
НОВЫЕ БИОМЕДИЦИНСКИЕ ТЕХНОЛОГИИ | NEW BIOMEDICAL TECHNOLOGIES

БИОМЕДИЦИНА | JOURNAL BIOMED | 2019 | Toм 15 | № 4 | 12–3312

https://doi .org/10.33647/2074-5982-15-4-12-33

ТРАНСГЕННЫЕ И НОКАУТНЫЕ КРОЛИКИ В БИОМЕДИЦИНЕ 
И ГЕНОТЕРАПИИ. CRISPR/CAS9-ТЕХНОЛОГИИ (ОБЗОР)

Е.М. Колоскова1, В.Н. Каркищенко2, В.А. Езерский1, Н.В. Петрова2,*, С.В. Максименко2, 
Е.Л. Матвеенко2

1 Всероссийский научно-исследовательский институт физиологии, биохимии 
и питания животных — филиал ФГБНУ «Федеральный научный центр животноводства — 

ВИЖ им. акад. Л.К. Эрнста»
249013, Российская Федерация, Калужская обл., Боровск, пос. Институт

2 ФГБУН «Научный центр биомедицинских технологий 
Федерального медико-биологического агентства России»

143442, Российская Федерация, Московская обл.,
 Красногорский р-н, п. Светлые горы, владение 1

С появлением эндонуклеазных методов редактирования генома, особенно CRISPR/Cas9, стало 
возможным методом микроинъекции зигот с высокой эффективностью получать животных — как 
мышей, так и особенно генно-модифицированных кроликов — для различных целей. В настоящей 
работе рассматриваются современные мировые достижения по созданию кроликов — биомоделей 
заболеваний человека с использованием технологий геномного редактирования, явления мозаициз-
ма. Делается заключение о целесообразности получения генетически модифицированных кроликов 
для биомедицинских исследований и биомоделирования.
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With the advent of endonuclease methods of genome editing, particularly CRISPR/Cas9, it has become 
possible to obtain genetically modifi ed rabbits by microinjection of zygotes. These highly effective human 
disease models can be used for various purposes. The present review aims to consider modern achieve-
ments in the creation of rabbit biomodels of human diseases using the technologies of genetic editing. It is 
concluded that Russian laboratories should intensify research in the development of genetically modifi ed 
rabbits that can be used for various biomedical studies and biomodelling.
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Введение
Генетически модифицированные (ГМ) 

животные используются в биомедицине 
для изучения молекулярных основ болез-
ней человека, моделирования заболеваний, 
в разработке и испытании биопродуцентов, 
для получения рекомбинантных биотехно-
логических, или т. н. «фармацевтических», 
белков. Особо востребованы для фармако-
токсикологических исследований гумани-
зированные модели — трансгенные жи-
вотные, содержащие функционирующие 
гены, клетки, ткани или иные органоиды 
человеческого организма [4]. Так, с целью 
использования в доклинических испытани-
ях лекарственных препаратов российскими 
учеными были созданы генно-модифици-
рованные мыши с введенными человече-
скими генами NAT1, NAT2, HLA I класса 
и др. [2, 3].
В подавляющем большинстве исследова-

ний в качестве биомодели используют мышь, 
но ее полезность ограничена небольшим 
размером, короткой продолжительностью 
жизни, различиями с человеком в анатомии, 
физиологии, биохимии. В отличие от моде-
ли-мыши кролик имеет ряд преимуществ 
более крупного животного и давно исполь-
зуется для изучения заболеваний человека. 
Кролики быстро достигают половой зрело-
сти, имеют короткий период беременности, 

дают большое потомство при относительно 
простом содержании. В течение последних 
двух десятилетий кролики, в т. ч. и транс-
генные, все больше востребованы в области 
био медицины [6, 11].

Недалекая история трансгеноза 
и геномного редактирования 
кроликов
Первый трансгенный кролик был получен 

микроинъекцией (МИ) конструкции ДНК 
в пронуклеус зиготы еще в 1985 г. [29], од-
нако эффективность получения трансген-
ных (ТГ) животных классическим трансге-
незом длительное время оставалась низкой 
[12, 33]. В отличие от мышей технологии 
использования эмбриональных стволовых 
клеток (ESС) на кроликах практически не ра-
ботали, метод переноса ядер соматических 
клеток (SCNT) имел очень низкую эффек-
тивность [16, 30, 99]. В 2011 году с использо-
ванием ZNF был получен первый ГМ кролик 
с сайт-специфичной модификацией — раз-
рушением локуса гена IgM [24]. Эта техно-
логия была применена в создании кроликов 
с нокаутом генов APOC3 и APOE [35, 93], 
CETP [101] в 2017 году. Примерно в это же 
время TALEN-технологией были созданы 
KO-кролики Rag1, Rag2 [71, 86], FAH [43].
Первый кролик с нокаутом гена (knock-

out, KO) был получен методом SCNT только 
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в 2015 году [94]. Тем временем стремитель-
но развивающиеся методы редактирования 
генома позволили получать KO-гены у раз-
ных видов животных, в т. ч. и кроликов 
[12, 32].
С появлением методов геномного редак-

тирования и новых эндонуклеазных техно-
логий более 10-ти видов млекопитающих, 
в т. ч. кролик, были добавлены в спи-
сок животных с нокаутом генов (рис. 1). 
Эффективность получения ГМ животных 
методом микроинъекции в пронуклеус 
возросла в несколько раз. Так, при извле-
чении из суперовулированной крольчихи 
30–50 ооцитов/эмбрионов при их МИ ком-
понентами той или иной эндонуклеазной 
системы развивается до 50% эмбрионов. 
После их переноса в фаллопиевы трубы 
крольчихи-реципиентки 30–50% дают по-
томство, эффективность ГМ которого мо-
жет достигать 100%.
По сравнению с классическим трансгене-

зом современные технологии дают возмож-

ность получения животных с расширенным 
диапазоном модификаций (нокаутом одного 
или нескольких целевых генов одновремен-
но, сайт-специфической вставки (knock-in, 
KI) конкретной геномной последователь-
ности) в применении к оплодотворенным 
яйцеклеткам методом МИ с очень высокой 
эффективностью.
Основными механизмами репарации 

разрывов, вносимых сайт-направленными 
нуклеазами в определенное место генома, 
являются негомологичная сшивка концов 
ДНК (NHEJ) и, в случае наличия подхо-
дящей одно- или двухцепочечной матри-
цы, — гомологичная рекомбинация (HDR), 
позволяющая сайт-специфично интегриро-
вать трансген, находящийся между плечами 
гомологии к ДНК-мишени. Направленное 
редактирование генома позволяет избежать 
основных недостатков «классического» 
трансгенеза — случайного встраивания 
трансгена в геном, неконтролируемого чи-
сла копий трансгена.

Рис. 1. Хронология применения нуклеазных технологий ZFN, TALEN, CRISPR/Cas9 и Cpf1 для редактирования 
генома у различных лабораторных животных [41].
Fig. 1. Chronology of application of nuclease technologies ZFN, TALEN, CRISPR/Cas9 and Cpf1 for genome editing in 
various laboratory animals [41].
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Гены-мишени кроликов-биомоделей, 
полученные с использованием 
современных эндонуклеазных 
технологий
Несмотря на впечатляющие результа-

ты, применение методов ZFN и TALEN 
в практике большинства лабораторий за-
труднительно. Для редактирования ге-
номов более востребованной оказалась 
технология РНК-направляемых эндону-
клеаз — CRISPR/Cas9. Начиная с 2013 года, 
CRISPR-технология активно применяет-
ся для получения ГМ животных с целью 
их использования в качестве биомоделей 
для изучения физиологии и болезней чело-
века или животных, биореакторов для полу-
чения биологически активных белков, доно-
ров органов для трансплантации [44, 57, 78].
Для идентификации подходящих мишеней 

РНК-направляющих (sgRNA) эндонуклеаз 
создано множество онлайн-инструментов 
[7], позволяющих оценить не только эффек-
тивность gRNA, но и их потенциальное не-
специфическое действие на геном выбран-
ного организма. Векторы для технологии 
CRISPR, в т. ч. экспрессионные плазмиды 
с кодон-оптимизированной версией эндо-
нуклеазы Cas9 (hCas9), можно приобрести 
в разных компаниях, наиболее популярная 
из них — Addgene (http://www.addgene.org). 
Существует несколько методов построения 
векторов экспрессии sgRNA, но все они за-
ключаются в синтезе пары олигонуклеоти-
дов на основе последовательности целевого 
сайта, которые затем отжигаются и клониру-
ются в CRISPR-вектор.

Кролики, полученные 
с использованием технологии 
CRISPR/Cas9
Кролики с нокаутом одного или однов-

ременно нескольких генов. Первые ГМ 
КО-кролики с использованием технологии 
РНК-направляемых эндонуклеаз были по-
лучены международной группой исследо-
вателей (США, Китай, Япония) в 2014 году. 

В условиях in vitro культивирования кроли-
чьих эмбрионов был осуществлен нокаут 
девяти генов: APOE, CD36, LDLR, RyR2, 
CFTR (трансмембранный регулятор му-
ковисцидоза), APOC3, SCARB1 (белок ли-
пидного метаболизма — scavenger receptor 
class B member1), LEP (лептин) и LEPR (ре-
цептор лептина). Эффективность sgRNA 
к целевым генам была разной: от 10% 
к LEPR до 100% к RyR2. Были получены 
F0 кролики нескольких нокаутных ли-
ний — CD36, LDLR, APOE и RyR2 со сред-
ней эффективностью нокаута генов 56%, 
получения биаллельных мутаций — 40%. 
При использовании всего 10-ти кроли-
ков — доноров эмбрионов и 10-ти реципи-
ентов из 301-го эмбриона получили 38 КО 
F0 (табл. 2). В среднем на один ген было 
использовано пять кроликов, работа была 
выполнена всего за два месяца [92]. В том 
же году на эмбрионах кроликов была по-
казана возможность одновременного но-
каута нескольких генов: эффективность 
биаллельного КО каждого из генов IL2rg, 
RAG1 и RAG2 была 100, 90 и 100% соответ-
ственно, т. е. для трех генов сразу — почти 
100%. Для 5-ти генов одновременно (IL2rg, 
RAG1, RAG2, TIKI1, ALB) эффективность 
биаллельного КО была у каждой третьей 
бластоцисты. В этой же серии эксперимен-
тов с очень высокой эффективностью были 
получены кролики KO по одному (IL2rg-/-) 
и двум генам одновременно (IL2rg-/- + 
RAG1-/-) (табл. 2 и 3) [90].

Кролики со встроенными 
модификациями (Knock-in, KI)
Локус ROSA26 очень часто используется 

для направленного трансгенеза гомологич-
ной рекомбинацией при создании транс-
генных организмов с предсказуемым про-
филем экспрессии трансгена. Встраивание 
трансгена в этот локус не вызывает небла-
гоприятных последствий для жизнеспособ-
ности и позволяет получить устойчивую 
экспрессию трансгена во всем организме. 
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Таблица 1. Гены-мишени для нокаута у кроликов-моделей
Table 1. Target genes for knockout in rabbit models

Ген Белок, функция Модель-заболевание, 
цель исследования Ссылка 

IgM Иммуноглобулин М Инактивация эндогена 
для замены человеческим [24] Z

ApoE Аполипопротеин Е Метаболизм липидов и липо-
протеинов: гиперлипидемия, 

атеросклероз

[93, 35]z, [92, 51, 98]
LDLR Рецептор липопротеинов низкой плотности

APOC3 Аполипопротеин C-III [93] Z; [92, 35] 

RyR2 Рианодиновый рецептор 2, компонент 
кальциевого канала Сердечная недостаточность [92]

CD36 Мембранный белок поверхности 
макрофагов Врожденный иммунитет [92]

FAH Фумарилацетоацетатгидролаза Тирозинемия 1-го типа (HT1) [43]Т

CETP Белок-переносчик эфиров холестерина Атеросклероз [101]Z

FBN1 Фибриллин-1 Поражения соединительной 
ткани [14] 

FOXN1 Фактор транскрипции — развитие 
волосяного фолликула и тимуса Т-клеточный иммунодефицит [69]

IL2RG Сигнальный компонент интерлейкиновых 
рецепторов

Т-, В- и NK-клеточный 
иммунодефицит [90, 69]

RAG1 Элементы соматической рекомбинации 
генов Т-клеточного рецептора 

и иммуноглобулинов 
Т- и В-клеточный иммунодефицит [71, 86 ]T; [90, 69] 

RAG2

PRKDC Полипептид репарации двунитевых 
разрывов ДНК Т- и В-клеточный иммунодефицит [69]

Tyr Тирозиназа: окисление фенолов, биосинтез 
меланина

Альбинизм, пигментная 
меланома

[31]; [75]; [47]BE, [48]
APOBEC3A-nCas9

MSTN Миостатин Гипермышечный фенотип [53]; [27]; [47]BE

PFEX Фосфат-регулирующая эндопептидаза Гипофосфатемия, рахит [80]
DMD Дистрофин Мышечная дистрофия Дюшенна [77]; [47]ABE7

ANO5 Аноктамин-5, трансмембранный белок 
(возможный хлоридный канал)

Поясно-конечностная мышечная 
дистрофия [79]

DMP1 Белок матрицы дентина 1 Минерализации костей и дентина [48]

GJA8 Коннексин 50, трансмембранный белок 
хрусталика глаза

Порошкообразная зонулярная 
катаракта [96]

CRYAA α-кристаллин А Ядерная форма катаракты [97]
SRY Белковый фактор развития семенников Гермафродитизм [72, 74]

ATP7B Транспортирующий медь АТФ-азный 
протеин Р-типа Болезнь Вильсона [36]

PAX4

Ядерный транскрипционный фактор: 
генерация, дифференциация, развитие 
и выживание β-клеток, продуцирующих 

инсулин в поджелудочной железе

Сахарный диабет [89]

LMNA
Ламин А/С, основные компоненты 

слоя под мембраной клеточного ядра, 
называемого ядерной ламиной

Синдром преждевременного 
старения [78]; [47]BE

FUT1,FUT2, 
SEC1 Фукозилтрансферазы Межклеточные взаимодействия: 

гликозилирование белков [45]

Нoxc13 Фактор транскрипции: развитие волос, 
ногтей, волосяных луковиц

Эктодермальная дисплазия 
волос и ногтей 9 (ECTD-9) [18]

GADD45G Белок реагирования на стресс Расщепление нёба [52]

Примечание: Z — ZNF-технология; T — TALEN-технология; BE, ABE7, APOBEC3A-nCas9 — редакторы оснований, модифи-
кация CRISPR.
Note: Z — ZNF-technology; T — TALEN-technology; BE, ABE7, APOBEC3A-nCas9 — base editors, modifi cation CRISPR.
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Таблица 2. Кролики, нокаутные по одному гену
Table 2. One-gene knockout rabbits 

Ген-мишень

mRNA Cas9 
(нг/мкл) / 

sgRNA (нг/мкл) /
 кол-во sgRNA

Живые крольчата / 
всего крольчат / 

подсажено эмбрио-
нов / МИ эмбрионов

Биаллельны (-/-) / 
ГМ (-/-, -/+) / 

всего крольчат
Ссылка

APOE
CD36
LDLR
RyR2

150/6/1

12/?/94/?
13/?/54/?
28/?/93/?
15/?/60/?

Всего: 68/?/301/?

10/10/12
4/11/13
0/9 /28
1/8 /15

Всего: 15/38/68

[92]

LDLR (7 экзон)
49/13 sgRNA1 3/3/12/14 3/3/3

[51] 
49/13 sgRNA2 4/10/79/82 10/10/10

LDLR (2, 7 экзон, ∆2800) 40/13/2+2 1/5/?/179 1-/- (∆2800) [98] 
FBN1 (65 экзон) 200/30/2 28/?/197 26/28 [14] 

Il2rg 200/20 8/?/66/? 3-/-/8/8
[90]

TIKI1 200/20 5/?/30/? 3-/-/5/5
TYR (экзон 1) 5 (pX330) 9/9/67/77 1-/-/2/9 [31] 

TYR (экз.3, ∆105 п.н.) 100/25/2 17/169/? 1-/-(∆105)/15/17 [75] 
TYR (3’utr, ∆330 п.н.) 100/25/2 4/?/84/921 2(в т. ч. ∆)/3/4 [73] 

TYR (экзон 1) BE3 200/50 ? 6-/-/6/7 [47]
TYR (экзон 1) APOBEC3A 200/50 ? 5гз/5/5 [48]

MSTN (экзон 1) 180/40/2 20/?/158/? 6-/-/16/20 [53] 
MSTN (экзон 1) BE3 200/50 ? 4гз/6/7 [47]

MSTN (экзоны 1,3; 
∆ ≈4600 п.н.)

200/20/1 2/2/65/85
24/34 (19–экз1, 18–экз2, 

13–экз1+экз3, 2-∆) [27]200/40/2 3/5/56/80
100/40/2 29/32/194/218

PHEX (экзон 1) 200/40/2 26/?/131/? 11-/-/19/26 [80]
GJA8 (экзон 1) 180/40/2 11/11/110/? 0/11/11 [96]

CRYAA (экзон 2) 180/40/2 19/?/85/? 15/19/19 [97] 
DMD (экзон 51) 200/50/2 33/?/128/? 22-/-/26/33 [77] 

DMD (экзон 9)ABE7 200/50 ? 6-/-/6/7 [47]
ANO5 (экзон 12, 13) 200/40/2 26/?/124/? ?/13/26 [79]

SRY (Sp1) 100/25/2 9♂ из 20/?/391/? 7/9 [72]
SRY (HMG) 100/25/2 1/?/75/? Мозаичность, химеризм [74]

PAX4 (экз. 3,5, ∆ ≈1200 п.н.) 180/40/2 22/?/210/? 15-/-/19/22 [89] 
LMNA (экзон 3) 200/50/2 32/?/126/? 29-/-/30/32 [78]

FOXN1 150/6 4/?/20/?
3/?/18/?

10/?/20/?
3/?/18/?

Итого: 21/?/76/? 
(3 рец.)

20/21 [69]
RAG2 150/6 
IL2RG 150/6 

PRKDC 150/6 

FBN1(экз. 65) 200/30/2 28/?/197/? 26/28 [14] 
LMNA (экзон 11) BE3 200/50 ? 7-/-/7/8 [47]

Примечание: ? — данные не приведены; ∆ — ожидаемая крупная делеция; гз — гомозиготы.
Note: ? — data not provided; ∆ — the expected large deletion; гз — homozygotes.

С использованием локуса ROSA26 были 
созданы сотни ТГ животных, в первую 
очередь — мышей, и клеточных линий, 
экспрессирующих различные трансгены. 
Как и у мышей, транскрипты локуса Rosa26 

кроликов — некодирующие РНК, стабиль-
но экспрессируемые во всех тканях [91]. 
С применением ДНК-матрицы, содержа-
щей ген зеленого флуоресцентного белка 
(EGFP) с соответствующими фрагментам 
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Rosa26 плечами гомологии, были получе-
ны rbRosa26-EGFP кролики с экспресси-
ей зеленого белка во всех тканях (табл. 4). 
Эффективность гомологичной рекомбина-
ции (HDR) возрастала при использовании 
вещества RS-1, успешно применявшегося 
для получения KI-мышей. Ингибитор про-
цесса негомологичного соединения концов 
(NHEJ), соединение SCR7, однако, не сме-
щал ДНК-репарацию в пользу HDR [70].
С использованием рекомбинационной 

системы Cre/loxP получают ТГ животных 
с условным нокаутом генов, нокаутом генов 
в нужное время или в нужном месте. Линия 
кроликов rbRosa26-CRE-reporter содержала 

ген tdTomato, инвертированный ген EGFP 
и введенные последовательности loxP и му-
тантную loxP2272, дающие возможность 
Cre-удаления гена tdTomato с последующей 
экспрессией EGFP [91].

Методические проблемы, связанные 
с формой и местом введения 
компонентов
Подавляющее большинство работ 

с использованием CRISPR/Cas9-тех но-
логии в настоящее время проводятся либо 
с использованием РНК-форм компонен-
тов, либо рибонуклеопротеинового ком-
плекса — белок Cas9 и gRNA. Прямая МИ 

Таблица 3. Кролики, нокаутные по нескольким генам одновременно
Table 3. Multi-gene knockout rabbits 

Гены-мишени

mRNA Cas9 
(нг/мкл) / 

sgRNA (нг/мкл) / 
кол-во sgRNA

Живые крольчата / 
всего крольчат / 

подсажено 
эмбрионов / 

МИ эмбрионов

Характеристика ГМ 
крольчат(-/-, -/+) / 
живые крольчата

Ссылка

Il2rg+RAG1 200/20+20 5/?/67/? 2 Il2r-/-, 3 Il2r-/+; 5 RAG1-/- [90] 
RAG1+RAG2 150/6 3/15 (1 рец.) 1(RAG1-/-+RAG2-/-)/3/3

[69] FOXN1+PRKDC+IL-
2RG+RAG1 +RAG2 150/6 5/45 (2 рецип.)

1 (FOXN1+PRKDC+RAG1); 
1(IL2RG+RAG1); 1(IL2RG); 

1 (PRKDC+RAG1); 
1 (FOXN1+PRKDC+IL2RG-/-

+RAG1-/-)/5
LDLR (2,7 экзон)+APOE 

(5’utr)
LDLR (2, 7 экзон)+APOE 

(1 экзон)

40 / 13 / пара 1+1 4/10/?/96 1(LDLR-/-, ∆2800);
2 (LDLR-/-+APOE-/-)/4 [98]

40 / 13 / пара 2+1 2/3/?/109 2 (LDLR-/-+APOE-/-)/2

FUT1+FUT2+SEC1 200/50/2 31/?/181/? 6-/-/8/31 [45] 

Таблица 4. Knock-in кролики
Table 4. Knock-in rabbits

Ген-мишень
mRNA Cas9 (нг/мкл) / 

sgRNA (нг/мкл) / 
кол-во sgRNA

ДНК донор, конц. Условия 
введения 

KI / КО / всего 
крольчат / транспл. 

эмбрионов
Ссылка 

rbROSA26
(интрон1) 150/6+RS-1/7,5 Cre-reporter 100 нг/

мкл CP 7/?/20/100 [91]

rbROSA26
(интрон1)

100/6
EGFP 100 нг/мкл CP

3/29/43/373
[70]

100/6+RS-1/7,5 10/18/38/146
ATP7B 
(экз.8) 20/10/2 ssODNs,

(Arg778Leu) 50mM 
19 ч после ХГЧ
14 ч после ХГЧ

2/7/14/62
9/5/17/56 [36]

TYR (экз.3) 100/25/2 ssODNs,
(K373T) 50mM CP 5/17/22/158 [76]

Примечание: CP — МИ в цитоплазму; ХГЧ — хорионический гормон человека; ssODNs — однонитевые олиго-
нуклеотиды ДНК.
Note: CP — microinjection into the cytoplasm; ХГЧ — human chorionic hormone; ssODNs — single-stranded DNA 
oligonucleotides.
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в пронуклеус плазмидной ДНК (pX330), 
содержащей кассеты экспрессии hCas9 
и сайт-специфичной sgRNA, — простой 
и воспроизводимый метод целевого му-
тагенеза у мышей [56], на кроликах была 
применена в работе по получению КО Tyr 
кроликов [31, 38].
Компоненты CRISPR/Cas9 в РНК-форме 

вводят в цитоплазму яйцеклетки. Как пра-
вило, для сайт-специфичной модификации 
гена в эмбрионах млекопитающих вво-
димые мРНК готовят в несколько этапов: 
реконструируют вектор экспрессии мРНК, 
после чего получают нужную молекулу 
транскрипцией in vitro [92]. Время жизни 
РНК в клетке гораздо меньше, чем у плаз-
мидной ДНК, что также может быть при-
чиной меньшего проявления мозаицизма 
и неспецифических мутаций. Введение 
плазмидной ДНК в цитоплазму вместо про-
нуклеуса приводит к мозаичности у боль-
шинства эмбрионов кроликов. Плазмидная 
форма, в отличие от РНК, более устойчи-
ва и не требует особых условий хранения 
(–20°С против –80°С), работа с ней проще. 
Рибонуклеопротеиновый комплекс в виде 
композиции белка Cas9 и sgRNA или бел-
ка Cas9 с парой crRNA–tracrRNA вводят 
в пронуклеус, при этом эффективность по-
следнего варианта в экспериментах на мы-
шах была выше, чем при использовании 
РНК-форм [8].
Концентрации, количество CRISPR-

компонентов. Для Cas9 mRNA и sgRNA 
в первой работе на кроликах [92] брали 150 
и 6 нг/мкл соответственно: более высокие 
концентрации sgRNA (12, 18 или 24 нг/мкл) 
не улучшали эффективность целевых му-
таций, но могли привести к появлению не-
специфических нарушений. При равных 
концентрациях sgRNA Cas9 mRNA в коли-
честве 200 нг/мкл была токсичнее для раз-
вития эмбрионов, чем 100 нг/мкл: выжива-
емость эмбрионов перед трансплантацией 
составляла 70% против 89%. Отмечены 
факты съедания неполноценного потомства 

матерями [27]. Концентрация плазмидных 
форм компонентов CRISPR/Cas9 (pX330) 
для введения в пронуклеус, как правило, 
не превышает 5–10 нг/мкл [31].
При использовании двух sgRNA, на-

правленных на ДНК-фрагменты с рядом 
расположенными РАМ-мотивами, эффек-
тивность нокаута гена может быть выше, 
как это продемонстрировано на гене MSTN 
у кроликов [53].
Неспецифичность. Критической про-

блемой геномного редактирования являет-
ся эффект неспецифичности CRISPR/Cas9, 
наблюдаемый, однако, не так уж часто, осо-
бенно на полученных живых F0 потомков. 
В сообщениях о сайт-специфично модифи-
цированных мышах и крысах, полученных 
с помощью системы Cas9, было очень мало 
обнаруживаемых нецелевых мутаций [85]. 
В контексте получения ГМ животных 
основное внимание к нецелевым мутаци-
ям обычно сужают до области экзонов, 
что делает их анализ возможным и доступ-
ным. При использовании строгого способа 
оценки нецелевых мутаций в возможных 
мишенях-экзонах (условие — точное сов-
падение ключевой последовательности 
12-ти нуклеотидов плюс NGG в PAM), их 
не нашли, возможно, из-за низкой концен-
трации sgRNA — 6 нг/мкл [92]. Напротив, 
при 20 нг/мкл sgRNA нецелевые мутации 
были обнаружены у 5-ти из 13-ти крольчат 
F0 только в одном сайте (с не самой высокой 
расчетной вероятностью) из нескольких. 
Побочная мутация не отразилась на рожде-
нии и фенотипе IL2rg KO-кроликов [90].
При одновременном введении несколь-

ких sgRNA и исследовании 30-ти потен-
циальных неспецифических мишеней их 
модификаций не нашли [98]. У KO PFEX 
кроликов при исследовании 14-ти потен-
циальных сайтов лишних мутаций не об-
наружили [80]. При использовании pX330 
у F0 крольчат не было ни hCas9 трансге-
неза, ни потенциальных неспецифических 
мутаций [31].
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«Технические» моменты получе-
ния ГМ кроликов с использованием 
CRISPR/Cas9-технологии. Исследования 
KO-кроликов показали, что часто модифи-
цируются сразу оба аллеля (не редкость 
и гомозиготные модификации), фенотип 
биаллельных мутаций может быть полу-
чен уже в поколении F0 без скрещивания 
моноаллельных мутантных родителей. 
Размножение скрещиванием нокаутных 
гетерозиготных братьев и сестер способно 
вызвать инбредную депрессию, что может 
препятствовать распространению и практи-
ческому использованию КО-кроликов.
Как и у других видов, при предимплан-

тационном развитии эмбрионов у кроликов 
может возникнуть мозаичность. Первое 
деление эмбрионов кроликов происходит 
примерно через 24–32 ч после оплодотво-
рения, а второе и третье деление — в те-
чение следующих 8-ми ч с образованием 
8-клеточных эмбрионов. Этот короткий 
период на 2- и 8-клеточной стадиях может 
вызвать более сложные мозаичные модели, 
чем у других видов.
Дополнительные возможности CRISPR/

Cas9. Набор инструментов редактирования 
генов постоянно расширяется. Появилась 
возможность редактирования отдельных 
нуклеотидов ДНК. В 2016 году коман-
да Гарвардского университета сообщила 
о создании первого метода «редактирова-
ния оснований», разработанного для пре-
образования одного нуклеотида в другой 
без расщепления двойной спирали генома 
с использованием направленной фермен-
тативной активности цитидиндезаминазы 
к конкретным геномным локусам. Этот 
метод редактирования оснований (Base 
editor, или BE3) работает в двух случа-
ях превращений: С-Т и G-А [39]. Другой 
редактор оснований (ABE7) преобразу-
ет Т-С или А-G [25]. Оба метода имеют 
высокую точность и могут применяться 
для исправления большинства однобуквен-
ных мутаций, присутствующих в геноме. 

При использовании систем BE3 и ABE7.10 
для создания точечных замен оснований 
в генах кролика Mstn, Dmd и Tia1 эффек-
тивность, проверенная на бластоцистах, 
составляла 53–88%. Эффективность точеч-
ных замен у F0 кроликов по генам Mstn, Tyr, 
LMNA, Dmd составляла в среднем 86,5% 
(табл. 2). Частота инделей, соответственно, 
уменьшалась [47]. Однако при использова-
нии BE3 часто возникают нежелательные 
замены C-T, когда в «окне редактирования» 
находится несколько C-нуклеотидов. Еще 
один редактор оснований с использова-
нием однодоменной цитидиндезаминазы 
человека (APOBEC3A (eA3A)) предпочти-
тельно дезаминирует цитидины в конкрет-
ных мотивах в соответствии с иерархией 
TCR>TCY>VCN [25]. Если в первой работе 
с использованием BE3-редактора часто-
та случайных соседних С-Т мутаций гена 
Tyr была 86%, в следующем эксперимен-
те с использованием APOBEC3A-nCas9-
редактора в целевой точечной замене все 
кролики были гомозиготны (табл. 2), часто-
та лишних замен была 28%. Все F0 были 
альбиносы [46]. Полученные результаты 
демонстрируют перспективность примене-
ния редакторов оснований в создании мо-
делей, точно имитирующих генетические 
заболевания человека.

Мозаицизм как геномное 
разнообразие
Ранее мы показали, что попадание плаз-

мидной формы ДНК в цитоплазму при-
водит к почти 100%-ной мозаичности, 
поскольку клетки могут претерпевать изме-
нения во время последовательных этапов 
онтогенеза, то есть подвергаться различ-
ным постзиготическим мутациям, которые 
наследуют все дочерние клетки [102].
Многоклеточный организм, в структуре 

которого присутствуют генетически раз-
нородные популяции клеток, произошед-
шие из общей зиготы, называется мозаик. 
Мозаицизм может существовать как в сома-
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тических клетках, так и в клетках зароды-
шевой линии [13]. Если мозаицизм встре-
чается только в популяции соматических 
клеток, фенотипический эффект будет за-
висеть от размера популяции мозаичных 
клеток и сроков возникновения мутаций. 
Такой признак не будет передан потом-
ству [13]. А если мозаицизм встречается 
только в популяции клеток зародышевой 
линии, индивидуум не будет иметь фено-
типических проявлений, но его потомки 
унаследуют данный признак. Также воз-
можно, что в случае индукции мозаицизма 
в раннем онтогенезе как соматические, так 
и клетки зародышевой линии будут мозаич-
ны [17]. Существует множество возможных 
механизмов развития мозаицизма: сомати-
ческие мутации, эпигенетические измене-
ния, нарушения структуры и/или количест-
ва хромосом [13, 102].
Хромосомный мозаицизм проявляется 

с довольно высокой частотой в эмбриональ-
ных тканях, достигая 25% в спонтанных 
абортусах. Ограниченность мозаицизма 
только одной специфической тканью — из-
вестный феномен. Ещё в 1983 г. Калоушек 
и Дилл описали хромосомный мозаицизм, 
ограниченный только плацентой (ограни-
ченный плацентарный мозаицизм) [34].
Вполне резонно предположить, что самой 

обычной генетической причиной прена-
тальной смерти может быть хромосомный 
мозаицизм. Можно прийти к заключению, 
что ограниченный определённой тканью 
мозаицизм — причина дисфункции этой 
ткани, как это было продемонстрирова-
но на примере заболеваний головного 
мозга, на мозге плодов и тканях яичника. 
Следовательно, при поиске роли хромосом-
ного мозаицизма в патологии нужно напря-
мую изучать ткани, подвергшиеся патоло-
гическим изменениям.
С хромосомным мозаицизмом связа-

ны некоторые хромосомные болезни че-
ловека, обычно трисомии: мозаичную 
форму могут иметь синдром Дауна (око-

ло 2%), синдром Клайнфельтера, синдром 
Шерешевского — Тёрнера (20–50% боль-
ных), синдром Эдвардса (около 10%), син-
дром де ля Шапеля; при этом, как правило, 
часть клеток характеризуется обычным на-
бором хромосом, а часть клеток — наличи-
ем дефектной хромосомы. Если число му-
тантных клеток при мозаицизме составляет 
менее 10%, то картина синдромов менее 
выраженная. Мозаицизм по половым хро-
мосомам (XX/XY) в ряде случаев приводит 
к интерсекс-состояниям [34].
С мозаичными формами генных болез-

ней не следует путать мозаицизм гонад. 
Мозаицизм гонад является частным случа-
ем органного мозаицизма, возникающего 
на более поздних стадиях эмбрионального 
развития в процессе органогенеза. Наличие 
его у клинически здорового индивида мо-
жет обусловить рождение детей с полной 
формой доминантной наследственной бо-
лезни (например, гемофилии) [34].
Не так давно было обнаружено, что сома-

тический хромосомный мозаицизм харак-
терен для развивающегося головного моз-
га человека в большом числе нормальных 
эмбрионов. Более того, было установлено, 
что увеличение мозаичной анеуплоидии 
в развивающемся мозге человека — интег-
ральный компонент развития центральной 
нервной системы [34].

Трансгенные и нокаутные кролики 
в биомедицине
Последовательности генов кроликов 

имеют гомологию с генами человека боль-
ше, чем у грызунов. Ранний эмбриогенез 
и гаструляция (процесс образования заро-
дышевых листков) кролика более близки 
к человеку, что позволяет использовать 
кролика как репродуктивную модель [20]. 
Тератогенный эффект талидомида, не про-
являвшийся на мышах, был подтвержден 
на кроликах [42]. Заболевания легких, их 
патофизиология, воспалительные реакции 
модели-кролика, особенно в случае аст-
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мы, сопоставимы с теми, что встречаются 
у человека: кроликов используют в лекарст-
венных скрининговых тестах на аллергиче-
ские реакции как модель для исследования 
терапии стволовыми клетками [37], заболе-
ваний глаз (дегенерация сетчатки, синдром 
сухого глаза, глаукома, катаракта, увеит 
и др.) [40, 100].
Моделирование опухолей у кроликов приме-

няется достаточно давно. Преимущественно 
используется опухоль VX2 (плоскоклеточ-
ная карцинома). Перевивку этой опухоли 
применяют в экспериментальной онколо-
гии для моделирования злокачественных 
новообразований головы и шеи, почки, 
головного мозга, печени [62], при иссле-
довании колоректального рака с мета-
стазами в печень [67]. Для исследования 
образования метастазов лимфатическая 
система кролика подходит больше, чем 
у грызунов [61].
Сердечно-сосудистые заболевания оста-

ются ведущей причиной заболеваемости 
и смертности в развитых странах. Мыши — 
не самая подходящая модель для изучения 
этих болезней не только из-за размера: 
у грызунов преобладает α-тяжелая цепь мио-
зина (МНС), у крупных млекопитающих, 
включая кроликов и людей, экспрессирует-
ся преимущественно β-МНС. Трансгенные 
по мутантному гену β-МНС человека кро-
лики — модель для изучения гипертро-
фической кардиомиопатии человека [49]. 
Трансгенные кролики используются для изу-
чения атеросклероза, нарушений ионных ка-
налов сердца, индуцированной тахикардией 
кардиомиопатии [61]. Кролики — объект 
для моделирования артериального тромбоза 
[5], остеопороза [66].
Для изучения защитного иммуните-

та, индуцированного профилактической 
вакцинацией, например вирусом просто-
го герпеса (HSV-1), гуманизированные 
HLA-трансгенные кролики во многих 
случаях — более корректная модель, чем 
HLA-трансгенные мыши [15]. На кроликах 

изучают инфекционные заболевания чело-
века, включая СПИД (вызванный ВИЧ1), 
Т-лимфотропный вирус человека перво-
го типа (HTLV-I), вирус простого герпеса 
типа 1, туберкулез, сифилис [65], исследу-
ют острую печеночную недостаточность, 
заболевания, вызванные норовирусами, па-
пилломавирусами [19].
На кроликах исследуют обусловлен-

ные питанием метаболические синдромы 
[9, 50]. В отличие от мышей кролики чувст-
вительны к холестерину: как у людей, у них 
могут развиться тяжелые гиперхолестери-
немии. Природные мутанты с наследуемой 
гиперлипидемией несут мутацию сдвига 
рамки считывания в гене рецептора липо-
протеина низкой плотности, и у них разви-
вается атеросклероз даже при нормальном 
питании. Модели кролика, в т. ч. и транс-
генные, активно используются для иссле-
дования липидного обмена, атеросклероза, 
остеоартроза [20, 21].
Для изучения метаболизма липидов 

и липопротеинов необходимы разные 
модели: если APOE KO-кроликов, чтобы 
вызвать гиперлипидемию, необходимо 
держать на диете с высоким содержанием 
холестерина, нужны и модели с возмож-
ностью развития метаболических заболе-
ваний на обычном рационе. Модификация 
гена LDLR созданием инделей в 7-м эк-
зоне (кодирует консервативный домен, 
подобный предшественнику эпидермаль-
ный фактор роста (EGF)) привела к по-
лучению семи кроликов LDLR KO, и все 
они содержали биаллельные модифика-
ции. Моделирование третичной струк-
туры модифицированных белков LDLR 
КО-кроликов показало отличие каждого 
из них от WТ типа. У всех F0 кроликов 
на нормальной диете спонтанно развива-
лись гиперхолестеринемия и атероскле-
роз, выраженные как на биохимическом, 
так и на гистологическом уровнях. Такая 
модель полезна для изучения семейной ги-
перхолестеринемии человека [51].
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При одновременном использовании 
gRNA к разным экзонам гена LDLR был про-
веден нокаут гена как большой (2800 п. н.), 
так и мелкими делециями в сайтах-мише-
нях (табл. 1). С высокой эффективностью 
был осуществлен и одновременный нокаут 
генов LDLR/APOE, в т. ч. с большой деле-
цией в гене LDLR (табл. 3). У КО-кроликов 
была выраженная гиперлипидемия с уров-
нем холестерина в 10 раз большим по срав-
нению с кроликами дикого типа. У КО F0 
кроликов развивался аортальный и коро-
нарный атеросклероз [98]. Ожирение и ме-
таболический синдром — проблемы соци-
ально-медицинского значения. Признанная 
экспериментальная модель для изучения 
наследственной гиперхолестеринемии, 
атеросклероза человека — кролики линии 
Ватанабе с врожденной гиперхолестери-
немией, вызванной генетическим нару-
шением функции рецептора LDLR. Диеты 
с высоким содержанием жира, холестерина 
и сахара приводят к быстрому развитию 
гиперхолестеринемии, атеросклероза, со-
судистых изменений. APOE KO-кролики 
с точки зрения их липидного и липопроте-
инового профилей сравнимы с кроликами 
Ватанабе и могут быть полезной моделью 
для изучения гиперлипидемии человека 
[57]. Трансгенные кролики с измененной 
экспрессией специфических генов по-
зволяют уменьшить продолжительность 
экспериментальных исследований, демон-
стрируют быструю и сильную реакцию 
на диету [50].
Быстрое и эффективное получение имму-

нодефицитных кроликов было выполнено 
комплексной трансплантацией эмбрионов 
c мишенями в генах FOXN1, RAG2, IL2RG, 
PRKDC. Группы эмбрионов, микроинъеци-
рованных sgRNA к этим генам, объединяли 
для трансплантации всего трем реципиен-
ткам. В результате у 20-ти из 21-го кроль-
чат были индели в соответствующих генах 
(табл. 2). При одновременном таргетинге 
двух соседних генов RAG1 и RAG2 (меж-

ду ними 6,1 т. п. н.) у всех крольчат были 
индели по обоим генам, у одного — биал-
лельные гомозиготные мутации. При одно-
временной МИ сразу пяти sgRNA к генам 
FOXN1, RAG1, RAG2, IL2RG и PRKDC были 
получены крольчата с мутациями от одного 
до четырех генов (табл. 3) [69]. У кроликов 
был тяжелый комбинированный иммуно-
дефицит, характеризующийся отсутствием 
или выраженной гипоплазией тимуса и бе-
лой пульпы селезенки, а также отсутстви-
ем незрелых и зрелых Т- и В-лимфоцитов 
в периферической крови. Полный анализ 
крови показал тяжелую лейкопению и лим-
фоцитопению, сопровождающуюся тяже-
лой нейтрофилией [68].
Тирозиназа — медьсодержащий фер-

мент, катализирующий окисление фенолов, 
играет ключевую роль в биосинтезе мела-
нина. Пигментная меланома, злокачествен-
ная опухоль, берущая свое начало из ме-
ланоцитов, характеризуется повышенной 
активностью тирозиназы. Мутации гена 
тирозиназы нарушают процесс синтеза 
меланина и приводят к альбинизму глаз 
и кожи, изменению пигментации кожи. KO 
Tyr мыши и крысы характеризуются разно-
образием окраски шерсти [58, 95], что сра-
зу наглядно демонстрирует эффективность 
ГМ. В первом опыте по КО гена Tyr кроли-
ка использовали плазмиду pX330 с кодиру-
ющей последовательностью Cas9 и gRNA, 
разработанную Mashiko и сотр. для мышей 
[56]. Кролики KO Tyr имели окрас по типу 
голландского кролика [31]. Для получения 
нефункциональной тирозиназы использо-
вали пару sgRNA для образования круп-
ной делеции. Эффективность каждой sgR-
NA была около 80%, но делеции крупного 
фрагмента при совместной МИ двух sgR-
NA была менее 10%. С применением 4-х 
sgRNA (по паре к каждому сайту) эффек-
тивность крупной делеции выросла до 17%. 
Возможно, одновременное использование 
нескольких sgRNA снижает эффектив-
ность отдельных из них, и для получения 
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направленной крупной делеции требуется 
не более четырех sgRNA [75]. На примере 
нокаута гена Tyr была показана важность 
3’-некодируемой последовательности (utr) 
с polyA-мотивами в его нормальном функ-
ционировании: в результате ее удаления 
у кроликов (делеция по одному аллелю) 
был серый цвет шерсти и уменьшение 
уровня меланина в волосяных фолликулах 
и радужках глаз [73].
Миостатин — белок, подавляющий 

рост и дифференцировку мышечной ткани 
у млекопитающих. Нокаут гена Mstn, ранее 
успешно осуществленный для мышей, коз, 
свиней и КРС, с высокой эффективностью 
был получен и у кроликов [53]. Кролики 
имели типичный фенотип с гипертрофией 
и/или гиперплазией мышц, увеличенную 
массу тела. Полученный фенотип сохра-
нялся в F1, при этом у новорожденных 
крольчат не было существенной разницы 
в размере тела и весе по сравнению с WT. 
В работе др. группы ученых мишенью были 
выбраны 1-й и 3-й экзоны гена Mstn, в т. ч. 
с целью получения большой делеции. Было 
отмечено много мертворож дений, ранней 
смертности. У большинства ГМ крольчат 
был увеличенный язык. Почти у полови-
ны крольчат были индели в обоих экзонах, 
у двух — большие делеции. По сравнению 
с предыдущей работой, у Mstn KO новоро-
жденных крольчат был повышенный вес 
[27]. Такие исследования важны для выяс-
нения безопасности КО MSTN с/х живот-
ных, получаемых с целью увеличения мяс-
ной продуктивности.
Связанная с Х-хромосомой гипофос-

фатемия (XLH) — наиболее распростра-
ненная причина наследуемого рахита, 
встречающаяся у людей с частотой 1/20 000. 
Инактивация или мутация гена PHEX при-
водит к гипофосфатемии и дефектам ми-
нерализации костей, хрящей, зубов. PHEX 
KO-кролики имели типичный для заболева-
ния фенотип. Крольчата начинали умирать 
после рождения: в течение 15-ти недель 

смертность составляла 90%, самцы погиба-
ли в течение двух месяцев [80].
Другое связанное с X-хромосомой заболе-

вание — мышечная дистрофия Дюшенна 
(DMD) возникает в результате мутаций 
в гене дистрофина DMD. Встречаемость 
заболевания — 1 из 3500 новорожденных 
мальчиков. Как биомодель DMD применяют 
мышей Mdx (Dmd), однако доклинические 
исследования на этой модели плохо соотно-
сятся с состоянием DMD-пациентов. У KO 
Dmd кроликов понижалась физическая ак-
тивность, повышался уровень креатинки-
назы в сыворотке крови, наблюдался про-
грессирующий мышечный некроз и фиброз, 
имелись и др. признаки, очень похожие на та-
ковые у человека с DMD. Эффективность 
получения Dmd KO-кроликов была очень 
высокой: 78% F0 крольчат, из которых 85% 
были Dmd-/- [77].
Другие дистрофии — поясно-конечност-

ная мышечная дистрофия типа 2L и мышеч-
ная дистрофия Миоши типа 3 — связаны 
с мутациями в гене ANO5. Мыши с полным 
нарушением транскриптов ANO5, как био-
модели, не проявляли явных фенотипов 
мышечной дистрофии, тогда как у кроликов 
с инделями в 12-м и/или 13-м экзоне ANO5 
были типичные признаки соответствующей 
мышечной дистрофии [79].

DMP1 — белок, необходимый для пра-
вильной минерализации кости и денти-
на, присутствует в различных клетках 
костной и зубной тканей. KO Dmp1 мыши 
имеют ограничения для изучения гипофос-
фатемического рахита (ARHR). KO Dmp1 
кролики имели многие особенности ARHR 
человека и после рождения погибали в те-
чение 8-ми недель из-за развития тяжелого 
дефекта костной микроархитектуры [46].
Синдром Марфана — заболевание на-

следственного типа, при котором пора-
жается соединительная ткань — про-
является признаками изменения скелета, 
сердца и сосудов, глаз, кожи, ЦНС, легких. 
Синдром развивается в результате мутации 
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гена FBN1, кодирующего фибриллин-1, 
при недостатке которого волокна соедини-
тельной ткани становятся чрезмерно растя-
жимыми и менее устойчивыми к деформа-
циям. В наибольшей степени повреждению 
подвержены сосуды и связки. При модифи-
кации 65-го экзона гена FBN1 у фибрил-
лина-1 обрезается C-конец, необходимый 
для его секреции. FBN-/+ кролики имели все 
признаки синдрома Марфана: мышечное 
истощение, глазной синдром, расширение 
аорты и липодистрофия, снижение сборки 
микрофибрилл во внеклеточном матриксе 
(табл. 2) [14].
На сегодняшний день идентифицировано 

22 гена, мутации в которых ответственны 
за развитие наследственной врожденной 
катаракты. С целью скрининга лекарств 
для ее профилактики и лечения были по-
лучены кролики с нокаутом некоторых ге-
нов, кодирующих критичные для зрения 
белки. Мутации в белке коннексин 50 (Сх50 
или GJA8) приводят к возникновению по-
рошкообразной зонулярной катаракты. 
При получении КО GJA8 кроликов эффек-
тивность мутации была 98,7% у эмбрионов 
и 100% у крольчат, у которых были обнару-
жены микрофтальмия, малый размер хру-
сталика и катаракта [96]. Мутации в гене 
CRYAA белка, играющего важную роль 
в поддержании прозрачности хрусталика, 
структуры др. его белков, — одна из при-
чин развития ядерной формы врож дённой 
катаракты. КО CRYAA крольчата имели му-
тации гена CRYAA с инделями в диапазоне 
3–52 п. н., без неспецифических мутаций, 
у большинства была катаракта разной сте-
пени [97].
Гермафродитизм — проявление анома-

лий генов, регулирующих определение пола, 
развитие гонад или экспрессию гормонов 
и их рецепторов в эмбриональном развитии 
во время половой дифференцировки. Один 
из генов — SRY (Sex-determining Region Y), 
расположенный на Y-хромосоме большин-
ства млекопитающих, кодирует белковый 

фактор развития семенников и иницииру-
ет развитие организма по мужскому типу. 
Мутация или дисфункция его консерватив-
ного домена HMG (ДНК-связывающегося 
домена белка SRY) индуцирует синдром 
реверсии пола у XY-носителей. Мутации 
Sp1-связывающего сайта (Sp1 — фактор 
транскрипции, необходимый для диффе-
ренциации сперматозоидов) в 5’-фланкиру-
ющей области SRY также связаны с клини-
ческим синдромом реверсии пола. В первом 
исследовании при введении мутаций в Sp1-
сайте большинство полученных крольчат-
самцов КО SRY-Sp1 имели женские призна-
ки и были бесплодны, но при гормональной 
обработке могли стать «суррогатными ма-
терями» [72]. При введении мутации в об-
ласть HMG был получен кролик-гермафро-
дит, имевший яичники, семенники и матку 
одновременно (табл. 2) [74].
С возникновением и развитием сахарно-

го диабета связаны нарушения множества 
генов, PAX4 — один из них. У PAX4-/- кроли-
ков наблюдали замедление роста, стойкую 
гипергликемию, снижение количества ин-
сулинпродуцирующих β-клеток и увеличе-
ние количества глюкагонопродуцирующих 
α-клеток. Фенотипы, ассоциированные 
с заболеванием, включая диабетическую 
нефропатию, гепатопатию, миопатию 
и кардиомиопатию, также наблюдались 
только у PAX4-/- кроликов (табл. 2) [89].
Причиной развития синдрома прежде-

временного старения, известного как про-
герия, или синдром Гилфорда, является 
мутация гена LMNA. При этом очень ред-
ком наследственном заболевании у детей 
развиваются симптомы, ассоциированные 
с преклонным возрастом, в т. ч. выпадение 
волос, уменьшение слоя подкожной жи-
ровой клетчатки, атеросклероз и измене-
ния скелета. Такие дети обычно умирают 
от болезней сердечно-сосудистой системы 
в подростковом возрасте. Для понимания 
патофизиологических механизмов синдро-
ма преждевременного и процессов нор-
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мального старения человека были полу-
чены LMNA KO-кролики. Все они имели 
пониженную двигательную активность, 
аномально жесткий скелет, укороченный 
рост и умерли в течение 22-х дней. У кро-
ликов были кардиомиопатия, мышечная 
дистрофия, костные и суставные аномалии, 
липодистрофия. Эффективность получения 
LMNA ГМ кроликов была 94%: 29 из 30-ти 
ГМ крольчат были LMNA-/- (табл. 2) [78].
Одновременная мутация нескольких 

гомологичных генов с использованием об-
щих для этих генов sgRNA была выполне-
на на группе генов трех фукозилтрансфе-
раз (FUT1, FUT2 и SEC1). Эти ферменты 
участвуют в биосинтезе фукозилирован-
ных гликанов, необходимых для много-
численных биологических процессов, 
таких как сигнальная трансдукция, взаи-
модействие хозяина и микрофлоры, раз-
витие тканей, прогрессирование рака и др. 
Нуклеотидные последовательности генов 
FUT1, FUT2 и SEC1 имеют высокую го-
мологию, что позволяет подобрать общие 
для них sgRNA. Были получены кролики 
с КО FUT1, FUT2 и SEC в разных комби-
нациях со сниженной активностью фер-
ментов (табл. 3). Из восьми ГМ крольчат 
у четырех были мутации одновременно 
по двум генам, у одного — биаллельные 
мутации сразу по трем генам [45].
Эктодермальная дисплазия 9 (ECTD-9) 

характеризуется гипотрихозом и дистро-
фией ногтей без других эктодермаль-
ных нарушений и вызывается мутациями 
в гене HOXC13. Мыши и свиньи с мута-
циями в Hoxc13 не дают гипотрихозный 
фенотип, тогда как у Нoxc13-/- кроликов 
шерстный покров отсутствует. При рез-
ком снижении количества волосяных лу-
ковиц увеличивалось количество сальных 
желез, и такой дисбаланс соответствовал 
клиническим проявлениям заболевания. 
Нoxc13-/- кролики могут быть адекватной 
моделью для изучения ECTD-9 человека, 
дерматологических заболеваний, таких 

как акне и гипотрихоз, в доклинических 
исследованиях [18].
Расщепление нёба («заячья губа») — 

один из наиболее распространенных вро-
жденных дефектов у человека. Как один 
из факторов, влияющих на риск развития 
этого заболевания, определен ген GADD45G 
из семейства генов, ответственных за реа-
гирование на стресс. Из-за тяжелых череп-
но-лицевых дефектов GADD45G-/- крольча-
та умирали после рождения: впервые была 
показана роль гена GADD45G в формиро-
вании верхней челюсти [52].
Болезнь Вильсона — врождённое 

или приобретенное нарушение метабо-
лизма меди, приводящее к тяжелейшим 
наследственным болезням центральной 
нервной системы и внутренних органов. 
Описано более 600 мутаций гена ATP7B, 
приводящих к болезни Вильсона. Из-за не-
достатка белка ATP7B (транспортирующий 
медь АТФ-азный протеин Р-типа) наруша-
ется трансмембранный транспорт меди, 
встраивание ионов меди в белок церуло-
плазмин. С использованием CRISPR/Cas9-
технологии в сочетании с однонитевыми 
олигонуклеотидами ДНК (ssODNs, плечи 
гомологии по 46 нуклеотидов) была сге-
нерирована точечная мутация гена ATP7B 
для моделирования наиболее часто встреча-
емого типа мутации у азиатов (Arg778Leu) 
с болезнью Вильсона. Кролики, несущие ал-
лель с мутантным ATP7B, умирали пример-
но в трехмесячном возрасте. Содержание 
меди в их печени было увеличено в девять 
раз, что аналогично пятикратному увели-
чению, наблюдаемому у людей с болезнью 
Вильсона. Авторы исследования отмечали 
высокую эффективность сайт-специфич-
ных точечных мутаций при МИ РНК в зи-
готы на более ранних стадиях: 53% против 
14% при МИ зигот через 14 и 19 ч соответ-
ственно после обработки ХГЧ [36].
В другой работе тоже была сгенериро-

вана точечная мутация гена TYR с измене-
нием 373-го кодона, приводящая к замене 
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в тирозиназе треонина на лизин. Мутация 
T373K в гене TYR снижала активность фер-
мента: у кроликов TYR-K373T пигментация 
луковиц шерсти и радужки глаз была нару-
шена [76].

Генная терапия
Генная терапия — совокупность генно-

инженерных (биотехнологических) и ме-
дицинских методов, направленных на вне-
сение изменений в генетический аппарат 
соматических клеток человека в целях ле-
чения заболеваний. Это новая и бурно раз-
вивающаяся область, ориентированная 
на исправление дефектов, вызванных мута-
циями ДНК, или придания клеткам новых 
функций, альтернативная стратегия лече-
ния многих заболеваний. Иными словами, 
это способ лечения или коррекции забо-
левания путем искусственного введения 
в клетку новой генетической информации, 
призванной по править ту, с которой свя-
зана болезнь. Животные-модели, имити-
рующие условия заболевания человека, 
в генной терапии необходимы при оценке 
использования вирусных векторов — их 
безопасности, эффективности, дозировки, 
локализация экспрессии трансгена в докли-
нических испытаниях препаратов генной 
терапии. Наиболее часто в исследованиях 
генной терапии используются мыши, кры-
сы, кролики, свиньи, гуманизированные 
мыши [27]. Кролик, классическая модель 
для изучения офтальмологических и сер-
дечно-сосудистых заболеваний, использу-
ется в качестве модели генной терапии этих 
же заболеваний. В доклинических исследо-
ваниях внутримышечное введение кролику 
плазмидной ДНК, кодирующей сосудистый 
эндотелиальный фактор роста (VEGF), 
усиливало коллатеральное развитие со-
судов и перфузию тканей на модели ише-
мии задней конечности [78]. Эффективным 
для этих целей было и введение плазмиды 
с геном фактора роста гепатоцитов (HGF) 
[81]. Было показано предотвращение об-

разования артериального тромба путем 
локальной сверхэкспрессии тканевого 
активатора плазминогена (ТАП) [87] вве-
дением в бедренную артерию кролика ре-
комбинантного аденовирусного вектора, 
экспрессирующего ТАП человека.
Описано успешное применение гена 

IL-10 с использованием тетрациклин-зави-
симого промотора в качестве терапевтиче-
ского при генной терапии аутоиммунного 
дакриоаденита (воспаление слезных желез) 
у кроликов [82]. Неоваскуляризация — па-
тологическое разрастание сосудов там, где 
в норме их быть не должно. В офтальмо-
логии выделяют неоваскуляризацию ро-
говицы и хориоидальную неоваскуляри-
зацию. Протеогликан декорин способен 
подавлять этот процесс. Введение гена 
декорина в роговицу заметно снижало ее 
VEGF-индуцированный ангиогенез [59].
На кроликах проверяли эффективность, 

безопасность, уровень экспрессии транс-
гена человеческого фактора IX (hFIX) в за-
висимости от дозы, серотипа аденоассоци-
ированного вирусного вектора, способного 
вызывать у человека иммунный ответ [22].
Генно-направленная ферментативная 

пролекарственная терапия — «троянская» 
суицидальная генная терапия, представля-
ющая собой нацеленную на опухоль систе-
му доставки гена, кодирующего фермент, 
преобразующий безвредное пролекарст-
во в цитотоксические метаболиты in situ. 
Описано исследование, что внутриарте-
риальное введение стволовых клеток ме-
зенхимы, трансдуцированных оптимизи-
рованным геном (MSC-CYP2B6TM-RED), 
с последующим внутривенным введением 
циклофосфамида (CPA) в опухоль печени 
кролика VX2 привело к 78%-му некрозу 
опухоли с уменьшением метастазов [63].
Продуценты диагностических и тера-

певтически активных белков — еще одна 
область применения кроликов, в т. ч. 
и трансгенных. Кроличьи моноклональ-
ные антитела от использования в сугубо 
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научных целях имеют все более широкое 
терапевтическое и диагностическое при-
менение [85]. Для диагностических прило-
жений, в т. ч. нескольких видов рака, FDA 
утверждено использование ряда кроличьих 
поли- и моноклональных антител (рAbs, 
mAbs). Кроличьи mAbs к рецептору про-
граммируемой клеточной смерти (PD-1) — 
ниволумаб и атезолизума (последний пока 
не зарегистрирован в России) — исполь-
зуются в таргетной иммунотерапии рака. 
До III фазы клинических испытаний дошел 
уже целый ряд mAbs [55].
Трансгенные животные перспектив-

ны в качестве биореакторов для продук-
ции фармацевтических белков с молоком 
или кровью. Кролик — самое маленькое 
животное, из которого могут быть полу-
чены рекомбинантные белки фармацевти-
ческого назначения в экспериментальном 
и промышленном масштабе. Содержание 
белка в молоке кроликов значительно 
выше, чем в коровьем (14% против 5%) 
[54]. Кролики могут найти применение 
для производства с молоком фармакологи-
ческих белков, не требуемых в больших ко-
личествах: рекомбинантный ингибитор С1 
эстеразы человека (Pharming BV) для лече-

ния пациентов с наследственным ангионев-
ротическим отеком из молока ТГ кроликов 
разрешен к применению [10].

Заключение
С развитием новых технологий редак-

тирования генома, особенно CRISPR/Cas9 
и его модификаций, стало возможным 
с высокой эффективностью получать все 
большее количество животных с точно 
заданными генетическими модификаци-
ями для решения самых разнообразных 
задач научного и прикладного характера. 
Кролики как биомодели заболеваний че-
ловека, биореакторы-продуценты фарма-
кологически активных рекомбинантных 
белков становятся все более востребо-
ванным видом лабораторных животных. 
Эффективность получения ГМ кроликов 
методом микроинъекции зигот сравни-
ма с эффективностью получения транс-
генных мышей. Несмотря на очевидные 
успехи зарубежных, особенно китайских, 
генетиков в создании генно-редактирован-
ных кроликов, такие работы в России пра-
ктически отсутствуют. Тем не менее опыт 
получения трансгенных кроликов в нашей 
стране есть [1].
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