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Аннотация. Целью исследования является изучение возможностей применения спермиев крупного рогатого скота в качестве век
торов доставки генетической конструкции CRISPR/Cas9 в ооциты для получения генно-редактированных животных. Для внедрения ге
нетической конструкции спермии обрабатывались химическим (Lipofectamine CRISPRMAX) и физическим (электропорация) способами 
для создания временно проницаемой мембраны, с последующим внедрением рекомбинантной ДНК и оценкой сохранения жизнеспособ
ности и усвоения генетическую конструкцию. Режимы электропорации и липофекция были опробованы на спермиях крупного рогатого 
скота для внедрения генетической конструкции CRISPR/Cas9 в ооциты для получения генно-редактированных животных. В результате 
проведенных экспериментов установлена эффективность применения липофекции на спермиях крупного рогатого скота, концентрация 
жизнеспособных спермиев и доставка генетической конструкции в половые клетки, также установлен наиболее оптимальный режим 
электропорации, при котором наблюдаются жизнеспособные спермии с внедренной ген-конструкцией. Полученные результаты позво
лили сформировать технологический регламент по геномному редактированию крупного рогатого скота с использованием спермиев 
в качестве вектора доставки генетических компонентов CRISPR/Cas9. Предложенный подход к геномному редактированию животных 
мало изучен и освещён в современной литературе. Но он имеет преимущества перед традиционными методами доставки генетической 
конструкции в клетки, в том числе в клетки ооцитов. Разработка технологии введения генетической конструкции для геномного редакти
рования методом CRISPR/Gas9 в яйцеклетки крупного рогатого скота путем переноса спермой является альтернативой использованию 
вирусных конструкций плазмид и метода микроинъекции.
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Abstract. The aim o f the study is to study the possibilities of using bovine sperm as vectors for delivering the CRISPR/Cas9 genetic con
struct to oocytes to obtain gene-edited animals. For the introduction o f the genetic construct, sperm were treated by chemical (Lipofectamine 
CRISPRMAX) and physical (electroporation) methods to create a temporarily permeable membrane, followed by the introduction o f recombinant 
DNA and evaluation of viability and assimilation o f the genetic construct. Electroporation and lipofection modes were tested on bovine sperm to 
introduce the CRISPR/Cas9 genetic construct into oocytes to obtain gene-edited animals. As a result o f the experiments, the effectiveness of the 
use of lipofection on sperm of cattle, the concentration o f viable sperm and the delivery of the genetic construct to the germ cells were established. 
The most optimal electroporation mode was determined, in which viable sperm with the introduced gene construct was observed. The results 
obtained made it possible to form a technological regulation for genomic editing o f cattle using sperm as a vector for the delivery o f CRISPR/ 
Cas9 genetic components. The proposed approach to genomic editing of animals has been little studied and consecrated in modern literature. 
But it has advantages over traditional methods o f delivering a genetic construct into cells, including oocyte cells. The development o f a technology 
for introducing a genetic construct for CRISPR/Cas9 genome editing into bovine eggs by sperm transfer is an alternative to using viral plasmid 
constructs and the microinjection method.
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Введение. Генная инженерия является од
ним из методов борьбы со многими вирусными 
заболеваниями, включая вирус лейкоза круп
ного рогатого скота (ВЛКРС), который является 
наиболее актуальной проблемой для животно
водства Кемеровской области.

Механизм заражения ВЛКРС зависит 
от аминокислотных последовательностей. 
Например, аллели *11, *23, *28, кодирующие 
аминокислотную последовательность Glu-Arg, 
не встречаются у животных, больных ВЛКРС. 
В то время как у больных животных не встре
чаются данные аллели, кодирующие указан
ную аминокислотную последовательность. 
Но у восприимчивых к ВЛКРС наиболее часто 
встречаются аллели *16, *8 и *22. Для боль
ных лейкозом животных характерно наличие 
последовательности VDTN (валин-аспараги- 
новая кислота-треонин-аспарагин) в положе
нии 75-78 (аллели *16 и *8), а также последо
вательности VDTV (валин-аспарагиновая кис- 
лота-треонин-валин) (*22 аллель). Эти аллели 
связаны с аллелями гена BoLA-DRB3*1^ для 
которого ранее была показана корреляция с 
предрасположенностью к ВЛКРС [1].

По официальным данным с сайта Федераль
ной службы по ветеринарному и фитосанитарно
му надзору [2] 66 из 89 существующих субъектов 
Российской Федерации являются неблагополуч
ными по ВЛКРС. Подобная распространенность 
инфекции указывает на низкую эффективность 
существующих мер борьбы. Следовательно, 
есть необходимость по созданию альтернатив
ных методов профилактики этого заболевания. 
Один из таких методов основан на технологии 
редактирования генома посредством примене
ния бактериальных нуклеаз для модификации 
геномных последовательностей почти во всех 
эукариотических клетках [3]. Технология редак
тирования генов кластеризованных регулярно 
чередующихся коротких палиндромных повто
ров (CRISPRyCRISPR-ассоциированных бел
ков 9 (Cas9) является идеальным инструмен
том для лечения заболеваний путем коррекции 
болезнетворных генов с большой точностью и 
эффективностью [4]. Компоненты CRIPSR/Cas 
являются частью бактериальной иммунной си
стемы и способны вызывать двухцепочечные 
разрывы ДНК в геноме, которые разрешаются 
эндогенными механизмами репарации ДНК. Тех
нология CRISPR/Cas9 не только проста и удоб
на в исполнении, но и значительно улучшила 
производительность генно-инженерных иссле
дований [5].

Компоненты системы CRISPR подвержены 
деградации in vivo после прямой доставки и, сле
довательно, требуют помощи векторов достав
ки [6] для внедрения генетической конструкции 
в эукариотические клетки, в т. ч. половые клетки.

Системы доставки генов можно отнести как 
к вирусным, так и к невирусным. Вирусные ме
тоды доставки Cas9 и гРНК осуществляются че
рез лентивирусный или ретровирусный вектор в 
клетку-мишень. Эти векторы обеспечивают вы
сокоэффективную, но неспецифическую инте
грацию генетического материала в геном хозяи
на. Неспецифическая интеграция имеет риски, 
связанные с тенденцией к мутагенезу жизненно 
важных генов хозяина [7].

Прямая трансфекция сперматозоидов рас
сматривается как перспективная стратегия 
доставки генетической конструкции в яйцек
летки во время оплодотворения, взывающая 
значительный интерес и разные точки зрения 
у научного сообщества [8-9], т. к. применение 
сперматозоидов в качестве векторов доставки 
генетической конструкции возможно без значи
тельных финансовых затрат, и перенос генов, 
опосредованный сперматозоидами, основан на 
способности сперматозоидов нести экзогенные 
гены и переносить их в яйцеклетки для произ
водства трансгенного потомства путем развития 
трансгенной зиготы и эмбриона [10]. У спермиев 
есть способность переносить чужеродную ДНК 
в клетки, вступившие в контакт со спермой, в 
ооцит во время оплодотворения после спонтан
ного поглощения рекомбинантной ДНК. Проник
новение экзогенной ДНК в сперматозоиды не 
является пассивным процессом и происходит 
при взаимодействии определенных мембран
ных белков, с которыми связывается чужерод
ная ДНК посредством эндоцитоза, т. е. активно
го переноса клеточной мембраной [11]. Сперма
тозоиды способны поглощать экзогенную ДНК 
разного размера и различной нуклеотидной 
последовательности. Ученые успешно проде
монстрировали эту способность по доставке 
рибонуклеинового комплекса спермиями после 
липофекции при искусственном оплодотворе
нии цыплят. Этот метод успешно сочетается с 
системой редактирования генов CRISPR/Cas9 
и использует способность сперматозоидов до
ставлять нуклеиновые кислоты [6].

Внедрение генетической конструкции в спер- 
мии осуществляется следующими методами:

- липофекцией -  представляет собой ли- 
пид-опосредованную систему доставки генов на 
основе слияния липосомы с клеточной мемб
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раной (Lipofectamine). Продемонстрировали 
крайне низкую эффективность трансфекции 
(< 1,5 %) и выживаемость (< 80,0 %) [12];

- интрацитоплазматической инъекцией 
сперматозоидов (техника ИКСИ) с последу
ющим культивированием ex ovo эмбриона в 
суррогатной оболочке [13]. Микроинъекция -  
один из наиболее часто используемых методов 
в генной инженерии, но она требует большого 
мастерства и довольно редко используется для 
геномного редактирования домашнего скота 
[14]. При работе с методом геномного редак
тирования CRISPR-Cas9 нужно учитывать, что 
деление клеток зиготы у коровы длится пример
но 8 суток, и только после 96 ч она перемеща
ется в виде морулы в рога матки. В этом слу
чае вымывать эмбрион из полости матки можно 
только на стадии многоклеточной морулы, ког
да микроинъекция приводит к зарождению хи
мерного организма [15];

- электропорацией -  это невирусный метод 
электротрансфекции для доставки ДНК в клетки 
или ткани без использования дополнительных 
химических веществ или вирусов и быстрый и 
недорогой подход к трансфекции сперматозои
дов [16]. Доказано, что электропорация демонст
рирует более эффективную трансфекцию по 
сравнению с методами химической трансфек
ции, опосредованными биополимерами и ми
целлами [12]. Также сравнение электропора
ции и микроинъекции показывает, что наиболее 
ценным методом для получения эмбрионов с 
использованием технологии CRISPR/Cas9 яв
ляется электропорация: простота получения 
большего количества эмбрионов за более ко
роткое время; меньшее количество высококва
лифицированного персонала и дорогостоящего 
оборудования по сравнению с микроиньекцией. 
Все это увеличивает возможность его использо
вания для получения эмбрионов [17].

Как показывает практика, трансфекция 
сперматозоидов крупного рогатого скота в 
80 % случаев заканчивается интеграцией 
чужеродной ДНК. Сперматозоиды -  твердые 
клетки для трансфекции, поэтому эффектив
ность внедрения ДНК в спермии повышается 
при использовании специальных адъювантов 
в среде для трансфекции или при снижении 
количества холестерина в плазматической 
мембране сперматозоидов. Но оплодотворяю
щая способность сперматозоидов снижается 
после трансфекции [18].

Липидная трансфекция и электропорация -  
наиболее распространенные методы в генной

инженерии. Поэтому нами проведен экспери
мент по сравнению эффективности методов ли
пидной трансфекции и электропорации сперма
тозоидов крупного рогатого скота для получения 
генно-редактированных животных.

Материалы и методы. Генетическая конст
рукция вводилась в виде нативного белка Cas9 
(TrueCut™ Cas9 Protein v2 Invitrogen™) и готовой 
направляющей РНК с последовательностью нук
леотидов GGAGCGGGAGCGGGCCUAUG.

С целью проведения электропорации при
менялись 24 дозы сексированной спермы, а 
при липофекции -  45 доз, полученных от быка 
Спайдермен в ОАО «Кемеровоплем» (Кеме
ровская область). Для работы сперму размо
раживали, затем разбавляли в 10-кратном раз
мере в охлаждённой среде для искусственного 
осеменения.

С целью установления необходимого режи
ма для электропорации спермиев крупного ро
гатого скота проводились 24 опытные работы на 
приборе Neon Transfection System в соответст
вии с протоколом Invitrogen Neon™ Transfection 
System 96 Pub. No. MAN0001632 (таблица 1).

Таблица 1 -  Режимы электропорации спермиев 
на Neon Transfection System

Режим Напряжение
Продолжительность

импульса
Количество

1 0 1 1

2 1400 20 1

3 1500 20 1

4 1600 20 1

5 1700 20 1

6 1100 30 1

7 1200 30 1

8 1300 30 1

9 1400 30 1

10 1000 40 1

11 1100 40 1

12 1200 40 1

13 1100 20 2

14 1200 20 2

15 1300 20 2

16 1400 20 2

17 850 30 2

18 950 30 2

19 1050 30 2

20 1150 30 2

21 1300 10 3

22 1400 10 3

23 1500 10 3

24 1600 10 3
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При проведении эксперимента по приме
нению метода электропорации при различных 
режимах на приборе Neon Transfection System, 
со сменой напряжения, продолжительности и 
числа импульсов, определялись те режимы, при 
которых выживало максимальное количество 
спермиев с внедренной генетической конструк
цией. Электропорацию проводили на спермиях 
в количестве 500 млн. Центрифугировали клет
ки в течение 5 мин при 1000 об./мин., удаляли 
супернатант и ресуспензировали клетки в чис
той среде DMEM/F12, исходя из соотношения 
200 мкл раствора на одну дозу спермиев для 
одной трансфекции и переносили в 24-луноч- 
ный планшет. Добавляли 3 мл Neon Buffer E в 
емкость для пипетки и вставляли пипетку в фик
сатор для пипетки. Добавляли генетическую 
конструкцию в готовую суспензию клеток, исходя 
из расчета 5-15 мкг компонентов системы CRIS- 
PR/Cas9 в 200 мкл раствора. Осторожно аспири- 
ровали 10 мкл смеси генетической конструкции 
и клеток в наконечник неоновой системы. Поме
щали неоновую пипетку с образцом в неоновую 
трубку в фиксатор для пипетки. На устройстве 
Neon выбирали программу электропораци. Пос
ле отображения настроек кнопкой «Пуск» зада
вали устройству необходимый импульс, до ото
бражения сообщение «Завершено». Для опре
деления оптимального режима электропорации 
спермиев было проведено 24 эксперимента на 
приборе Neon Transfection System. Отработан
ную смесь клеток и генетической конструкции в 
неоновой пипетке распределяли в новом 24-лу- 
ночной планшете. Для выполнения всех настро
ек программы шаги 3-7 повторялись. Спермии 
инкубировались в течение 20 мин при комнатной 
температуре.

Липофекцию спермиев крупного рогатого 
скота в количестве 45 доз проводили в соответст
вии с протоколом Invitrogen Lipofectamine™ 
CRISPRMAX™ Transfection Reagent Pub. 
No. MAN0014545 в ламинарном шкафу, который 
предварительно стерилизовали УФ-облучением, 
экспозицией в 20 мин. Перед трансфекцией в 
культуральную чашку диаметром 60 мм добавля
ют по 5 мл 1 дозы разбавленной спермы; реаген
ты Opti-MEM и «Lipofectamine CRISPRMAX» до 
комнатной температуры. Отдельно в полипропи
леновых пробирках по 1,5 мл вносят по 300 мкл 
Opti-MEM -  из расчета две пробирки на каждую 
дозу трансфецированной спермы. В одну из про
бирок с Opti-MEM добавляли 60 мкл реагента 
для трансфекции Lipofectamine CRISPRMAX, пе
ремешивали, инкубировали 5 мин. Lipofectamine

CRISPRMAX перед использованием аккурат
но перемешивали. Параллельно в другую про
бирку с Opti-MEM вносили 60 мкг плазмидной 
ДНК в концентрации 30 нг/мкл, перемешивали, 
инкубировали 5 мин. В пробирку, содержащую 
смесь Opti-MEM и Lipofectamine CRISPRMAX, 
вносили весь раствор плазмидной ДНК на Opti- 
MEM. Тут же тщательно перемешивали, избегая 
вспенивания. Инкубировали при комнатной тем
пературе в течение 20 мин. В чашки Петри до
бавляли 2,5 мл Opti-MEM. По окончании инкуба
ции комплекс плазмидной ДНК С Lipofectamine 
CRISPRMAX равномерно вносили в культураль
ную чашку. Перемешивали покачиванием. Чаш
ку помещают инкубироваться при 37 °С и 5 % 
СО2 на 24 ч. По окончании инкубации непосред
ственно перед осеменением исследовали спер
мии на подвижность и жизнеспособность под 
микроскопом.

Для проведения электропорации и липид
ной трансфекции сперму разбавляли до 500 млн 
спермиев в 1 мл. Количество полученных транс- 
фецированных спермиев определяли с помощью 
специальных стандартов мутности, соответствую
щих различной концентрации спермиев на 1 мл:
10, 50, 100, 200, 300, 500 и 1000 млн спермиев.

Учитывая токсичность любого метода 
трансфекции, методом микроскопирования 
определяли жизнеспособные спермии, исполь
зуя общепринятую методику в соответствии с 
ГОСТ 20909.3-75 - ГОСТ 20909.6-75. Сперма бы
ков неразбавленная. Методы испытании:

1 применяли краситель -  1-5%-раствор эо
зина водорастворимого на 3%-растворе лимон
нокислого натрия, который окрашивает мерт
вые спермии и спермии с колебательными дви
жениями;

2 каплю исследуемой спермы в концентра
ции 500 млн/мл спермиев наносили на чистое 
обезжиренное теплое (35±2 °С) предметное 
стекло;

3 добавляли 2-3 капли краски, подогретой до 
температуры 30 °С, перемешивали 2-4 сек и де
лали три тонких мазка;

4 в каждом препарате подсчитывали 100
150 спермиев, учитывали число спермиев 
с окрашенными и неокрашенными головками.

Для определения наличия внедренной гене
тической конструкции производили отбор спер
матозоидов с измененными физическими пара
метрами спермиев (вес и плотность) после цен
трифугирования спермиев в градиенте плотности 
«PureSperm» («Nidacon International AB», Швеция). 
Этот метод позволяет отбирать жизнеспособ
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ные сперматозоиды с нормальной морфологией 
с измененными удельным весом и плотностью, 
свидетельствующим о внедренной генетической 
конструкции. При выполнении метода градиентно
го центрифугирования образец эякулята распола
гается поверх градиента. При центрифугировании 
различные клетки занимают определенное поло
жение, в котором их плавучая плотность соответ
ствует плотности градиента. Разделение основано 
на том, что зрелые нормальные сперматозоиды с 
измененными удельным весом и плотностью име
ют плотную упаковку ДНК, больший вес и плот
ность, чем 80 % раствор, поэтому проходят сквозь 
него и оседают на дне пробирки.

Для выделения сперматозоидов из спермы с 
большим удельным весом и плотностью, в соот
ветствии с протоколом PureSperm 100, методом 
центрифугирования в градиенте плотности приме
няется набор «PureSperm» («Nidacon International 
AB», Швеция), состоящий из коллоидного раство
ра двуокиси кремния в сбалансированном раство
ре солей. Инкубировали сперму при 37 °С в те
чение 30 минут для разжижения; подготавливали 
два градиента: 1,5 мл 40 % компонента и 1,5 мл 
80 % компонента в пробирке с коническим дном; 
трансфецированный эякулят осторожно, не нару
шая разделение слоев, что может понизить эф
фективность сепарации, наслаивали на градиент; 
центрифугировали в течение 20 мин. После цен
трифугирования на дне конической центрифужной 
пробирки образовывался осадок из наиболее под
вижной фракции сперматозоидов; пастеровской 
пипеткой осторожно удаляют семенную плазму, а 
также верхнюю интерфазу, 40 % слой и нижнюю 
интерфазу. Оставляли основную часть 80 % слоя. 
Чистой стерильной пастеровской пипеткой, погру
женной в 80 % слой, аспирировали осадок, ресу- 
спендировали его в буфере для гамет и переноси
ли в чистую центрифужную пробирку для отмыва
ния остатков коллоидного раствора. Центрифуги
ровали 10 мин. Повторяли отмывку с буфером для 
гамет. Удаляли супернатант и ресуспендировали 
в небольшом объёме среды для приготовления 
сперматозоидов или среды для оплодотворения. 
Подсчитывали количество сперматозоидов и вы
числяли концентрацию. При необходимости де
лали разведение. Отобранные сперматозоиды с 
внедренной генконструкцией хранили в условиях 
инкубатора в присутствии 6 % CO2 при температу
ре 37 °С для последующего искусственного осеме
нения коров-доноров.

Количество спермиев после липофекции об
работаны статистически с применением метода 
количественного анализа.

Результаты исследований и их обсуждение.
В результате поведенных опытов, направлен
ных на электропорацию, установлено, что
22 режима убивают спермии, и при микроскопи- 
ровании обнаруживаются фиолетовые непод
вижные спермии или спермии с колебательны
ми движениями. Но режимы № 1 и № 6 сохра
няют спермии жизнеспособными. При работе 
в режиме № 1 60 % сперматозоидов остаются 
живыми, а при работе в режиме № 6 обнару
живаются как мёртвые спермии, так и спермии 
с колебательными движениями в количестве
23 жизнеспособных сперматозоида из 150 
имеющихся в поле зрения (15,3 %).

С целью отделения жизнеспособных спер
миев с генетической конструкцией спермии, про
шедшие электропорацию, разделяли в градиенте 
плотности, а затем центрифугировали и подсчи
тывали количество живых спермиев на 1 мл:

- режим № 1: количество трансфецированных 
жизнеспособных спермиев соотносилось с 400 млн;

- режим № 6: количество пригодных для 
дальнейшей работы спермиев -  100 млн;

Трансфекция методом электропорации при 
использовании прибора Neon Transfection System, 
показала, что оптимальными для сохранения 
жизнеспособности спермиев является режим 
№ 1 с напряжением 0 В, продолжительностью 
импульса в 1 сек, и количеством импульсов -  1, 
а так же режим № 6 с напряжением 1100 В, про
должительностью импульса 30 сек, количеством 
импульсов -  1. При этом многие режимы элетро- 
порации (22 из 24 исследованных) являются для 
спермиев крупного рогатого скота губительными.

При липофекции в 45 дозах спермы 40 % 
спермиев остались жизнеспособными и облада
ли поступательным прямолинейным движением, 
в то время как 60 % спермиев погибли и окраси
лись раствором эозина в красный цвет. При этом 
количество спермиев с низменной удельным ве
сом и плотностью в 1 мл составляло 400 млн.

При определении жизнеспособности сперми
ев после липофекции установлено, что в 45 до
зах обнаруживаются как мёртвые спермии, так и 
спермии с колебательными движениями в коли
честве 60±12 (р < 0,05) жизнеспособных сперма
тозоида из 150 имеющихся в поле зрения (40 %).

Таким образом, результатом работы после 
липофекции является 40 % живых спермиев с 
прямолинейным поступательным движением 
в 45 дозах спермы. По итогу выполненной ра
боты оформлен вывод о том, что метод липид
ной трансфекции спермиев крупного рогатого 
скота с использованием реактива «Lipofectamin
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CRISPRMAX» является эффективным для про
ведения трансфекции.

Метод липидной трансфекции с Lipofectamine 
CRISPRMAX и режим № 1 при электропорации при
бором Neon Transfection System сопоставимы по 
эффективности внедрения генетической конструк
ции и сохранения жизнеспособности трансфециро- 
ванных спермиев. При обоих методах количество 
спермиев с внедренной генетической конструкцией 
в 1 мл составляет 400 млн. Поэтому оба этих ме
тода применимы для трансфецирования спермиев 
крупного рогатого скота.

Заключение. Развитие геномного редакти
рования, как очень перспективного направления 
в науке, следует за тенденциями науки и запро
сами общества:

- изучение и разработка методов сохранения 
жизни, здоровья людей и животных в условиях 
изменения инфекционных агентов и возникнове
ния тяжелых болезней незаразного характера;

- повышение и сохранение наиболее значи
мых продуктивных качества животных и растений;

- разработка методов получения редких, но 
очень необходимых химических соединений (гор
моны, ферменты, компоненты иммунной системы 
и т. д.) -  это и многое другое являются областями 
изучения и применения генной инженерии.

Генетическая модификация, предрасположен
ного к ВЛКРС крупного рогатого скота, позволяет 
изменить нуклеотидную последовательность ДНК 
методом CRISPR/Cas9, что способствует получе
нию не восприимчивых к данному вирусу животных.

Методы доставки компонентов системы 
CRISPR/Cas9 изучены достаточно хорошо и 
апробированы на разных типах и видах эукарио
тических клеток. Но разработки методологий для 
производства генно-редактированных животных 
должны быть направлены на экономию време
ни, ресурсов и сохранение здоровья животных.

В связи с этим нами предложена эффектив
ная методика трансфекции для получения ген- 
но-редактированных животных без использова
ния дорогостоящего и трудозатратного метода 
микроинъекции, а также без использования ви
русных векторов доставки.
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