеющих небольшую го-
мологию (2–5 нуклеотидов), в результате чего могут 
появляться делеции или инсерции длиной несколько 
нуклеотидов [75]. Репарация может также происхо-
дить путем опосредованного микрогомологией соеди-
нения концов (microhomology-mediated end joining, 
MMEJ), которое нуждается в гомологичной ДНК 
длиной 5–25 нуклеотидов в месте разрыва или рядом 
с ним, и приводит к делециям, инсерциям и транс-
локациям [76], а также за счет однонитевого отжи-
га цепи (single strand annealing, SSA), для которого 
необходимы гомологичные участки одноцепочечной 
матрицы длиной более 30 нуклеотидов [77].

Ключевым механизмом репарации разрывов, вно-
симых сайт-направленными нуклеазами в детерми-
нированное место генома, является гомологичная ре-
комбинация, позволяющая интегрировать трансген, 
находящийся между плечами гомологии, в задан-
ное место генома. Это подход успешно реализуется 
при трансгенезе животных с использованием двух-
цепочечных матриц, содержащих трансген, фланки-
рованный плечами гомологии длиной от 1 до 3 т.п.н., 
с эффективностью репарации от 0.5 до 20% [77–80]. 
Поскольку репарация разрывов, вносимых искус-
ственными нуклеазами, с большей эффективностью 
(до 80%) происходит по механизму NHEJ [81], одним 
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из способов увеличения эффективности гомологич-
ной рекомбинации и инсерции трансгена является 
использование ингибиторов NHEJ [82, 83], которые, 
однако, обладают мутагенным эффектом и увеличи-
вают вероятность встройки трансгена в нецелевой 
локус генома [80]. Эффективность гомологичной ре-
комбинации может быть увеличена путем удлинения 
плечей гомологии и подбора оптимальных концен-
траций микроинъецируемых в зиготу компонентов 
для CRISPR/Cas9-опосредованной модификации ге-
нома [78], а также за счет использования мутантной 
формы нуклеазы Cas9 (nCas9, никаза), вносящей од-
ноцепочечные разрывы в ДНК в плюс- и минус-цепи 
геномного локуса-мишени на удалении друг от друга 
[84].

Вместе с тем, разработаны альтернативные техно-
логии, обеспечивающие направленное встраивание 
протяженных (до 10–15 т.п.н.) фрагментов ДНК в за-
данное место генома без использования механизма 
HDR. Например, одна из таких технологий основана 
на репарации разрывов по механизму NHEJ за счет 
лигирования комплементарных перекрывающихся 
одноцепочечных концов ДНК геномного сайта-ми-
шени и матрицы для репарации, включающей в себя 
трансген, генерируемых парой нуклеаз ZFN при рас-
щеплении целевых последовательностей генома 
и матрицы для репарации [85, 86]. Инсерция протя-
женных фрагментов ДНК в заданное место генома 
может происходить и по механизму MMEJ во вноси-
мые нуклеазами TALEN или Cas9 двухцепочечные 
разрывы при включении в матрицу для гомологич-
ной рекомбинации коротких последовательностей, 
гомологичных прилегающим к сайту расщепления 
нуклеаз участкам ДНК [87, 88].

Таким образом, бурное развитие технологий на-
правленного редактирования генома позволяет из-
бежать ряд недостатков, присущих «классическо-
му» трансгенезу, таких, как случайное встраивание 
трансгена в геном и неконтролируемая вариабель-
ность числа копий трансгена. С помощью техноло-
гии CRISPR/Cas9 можно создавать трансгенных 
животных с интеграцией трансгена в заданное место 
генома, что вместе с использованием гомологичной 
рекомбинации определяет контролируемое число 
копий трансгена. В частности, одним из наиболее 
перспективных подходов к созданию животных, про-
дуцирующих рекомбинантные белки в молоке, счи-
тается таргетная интеграция трансгена с помощью 
системы CRISPR/Cas9 в гены, кодирующие белки 
молока таким образом, чтобы экспрессия трансге-
на контролировалась эндогенными регуляторными 
последовательностями гена животного-реципиента. 
Применение подобных технологий позволит упро-
стить и стандартизировать технологии получения 

трансгенных животных-продуцентов рекомбинант-
ных белков. Это позволит сделать процесс трансге-
неза более эффективным и снизит затраты на полу-
чение хозяйственно ценных трансгенных животных. 
Технологии редактирования генома позволят созда-
вать трансгенных животных с интеграцией одной ко-
пии трансгена в определенное место генома, что по-
зволит проводить достоверное сравнение влияния 
тех или иных генетических элементов, представ-
ленных в конструкции для трансгенеза, на уровень 
продукции рекомбинантного белка в молоке, что не-
возможно сделать при «классическом» трансгенезе 
в силу интеграции неконтролируемого количества 
копий трансгенов в разные геномные локусы у раз-
ных линий трансгенных животных.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Развитие технологий направленного редактирова-
ния генома открывает перспективы для создания 
трансгенных животных на качественно новом уровне. 
Благодаря применению знаний о молекулярно-гене-
тических механизмах регуляции экспрессии генов, 
функционирования генома и доступным сегодня ген-
но-инженерным технологиям становится возможной 
стандартизация процесса получения трансгенных 
животных с заданными и стабильными целевыми ха-
рактеристиками, что в полной мере относится к про-
дукции рекомбинантных белков в молоке для про-
изводства лекарственных препаратов, биологически 
активных добавок и т.д.

С учетом совокупности разработанных на се-
годняшний день технологий, которые продолжают 
активно развиваться, оптимальным направлением 
работ в области продукции рекомбинантных белков 
в молоке хозяйственно ценных животных являет-
ся создание линий животных (в зависимости от по-
требности в целевом белке – кроликов, овец и коз, 
коров), геном которых модифицирован инсерци-
ей в ген, кодирующий белок молока (например, ген 
β-казеина), последовательностей для асимметричной 
направленной рекомбинации экспрессионной кассе-
ты. Промотор и иные регуляторные последователь-
ности этого гена будут обеспечивать высокий уровень 
экспрессии трансгена. Подобная инсерция может 
осуществляться с высокой эффективностью путем 
микроинъекции в ооциты генетической конструкции 
с экспрессионной кассетой в смеси с соответствую-
щей рекомбинантной интегразой или ее мРНК. Такие 
линии животных с недоступной ранее эффективно-
стью могут создаваться с применением технологий 
редактирования генома с помощью системы CRISPR/
Cas9 или ее аналогов благодаря простоте реализа-
ции и дизайна этой системы. При этом технологии 
синтетической биологии позволяют использовать 
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для обеспечения эффективной экспрессии трансгена 
и продукции целевого белка не полногеномные копии 
в качестве трансгена, а мини-гены с искусственными 
интронами, что упрощает дизайн и создание генети-
ческих конструкций для трансгенеза.

Перспективность развития этого направления 
производства рекомбинантных белков, прежде всего 
для нужд медицины, подтверждается присутствием 
на рынке двух лекарственных препаратов на осно-
ве рекомбинантных белков, получаемых из молока 
трансгенных животных. Необходимо отметить воз-
можность получения значительных количеств реком-
бинантных белков с затратами, существенно меньши-
ми по сравнению с продукцией в клеточных системах. 

Применение современных технологий существенно 
упрощает выполнение требований регулятора в ча-
сти описания события трансформации. В то же время 
требования к биологической безопасности получения 
рекомбинантных белков в молоке потребуют пересмо-
тра стандартов содержания сельскохозяйственных 
животных и ветеринарного контроля для исключения 
присутствия зоонозных и антропозоонозных инфек-
ционных агентов, а также контролируемых параме-
тров производимых лекарственных средств. 

Работа выполнена при поддержке гранта 
Российского научного фонда  

(проект № 16-14-00150).
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