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Эмбриональные стволовые клетки (ЭСК) крысы играют важную роль в изучении генов, участвующих в под"
держании плюрипотентного состояния и в процессах раннего развития этого модельного организма. Для
изучения функций жизненно важных генов, а также в ходе процессов дифференцировки клеток широко ис"
пользуется метод индуцируемого нокаута. Система CreERT2/loxP позволяет получить индуцируемый нока"
ут в клетках, экспрессирующих тамоксифен"зависимую Cre"рекомбиназу (CreERT2) и содержащих loxP"
сайты, фланкирующие целевой ген, путём добавления в культуральную среду 4"гидрокситамоксифена. Од"
нако в настоящее время отсутствуют линии ЭСК крысы, экспрессирующие CreERT2. В данной работе мы
протестировали три CRISPR/Cas"системы на предмет внесения двуцепочечных разрывов в локус Rosa26 в
ЭСК крысы и произвели встройку в данный локус тамоксифен"зависимой Cre"рекомбиназы с использова"
нием системы CRISPR/Cpf1. Было показано, что полученные трансгенные линии ЭСК крысы сохранили
характеристики плюрипотентных клеток. Активность тамоксифен"зависимой Cre"рекомбиназы была про"
анализирована с использованием репортёрного вектора.
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ВВЕДЕНИЕ

Эмбриональные стволовые клетки (ЭСК) –
это полученный из внутренней клеточной мас"
сы бластоцист тип клеток, для которого харак"
терны свойства самообновления и плюрипотент"
ности [1, 2]. Данные свойства обуславливают
широкое применение ЭСК для изучения про"
цессов раннего развития и дифференцировки
клеток. Одним из важных объектов биологии
является серая крыса (Rattus norvegicus). Крыса
используется в качестве модельного объекта в
различных областях, среди которых исследова"
ния в области физиологии, токсикологии, пове"
дения, а также моделирование генетических за"

болеваний [3]. ЭСК крысы были впервые полу"
чены в 2008 г. [4, 5]. Тем не менее количество ра"
бот, посвящённых ЭСК крысы, в том числе и с
использованием современных методов редакти"
рования генома, очень мало.

Одним из распространённых инструментов
изучения функций генов является их нокаут.
Появление систем редактирования генома, и в
частности системы CRISPR/Cas9, позволяющей
вносить одноцепочечные или двуцепочечные
разрывы в интересующие участки генома, дало
возможность эффективно и в короткие сроки
получать нокаут целевых генов [6]. Однако при
использовании систем редактирования генома в
результате получается гетерогенная популяция
клеток, в которой количество клеток с нокаутом
целевого гена зависит от эффективности достав"
ки компонентов CRISPR/Cas в клетки и актив"
ности выбранной направляющей РНК (нРНК).
Кроме того, данный подход не работает в случае
изучения жизненно важных для клеток генов, а
также при изучении функций генов в ходе диф"
ференцировки или репрограммирования клеток.
В данных случаях наиболее применим метод ин"
дуцируемого нокаута, которого можно достичь
при использовании системы CreERT2/loxP. Хи"

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : нРНК – направляющая
РНК; ЭСК – эмбриональные стволовые клетки; AvSA –
сайт сплайсинга аденовируса; CreERT2 – тамоксифен"ин"
дуцируемая Cre"рекомбиназа; CRISPR/Cas9 – короткие
палиндромные повторы, регулярно расположенные груп"
пами/CRISPR"ассоциированный белок 9 (clustered regular"
ly interspaced short palindromic repeats/CRISPR"associat"
ed 9); CreERT2 – тамоксифен"индуцируемая Cre"реком"
биназа; GFP – зеленый флуоресцентный белок (green fluo"
rescent protein); 4"OHT – 4"гидрокситамоксифен; NeoR –
ген устойчивости в неомицину.

* Адресат для корреспонденции.
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мерный белок тамоксифен"зависимая Cre"ре"
комбиназа (CreERT2) состоит из Cre"рекомби"
назы, соединённой с мутантным лиганд"связы"
вающим доменом эстрогенового рецептора че"
ловека, и локализуется в цитоплазме клетки.
Добавление 4"гидрокситамоксифена (4"OHT)
приводит к транслокации CreERT2 в ядро и ре"
комбинации между loxP"сайтами [7]. В свою
очередь, ЭСК, экспрессирующие CreERT2,
можно получить путём интеграции данного
трансгена в локус Rosa26 методом гомологичной
рекомбинации с использованием системы
CRISPR/Cas. В последние годы значительно
увеличилось количество известных CRISPR/
Cas"систем для редактирования генома [8]. Наи"
более используемой системой является CRISPR/
SpCas9 из Staphylococcus pyogenes [6]. Для редак"
тирования генома также адаптированы и ис"
пользуются системы CRISPR/SaCas9 из Staphylo)
coccus aureus и CRISPR/Cpf1 [9, 10]. К настоя"
щему времени для гомологичной рекомбинации
в ЭСК крысы использовали только систему
CRISPR/SpCas9 [11–14].

Ранее нами были получены и полностью
охарактеризованы ЭСК крысы [15–17]. В дан"
ной работе мы протестировали три CRISPR сис"
темы на предмет внесения двуцепочечных раз"
рывов в локус Rosa26. Мы получили ЭСК кры"
сы, экспрессирующие тамоксифен"зависимую
Cre"рекомбиназу с использованием систе"
мы CRISPR/Cpf1.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Получение донорного плазмидного вектора.
Создание донорного вектора для рекомбинации
осуществляли в несколько этапов, последова"
тельно клонируя необходимые части в плазмиду
pBluescript II SK (+) («Agilent Technologies»,
США), используя реакции гидролиза эндонук"
леазами рестрикции и лигирование. На первом
этапе мы амплифицировали ген CreERT2 и сайт
полиаденилирования, используя в качестве мат"
рицы плазмиду MXS_PGK::CreERT2"bGHpA
(«Addgene», США, #62444) [18], и клонировали
в pBluescript II SK(+) по сайтам рестрик"
ции EcoRI и SmaI. Далее произвели встройку
акцепторного сайта сплайсинга аденовиру"
са (AvSA) по сайтам рестрикции KpnI и ApaI,
используя пару комплементарных олигонуклео"
тидов. На следующем этапе была произведена
встройка последовательности, кодирующей
T2A"пептид, по сайтам XhoI и EcoRI с исполь"
зованием пары комплементарных олигонуклео"
тидов. Ген устойчивости к неомицину амплифи"
цировали, используя в качестве матрицы плаз"

миду AAVS1"Neo"M2rtTA («Addgene», #60843)
[19], и встроили в pBS"AvSA"T2A"CreERT2 по
сайтам ApaI и XhoI. Плечи гомологии к первому
интрону Rosa26 крысы были получены с по"
мощью ПЦР с использованием геномной ДНК,
выделенной из ЭСК крысы. Для того, чтобы
предотвратить внесение двуцепочечных разры"
вов в донорный вектор и в ДНК после встройки
трансгена мы расположили протоспейсер на
стыке плеч гомологии и внесли мутацию в при"
лежащий к протоспейсеру мотив (PAM"сайт).
Сначала была произведена встройка левого пле"
ча гомологии по сайту KpnI, затем правого пле"
ча гомологии – по сайтам SpeI и NotI. Все оли"
гонуклеотиды («Биоссет», Россия), использо"
ванные для амплификации и клонирования
фрагментов, приведены в табл. 1. Правильность
сборки плазмидных конструкций и отсутствие
замен нуклеотидов проверяли на каждом этапе
клонирования с использованием секвенирова"
ния по Сэнгеру. Для электропорации в клетки
крысы донорный вектор был линеаризован по
сайтам рестрикции NotI и BglI. Полученные
фрагменты разделяли с помощью электрофоре"
за в 1%"ном агарозном геле, необходимый фраг"
мент вырезали и очищали с использованием на"
бора Wizard SV Gel and PCR Clean"Up System
kit («Promega», США). Все приведенные в дан"
ной работе эндонуклеазы рестрикции были
приобретены в компании «New England
Biolabs», (США).

Плазмиды систем CRISPR/Cas, использован<
ные в работе. В данной работе мы использовали
системы доставки компонентов CRISPR/Cas9,
состоящие из двух плазмид. Одна плазмида ко"
дировала нуклеазу, а вторая – нРНК и зеленый
флуоресцентный белок (GFP) для оценки эф"
фективности электропорации. Для доставки
компонентов системы CRIPSR/SpCas9 мы ис"
пользовали плазмиды pX330"U6"Chimeric_BB"
CBh"hSpCas9 («Addgene», #42230) [20] и pX552"
U6"Sp"gRNA"CMV"GFP. pX552"U6"Sp"gRNA"
CMV"GFP была получена на основе плазмиды
pX552 («Addgene», #60958) [21] путём замены
промотора и удаления KASH"домена. Для до"
ставки компонентов системы CRIPSR/SaCas9
мы использовали pX601"CMV"SaCas9, которая
была получена путём замены промотора
miniCMV на полноценный CMV"промотор в
плазмиде pX601 miniCMV"SaCas9"SpA"sgRNA
(«Addgene», #107055), и pX552"U6"Sa"gRNA"
CMV"GFP, которая была получена путём заме"
ны скаффолда для нРНК в плазмиде pX552"U6"
Sp"gRNA"CMV"GFP. Для доставки компонен"
тов CRIPSR/Cpf1 мы использовали плазмиды
pTE4560 («Addgene», #107526) [22] и pAsCpf1"
2NLS, сконструированную путём замены фраг"
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мента BstXI–EcoRI в pAsCpf1(TYCV)(BB)
(pY211) («Addgene», #89352) [23] на фрагмент
BstXI–EcoRI из плазмиды pY010 (pcDNA3.1"
hAsCpf1) («Addgene», #69982) [10].

Подбор нРНК осуществляли с использова"
нием онлайн"программы Cas"Designer (http://
www.rgenome.net/cas"designer/) [24]. Последова"
тельности протоспейсеров представлены в
табл. 2.

Культивирование ЭСК крысы. Используемые
в данной работе ЭСК крысы были получены и
охарактеризованы ранее [17]. ЭСК культивиро"
вали на слое митотически инактивированных
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Название
пары олиго"
нуклеотидов

CreERT2pA

AvSA

T2A

NeoR

HA"L

HA"R

F1/R1

F2/R2

Oct4

Sox2

Nanog

Cre

Таблица 1. Последовательности олигонуклеотидов, используемых в работе

Описание

праймеры для амплификации гена
CreERT2 с сайтом полиаденилирования

комплементарные олигонуклеотиды для
встройки сайта сплайсинга аденовируса

комплементарные олигонуклеотиды для
встройки последовательности, кодирую"
щей T2A"пептид

праймеры для амплификации гена ус"
тойчивости к неомицину

праймеры для амплификации левого пле"
ча гомологии к первому интрону Rosa26

праймеры для амплификации правого пле"
ча гомологии к первому интрону Rosa26

праймеры для анализа встройки транс"
гена

праймеры для анализа биаллельности
встройки трансгена и для анализа доли
инсерций/делеций при действии
CRISPR/Cas систем

праймеры для анализа уровня экспрес"
сии Oct4

праймеры для анализа уровня экспрес"
сии Sox2

праймеры для анализа уровня экспрес"
сии Nanog

праймеры для анализа уровня экспрес"
сии Cre"рекомбиназы

Последовательность (5′–3′)

GAGTCGAATTCTGGCCACCATGTCCAATTTACT,
CGAATTGGTCGACCATAGAG

CTAGGGCGCAGTAGTCCAGGGTTTCCTTGATGATGTCAT"
ACTTATCCTGTCCCTTTTTTTTCCACAGCTCGCGGTTGA"
GGACAAACTCTTCGCGGTCTTTCCAGTGGGCC,
CACTGGAAAGACCGCGAAGAGTTTGTCCTCAACCGCGA"
GCTGTGGAAAAAAAAGGGACAGGATAAGTATGACATCAT"
CAAGGAAACCCTGGACTACTGCGCCCTAGGTAC

TCGAGAGGGCAGAGGAAGTCTTCTAACATGCGGTGACG"
TGGAGGAGAATCCCGGCCC,
AATTGGGCCGGGATTCTCCTCCACGTCACCGCATGTTA"
GAAGACTTCCTCTGCCCTC

CCTAGGGGGCCCGCCACCATGGGATCGGCCATTGAACA,
CGGATCTCGAGAGAAGAACTCGTCAAGAAGGC

AGTCTTGGTACCACGCGTTGCAAACGGGATTCCTCCTT,
AGTCATGGTACCTCTAAGATCAGGAGAGAGGG

CCTGATACTAGTGTCCGATGACTCATGCAACCAG,
ATTGTAGCGGCCGCCTGCGCACACCACCCTAAAA

TCATGCAAGTTCAGTCCCTAAG,
GCCCAGTCATAGCCGAATAG

GATCCGCCCTGGAGAATTT,
AAGCTCTCTGAACTGTGAATAGG

CACACTCTACTCGGTCCCTT,
TGCTTTCAATTCCTCCCCA

TATCGAGATAAACATGGCAA,
CAGAATCAAAACCCAGCAA

TACCTCAGCCTCCAGCAGAT,
GCAATGGATGCTGGGATACT

CTGACGGTGGGAGAATGTTAAT,
CATCGCTCGACCAGTTTAGTT

Система
CRISPR

SpCas9

SaCas9

Cpf1

Таблица 2. Последовательности протоспейсеров, использо"
ванных в работе

PAM

AGG
TGG
TGG

GGGAAT
TTGGAT

TTTC
TTTG
TTTC

Последовательность (5′–3′)

GACTTCTAAGATCAGGAGAG
CCAATCCCTAGACAGAGCAC
GTGTATGAAACTAATCTGTC

ACTTCTAAGATCAGGAGAGA
GCCAGTGCTCTGTCTAGGGA

ATGAGTCATCGGACTTCTAAGAT
TGGTGTATGAAACTAATCTGTCT
ATACACCACAAATCGAGGCTGTA

#

1
2
3

1
2

1
2
3
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фибробластов мыши в культуральной среде
advanced N2B27, состоящей из смеси сре"
ды Neurobasal с добавкой B"27 и advanced
DMEM/F"12 с добавкой N"2 в пропорции 1/1,
кроме того в состав среды входит GlutaMAX,
5000 ЕД./мл смеси пенициллин/стрептомицин,
0,1 мМ 2"меркаптоэтанол, 1000 ЕД./мл LIF мы"
ши, 1 мкМ PD0325901, 3 мкМ CHIR99021. Куль"
туральные среды и добавки произведены в ком"
пании «Gibco» США, фактор, ингибирующий лей"
кемию мыши (LIF), PD0325901 и CHIR99021 –
в компании «StemRD», США. Клетки культиви"
ровали в CO2"инкубаторе при 37 °C, в атмосфе"
ре 5% CO2 при 90% влажности. Рекомбинацию
между loxP"сайтами индуцировали путём добав"
ления 4"OHT («Sigma"Aldrich», США) в культу"
ральную среду в концентрации 0,1 мкМ.

Электропорация ЭСК крысы. Клетки пассиро"
вали за 24 ч до электропорации и добавляли в
культуральную среду ингибитор Rho"киназы Y"
27632 («Abcam», Великобритания) в концентра"
ции 5 мкМ. На следующий день ЭСК крысы де"
загрегировали до одноклеточного состояния и
промывали дважды PBS («Биолот», Россия).
4 × 105 клеток ресуспендировали в 100 мкл буфе"
ра R (Invitrogen», США) с добавлением плазмид"
ной ДНК и электропорировали с использовани"
ем прибора Neon Transfection System («Invitrogen»,
США). После электропорации ЭСК высаживали
в новую ячейку с предварительно подогретой до
37 °C средой advanced N2B27 с добавлением
5 мкМ Y"27632 и не содержащей антибиотики.
На следующие сутки производили смену культу"
ральной среды на advanced N2B27 без Y"27632 и с
добавлением антибиотиков.

Для анализа активности различных CRISPR/
Cas"систем мы электропорировали клетки
10 мкг плазмидной ДНК в молярном соотноше"
нии 1 : 1. Для интеграции трансгена мы исполь"
зовали 4 мкг плазмиды, кодирующей нРНК,
6 мкг плазмиды, кодирующей Cpf1, и 3 мкг ли"
неаризованного донорного вектора.

Селекция ЭСК крысы на среде с антибиоти<
ком. На третьи сутки после электропорации с
донорным вектором и плазмидами системы
CRISPR/Cpf1 ЭСК крысы пересаживали в кло"
нальной плотности на слой митотически"инак"
тивированных фибробластов мыши линии DR4.
В культуральную среду добавляли антибиотик
G418 («Gibco», США) в концентрации
250 мкг/мл. Селекцию проводили в течение
7 дней. На восьмой день выжившие колонии ме"
ханически пересаживали в отдельные лунки
48"луночного планшета и размножали для даль"
нейшего анализа и криоконсервации.

Выделение ДНК из ЭСК крысы и ПЦР<ана<
лиз. Выделение ДНК осуществляли с использо"

ванием реагента QuickExtract DNA Extraction
Solution («Lucigen», США) по протоколу произ"
водителя. Полученный лизат разбавляли в 6 раз
и использовали 3,5 мкл в реакции ПЦР.
ПЦР проводили с помощью набора БиоМастер
HS"Taq ПЦР"Color («Биолабмикс», Россия) на
амплификаторе T100 («Bio"Rad», США). Ис"
пользованные в работе праймеры для ПЦР
представлены в табл. 1.

Вестерн<блот<анализ. Клетки дезагрегирова"
ли, промывали дважды в PBS и лизировали в бу"
фере RIPA (150 мМ NaCl, 1% IGEPAL CA"630,
0,5% дезоксихолат натрия, 0,1% додецилсульфат
натрия, 50 мМ Tris"HCl, pH 8,0, ингибиторы
протеаз («Roche», Германия)) в течение 30 мин
при 4 °C и постоянном перемешивании. Лизаты
центрифугировали при 13 500 g в течение 20 мин
при 4 °C. Белки разделяли в денатурирующем
7%"ном полиакриламидном геле и переносили
на PVDF"мембрану («Bio"Rad»). Мембрану бло"
кировали в TBS (50 мМ Tris"HCl pH 7,6,
150 мМ NaCl), содержащем 0,1% (v/v) Tween 20 и
5% обезжиренного сухого молока («Cell Signaling
Technology», США), затем инкубировали с анти"
телами к Cre"рекомбиназе (кроличьи IgG, «Cell
Signaling Technology», США, #12830, 1 : 1000) и
к GAPDH (кроличьи IgG, «Cell Signaling
Technology», США, #2118, 1 : 1000). Для детек"
ции белков использовали вторичные антитела,
конъюгированные с пероксидазой хрена
(«Jackson ImmunoResearch», Великобритания,
#111"035"144, 1 : 40 000), и набор Clarity Max
Western ECL Substrate («Bio"Rad»).

Спонтанная дифференцировка in vitro и имму<
нофлуоресцентное окрашивание. Спонтанную
дифференцировку ЭСК крысы проводили в мо"
нослое по описанному ранее протоколу [17].
Иммунофлуоресцентное окрашивание прово"
дили на 21 день дифференцировки по протоко"
лу, описанному ранее [25]. Для иммуноокраши"
вания использовали первичные антитела про"
тив TUBB3 (мышиные IgG, «BioLegend», США,
#801201, 1 : 500), KRT18 (мышиные IgG,
«Abcam», Великобритания, #ab668, 1 : 100),
aSMA (мышиные IgG, «Dako», США, #M0851,
1 : 100) и вторичные антитела Goat anti"Mouse
IgG (H + L) Secondary Antibody, Alexa Fluor 488
(«Thermo Fisher Scientific», США, #A11029,
1 : 400), Goat anti"Mouse IgG2a Cross"Adsorbed
Secondary Antibody, Alexa Fluor 568 («Thermo
Fisher Scientific», #A21134, 1 : 400). Для окраши"
вания ядер использовали 4′,6"диамидино"2"фе"
нилиндол (DAPI, «Sigma"Aldrich»). Окрашен"
ные клетки анализировали с использованием
микроскопа Eclipse Ti"E («Nikon», Япония).

Выделение РНК, синтез кДНК и анализ
экспрессии генов методом ОТ<ПЦР. РНК из кле"
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ток выделяли с помощью реагента TRIzol
(«Invitrogen») и затем использовали в реакции
синтеза кДНК по методу обратной транскрип"
ции с помощью обратной транскриптазы
SuperScript III («Invitrogen») и Random Hexamer
Primer («Thermo Scientific», США). Уровень
экспрессии определяли по методу полуколиче"
ственной ПЦР в реальном времени с использо"
ванием набора БиоМастер HS"qPCR SYBR Blue
(«Биолабмикс») на приборе LightCycler 480
System («Roche»). Анализ уровня экспрессии
проводили в трёх независимых повторах.

Проточная цитофлуорометрия. Анализ клеток
методом проточной цитофлуорометрии прово"
дили на приборе FACSAria III («Becton
Dickinson», США).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Активность различных CRISPR/Cas систем в
локусе Rosa26 крысы. В настоящей работе мы ре"
шили протестировать три CRISPR"систе"
мы (SpCas9, SaCas9 и Cpf1 из Acidaminococ)
cus sp. BV3L6) для внесения двуцепочечных раз"
рывов в локус Rosa26 крысы. Для систем
CRISPR/SpCas9 и CRISPR/Cpf1 было подобра"
но по три нРНК, а для системы CRISPR/
SaCas9 – две нРНК в первом интроне Rosa26
(рис. 1, а, табл. 2). Выбранные нРНК клонирова"
ли в соответствующие плазмиды. Плазмиды до"
ставляли в ЭСК крысы методом электропорации.
Через 48 ч после электропорации из клеток вы"

деляли геномную ДНК, амплифицировали целе"
вые участки с использованием пары праймеров,
фланкирующих места внесения разрывов (па"
ра F2 и R2 в табл. 1), и секвенировали ПЦР про"
дукты по методу Сэнгера. Процент инсер"
ций/делеций, образующихся в результате репа"
рации двуцепочечных разрывов ДНК и свиде"
тельствующий о примерной эффективности
CRISPR"системы с конкретной нРНК, оценива"
ли с использованием онлайн программы TIDE
(https://tide.nki.nl/) [26]. Процент инсерций/де"
леций, генерируемый исследуемыми CRISPR"
системами с выбранными нРНК, составил при"
мерно от 30 до 60% (рис. 1, б). При этом наиболь"
шую эффективность внесения разрывов в целе"
вом участке ДНК показали системы CRISPR/
SaCas9 с нРНК #1 и CRISPR/Cpf1 с нРНК #1.
Полученные результаты свидетельствуют о том,
что данные CRISPR"системы с выбранными
нРНК могут быть использованы для интеграции
трансгенов в первый интрон Rosa26 в ЭСК кры"
сы. Ранее в ряде исследований было показано,
что Cpf1 демонстрирует низкую нецелевую ак"
тивность по сравнению с Cas9 [27, 28]. На осно"
вании этого мы выбрали Cpf1 с нРНК #1 для
дальнейших экспериментов по внесению транс"
гена в локус Rosa26 крысы.

Получение ЭСК крысы, экспрессирующих та<
моксифен<индуцируемую Cre<рекомбиназу. Для
интеграции CreERT2 в локус Rosa26 крысы мы
создали плазмидный донорный вектор, несу"
щий сайт сплайсинга аденовируса, ген устойчи"
вости к неомицину и CreERT2. Данные элемен"
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Рис. 1. а – Схема расположения выбранных протоспейсеров в локусе Rosa26; б – результаты анализа доли инсерций/де"
леций, полученных при действии CRISPR/Cas"систем с выбранными протоспейсерами. (С цветным вариантом рисунка
можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/journal/biokhsm/)
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ты были фланкированы плечами гомологии
(~800 п.н.) к первому интрону Rosa26 (рис. 2, а).

ЭСК крысы (линия dB50) [17] были электро"
порированы линеаризованным донорным век"
тором и плазмидами, экспрессирующими Cpf1
и нРНК #1. Через 24 ч после электропорации
начали селекцию клеток на среде с антибиоти"
ком G418, и проводили ее в течение 7 дней.
В результате селекции было получено 14 субкло"
нов ЭСК, которые затем были механически пе"
ресажены в отдельные лунки культурального
планшета и размножены. Полученные субкло"
ны были проанализированы на наличие встрой"
ки трансгена с помощью ПЦР с парой прайме"
ров F1 и R1, в результате анализа было показа"
но, что 12 из них содержат целевую встрой"

ку (рис. 2, б). Для проверки, произошла ли
встройка трансгена в один или два алле"
ля Rosa26, провели ПЦР"анализ с парой прай"
меров F2 и R2, фланкирующих сайт внесения
двуцепочечного разрыва (рис. 2, в). В результате
было выявлено два субклона (6 и 8), несущих
встройку трансгена в оба аллеля. Секвенирова"
ние второго аллеля Rosa26 в субклонах со
встройкой только в одном аллеле показало, что
в данных субклонах в районе протоспейсера со"
держатся короткие делеции (рис. 2, г).

Все полученные трансгенные субклоны ЭСК
крысы сохранили морфологию, характерную для
данного типа клеток (рис. 3, а). Далее мы выбра"
ли три субклона, два из которых несли встройку
в оба аллеля, для подтверждения того, что дан"
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Рис. 2. а – Схема гомологичной рекомбинации в локусе Rosa26; б – результаты ПЦР"анализа субклонов на наличие целе"
вой встройки трансгена в локус Rosa26; М – маркёр молекулярного веса ДНК Start 250 («Биолабмикс»), 1–14 – получен"
ные субклоны; в – результаты ПЦР"анализа субклонов с использованием пары праймеров, фланкирующих протоспейсер,
отсутствие ПЦР"продукта свидетельствует о встройке трансгена в оба аллеля; г – результаты секвенирования второго ал"
леля Rosa26 в трёх полученных субклонах
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ные клетки сохранили плюрипотентные свой"
ства, а также для анализа экспрессии трансгена.
В результате было показано, что выбранные
субклоны сохранили экспрессию основных мар"
кёров плюрипотентности, а также способность
образовывать производные всех трёх зародыше"
вых листков при дифференцировке in vitro
(рис. 3, б, в). С использованием методов ПЦР и
вестерн"блоттинга была выявлена экспрессия

мРНК CreERT2 и наличие белка соответствую"
щего размера (~75 кДа, рис. 3, г, д). При этом в
субклоне 8 наблюдается сниженный уровень
экспрессии мРНК CreERT2 и синтезируемого
белка по сравнению с субклонами 6 и 10. Так как
в случае Cre"рекомбиназы уровень экспрессии
не влияет на функциональность трансгена, то
можно заключить, что получено три субклона
ЭСК крысы, экспрессирующих CreERT2.

БИОХИМИЯ  том  86  вып.  7  2021

1002

Рис. 3. Характеристика полученных трансгенных ЭСК крысы. а – Морфология колоний; б – относительный уровень
экспрессии основных маркёров плюрипотентности в сравнении с исходной линией ЭСК, «усы» обозначают стандартное
отклонение; в – иммунофлуоресцентное окрашивание производных, полученных при спонтанной дифференцировке
in vitro, c использованием антител к маркёрам эктодермы (β"тубулин III, TUBB3), эндодермы (цитокератин"18, KRT18) и
мезодермы (альфа"гладкомышечный актин, aSMA), ядра окрашены DAPI; г – относительный уровень экспрессии
CreERT2 в полученных субклонах, нормирование на субклон 6, «усы» обозначают стандартное отклонение; д – результа"
ты вестерн"блот"анализа с использованием антител против Cre"рекомбиназы и GAPDH в полученных субклонах;
е – сверху – схема репортёрного вектора; снизу – результаты анализа на проточном цитофлуориметре трансгенных ЭСК,
электропорированных репортёрным вектором без добавления и с добавлением 4"OHT
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Для того, чтобы подтвердить функциональ"
ность CreERT2 и его зависимость от тамоксифе"
на в полученных субклонах ЭСК крысы, мы соз"
дали репортёрную конструкцию на основе плаз"
миды pTE4560 путём клонирования зелёного
флуоресцентного белка (GFP) с сайтом полиаде"
нилирования фланкированными loxP"сайтами
между CBh"промотором и геном mCherry. Фраг"
мент для клонирования был получен путём рест"
рикции плазмиды p212 pCMV"EGFP/RFP
(«Addgene», #8389) [29] по сайтам KpnI. Полу"
ченную репортёрную плазмиду электропориро"
вали в трансгенные ЭСК без добавления и с до"
бавлением 4"OHT в культуральную среду. В ре"
зультате анализа на проточном цитофлуоримет"
ре было показано, что добавление 4"OHT приво"
дит к индукции рекомбинации между loxP"сай"
тами и активации экспрессии mCherry (рис. 3, е).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В результате проведенной нами работы были
получены ЭСК крысы, экспрессирующие та"
моксифен"зависимую Cre"рекомбиназу с ис"
пользованием системы CRISPR/Cpf1. Получен"
ные трансгенные клетки сохранили экспрессию
основных маркёров плюрипотентности и спо"
собность дифференцироваться в производные
всех трёх зародышевых листков. Зависимость
Cre"рекомбиназы от тамоксифена была проде"
монстрирована с использованием репортёрного
плазмидного вектора. В настоящее время про"
водится мало исследований на ЭСК крысы, не"
смотря на широкое применение данного живот"
ного в качестве модельного объекта в различных
областях биологии. В связи с этим применение
новых систем редактирования генома и получе"
ние новых трансгенных линий ЭСК крысы поз"
волит расширить инструментарий для будущих
исследований. Известно, что культивирование
ЭСК крысы осложнено из"за их тенденции к
спонтанной дифференцировке, особенно при
низкой плотности клеток в культуре, которая
необходима для получения субклонов при
трансгенезе [30]. В данной работе мы подтвер"
дили, что условия культивирования, опублико"
ванные ранее и включающие применение
advanced DMEM/F"12, а также добавление ин"
гибитора Rho"киназы при электропорации,
способствуют отбору субклонов после геномно"
го редактирования [11].

Использование различных CRISPR"систем
расширяет возможности для редактирования ге"
номов. Нами было показано, что для встройки
трансгенов в локус Rosa26 крысы можно также
использовать систему CRISPR/Cpf1 с высокой

эффективностью. Интеграция трансгена клас"
сическим способом без использования систем
редактирования генома требует длинных плеч
гомологии и даже после селекции на среде с ан"
тибиотиком имеет низкую эффективность
[31, 32]. При этом в некоторых случаях исследо"
вателям не удавалось получить трансгенные
ЭСК крысы без использования системы
CRISPR/Cas9 [14]. В нашей работе мы исполь"
зовали плечи гомологии ~800 п.н., селекцию на
среде с антибиотиком, систему CRISPR/Cpf1, и
в результате доля субклонов ЭСК с корректной
целевой встройкой трансгена составила 85%.
Около 14% от всего количества субклонов несли
биаллельную встройку трансгена. Высокая эф"
фективность внесения двуцепочечных разрывов
с иcпользованием Cpf1 привела также к тому,
что в тех субклонах, которые несли моноаллель"
ную встройку трансгена, второй аллель содер"
жал короткие делеции, затрагивающие последо"
вательность протоспейсера. Таким образом, в
случае необходимости интеграции разных
трансгенов в один локус лучше использовать
стратегию одновременной встройки.

Важным моментом при использовании сис"
тем редактирования генома является возмож"
ность внесения нецелевых разрывов в ДНК.
При подборе протоспейсеров мы учитывали
предсказанные нецелевые эффекты и выбирали
те, которые имеют наименьшее количество по"
тенциальных нецелевых эффектов. В ряде работ
на клетках человека уровень нецелевых эффек"
тов был значительно ниже при использовании
Cpf1 по сравнению с Cas9, что является сущест"
венным преимуществом при выборе CRISPR"
системы [27, 28, 33, 34].

В настоящее время существует несколько
подходов для получения индуцируемого нокаута.
Часть из них основана на применении CRISPR/
SpCas9"системы. Так, например, платформа
iCRIPSR основана на доксициклин"индуцируе"
мой экспрессии Cas9, что требует интеграции
двух трансгенов в геном клеток и последующей
доставки нРНК [35]. При данном подходе полу"
чается неоднородная популяция клеток, только
часть из которых несёт нокаут целевого гена. До"
ля таких клеток зависит от эффективности до"
ставки нРНК, активности самой нРНК и доли
мутаций со сдвигом рамки считывания. Эффек"
тивность нокаута можно увеличить за счёт ис"
пользования нескольких нРНК [36]. Тем не ме"
нее применение iCRISPR"платформы для нока"
ута жизненно важных генов и в ходе дифферен"
цировки клеток является затруднительным.

Система CreERT2/loxP широко использует"
ся для получения индуцируемого нокаута in vivo
и in vitro [37, 38]. Применение CreERT2/loxP"
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ШЕРСТЮК, ЗАКИЯН

системы также позволяет провести нокаут во
всех клетках в культуре, кроме того, с использо"
ванием данной системы можно проводить нока"
ут кластеров микроРНК, длинных некодирую"
щих РНК и удалять регуляторные участки гено"
ма. Однако применение данной системы требу"
ет нескольких раундов трансгенеза клеток.
В данной работе нами был пройден только пер"
вый этап. Далее требуется провести интеграцию
loxP"сайтов для фланкирования целевых генов.
Встройка loxP"сайтов может быть осуществлена
с использованием плазмид или олигонуклеоти"
дов в качестве донорной ДНК. Использование
плазмид в качестве донорной ДНК может при"
вести к нецелевой встройке в случайном районе
генома, кроме того, конструирование донорно"
го вектора может занять длительное время, осо"
бенно если требуется провести нокаут протя"
женного кластера микроРНК. Использование
длинных олигонуклеотидов осложняется отсут"
ствием селективного маркёра, что в результате
может привести к долгому поиску клонов с би"
аллельной встройкой. В одной из работ авторам
удалось повысить эффективность встройки за
счёт селекции клеток, в которых активно идёт
процесс гомологичной рекомбинации [37].
В результате было показано, что биаллельная
встройка двух loxP"сайтов может быть осущест"
влена за один раунд трансгенеза. Таким обра"
зом, адаптация подходов для получения корот"

ких встроек в геном ЭСК крысы является пред"
метом дальнейших исследований.

В заключение, мы использовали систему ре"
дактирования генома CRISPR/Cpf1 для получе"
ния трансгенных ЭСК крысы, экспрессирую"
щих тамоксифен"индуцируемую Cre"рекомби"
назу. Полученные клетки представляют собой
платформу для дальнейших исследований как в
области редактирования генома, так и для изу"
чения функций генов.
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GENERATION OF TRANSGENIC RAT EMBRYONIC STEM CELLS
USING THE CRISPR/Cpf1 SYSTEM FOR INDUCIBLE GENE KNOCKOUT
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Rat embryonic stem cells (ESCs) play an important role in the studies of genes involved in maintaining of pluripotent
state and early development of this model organism. To study functions of the essential genes, as well as the process"
es of cell differentiation, the method of induced knockout is widely used. The CreERT2/loxP system allows obtain"
ing an inducible knockout in cells expressing tamoxifen"inducible Cre recombinase (CreERT2) and containing loxP
sites flanking the target gene by adding 4"hydroxy tamoxifen to the culture medium. However, the rat ESC lines
expressing CreERT2 are absent. In this work, we tested three CRISPR/Cas systems for introduction of double"strand
breaks into the Rosa26 locus in the rat ESCs and inserted tamoxifen"dependent Cre recombinase into this locus using
the CRISPR/Cpf1 system. It was shown that the obtained transgenic rat ESC lines retained the characteristics of
pluripotent cells. Tamoxifen"inducible Cre recombinase activity was analyzed using a reporter vector.
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