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Самым популярным и широко используемым методом CRISPR/Cas редактирования генома 
свиней является микроинъекция либо электропорация рибонуклеопротеидного комплекса, 
состоящего из белка Cas и гидовой РНК. Синтез последней – многоступенчатый процесс, 
от которого во многом зависит успешность редактирования. Обычно синтез осуществляется 
с плазмиды при помощи фермента Т7 РНК-полимеразы. При этом критически важно 
обеспечивать высокую эффективность остановки транскрипции, что может быть достигнуто 
путем рестрикции вектора, а также использования более эффективных терминаторов.
Для эффективного редактирования геномов свиней была создана высококопийная плазмида с 
усовершенствованным Т7-терминатором, куда методом GoldenGate с отрицательной селекцией 
на стрептомицине может быть клонирована необходимая последовательность спейсера 
гидовой РНК. Работоспособность конструкции была проверена методом in vitro CRISPR/Cas9-
опосредованного редактирования (ICE) на примере двух гидовых РНК к гену CD163.
Наработка гидовой РНК проводилась с использованием набора T7 High Efficiency Transcription 
Kit (Transgen Biotech). Последовательность для редактирования длиной 1096 пн была 
наработана методом ПЦР с образцов ДНК свиней пород ландрас и йоркшир. Редактирование 
проводилось в буфере 3.1 (NEB) с использованием белка Cas9 (Biolabmix). После обработки 
РНКазой и протеиназой продукты реакции визуализировались в агарозном геле. Анализ показал 
успешное разрезание редактируемого фрагмента RNP-комплексом с образованием фрагментов 
ожидаемого размера.
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