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В статье приводятся сведения об опыте подбора целевых последовательностей при 

конструировании системы CRISPR/Cas9 для редактирования гена MSTN овец с использова-

нием инструментов биоинформатического анализа, размещенных в свободном доступе. Для 

снижения риска получения низкоэффективных редактирующих конструкций при подборе 

целевых последовательностей рекомендуем использовать сразу несколько ресурсов для ком-

плексной оценки специфичности и предварительного прогноза эффективности гомологич-

ных направляющих РНК. Ключевые слова: миостатин, CRISPR/Cas9, геномное редактиро-

вание, целевая последовательность, овца. 
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The article provides information on the experience of selecting target sequences when con-

structing a CRISPR / Cas9 system for editing the sheep MSTN gene using publicly available bioin-

formatics analysis tools. To reduce the risk of obtaining low-efficiency editing constructs when se-

lecting target sequences, we recommend using several resources at once for a comprehensive as-

sessment of the specificity and preliminary prediction of the effectiveness of homologous guide 

RNAs. Keywords: myostatin, CRISPR / Cas9, genomic editing, target sequence, sheep. 

 

Введение. Ген миостатина (MSTN, GDF-8) – один из ключевых регуляторов мышечно-

го роста, ограничивающий дифференцировку и пролиферацию миосателлитов, миобластов и 

некоторых других видов клеток. При блокировании белкового продукта гена MSTN наблю-

дается увеличение мышечной массы и повышение силовых характеристик скелетных мышц 

(A. Ahad et al., 2017). Животные нуль-мутанты по гену MSTN, как правило, имеют фенотип 

двойной мускулатуры и отличаются высоким уровнем мясной продуктивности. В связи с 

этим для сельского хозяйства, в том числе овцеводческой отрасли, большой интерес пред-

ставляет разведение продуктивных животных с нокаутом гена миостатина. С развитием тех-

нологий геномного редактирования появилась возможность направленного получения жи-

вотных с нокаутом гена MSTN (Aiello et al., 2018). Как показывает мировая практика, наибо-

лее перспективной, относительно простой и экономически выгодной является стратегия ре-

дактирования генома сельскохозяйственных животных с использованием системы 

CRISPR/Cas9 (Lino et al., 2018).  
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При работе с системой CRISPR/Cas9, в частности, при работе с системой, направленной 

на нокаут гена путем специфичного внесения двухцепочечного разрыв, крайне важным явля-

ется проведение предварительного биоинформатического анализа (Немудрый et al., 2014). На 

сегодняшний день существует большое количество инструментов, позволяющих анализиро-

вать эукариотические геномы с целью подбора целевых сайтов для направленного редакти-

рования и дизайна необходимым исследователю олигонуклеотидов. При этом преобладаю-

щая часть этих инструментов расположена на web-платформах с режимом свободного до-

ступа (https://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/wereview/crisprtools). Предлагаемые инструменты поз-

воляют подобрать подходящую целевую последовательность с прилегающим PAM-мотивом, 

оценить ее специфичность, произвести предварительный прогноз эффективности редактиро-

вания и рассчитать вероятность нецелевых эффектов.  

В данной статье приводятся сведения об опыте подбора целевых последовательностей 

при конструировании системы CRISPR/Cas9 для редактирования гена MSTN овец с исполь-

зованием инструментов биоинформатического анализа, размещенных в свободном доступе.  

Материалы и методы исследований. Целевые последовательности подбирали с ис-

пользованием ресурсов https://chopchop.cbu.uib.no и https://horizondiscovery.com, находящих-

ся в открытом доступе. Поиск целевых последовательностей осуществлялся в области перво-

го экзона гена миостатина овец, координаты по сборке Oar_v.3.1 – 2: 118144443 – 118144815. 

Длина искомых целевых последовательности, без учета PAM-мотива составляла 20 нуклео-

тидов.  

Результаты исследований. В ходе биоинформатического анализа экзона 1 гена MSTN 

овец с использованием инструментов Сhopchop и Horizon discovery было обнаружено 40 

возможных вариантов целевых последовательностей с прилегающим PAM-мотивом для 

CRISPR/Cas9 редактирования. Согласно полученным результатам, два используемых ин-

струмента совершенно по-разному оценивают предлагаемые целевые последовательности 

(таблица 1). На web-платформе Сhopchop целевые сайты ранжируются в соответствии с ком-

плексной оценкой эффективности и вероятности нецелевых эффектов, самокомплементарно-

сти, GC составом, расположением в гене. В первой половине таблицы в порядке очередности 

приведены целевые последовательности 1-3 ранга, рекомендуемые, как наиболее перспек-

тивные. В тоже время, по результатам оценки инструментов Horizon discovery они имеют 

низкую и среднюю эффективность при очень высокой специфичности.  

 

Таблица – Целевые последовательности  

Целевая 

последовательность 

Координаты 

мишени 

Сhopchop Horizon discovery 

эффек-

тивность 

MM функцио-

нальность 

специфи-

чность 1 2 3 

Целевые последовательности, имеющие наивысшую оценку по параметрам Сhopchop 

1. CTACCACGTTACGACGGAAA 
2:118144772-

118144794 
59,69 0 0 0 Низкая 

Очень 

высокая 

2. TGACCGTTTCCGTCGTAACG 
2:118144775-

118144797 
69,18 0 0 1 Средняя 

Очень 

высокая 

3. CGATGACTACCACGTTACGA 
2:118144766-

118144788 
74,25 0 0 2 Низкая 

Очень 

высокая 

Целевые последовательности, имеющие наивысшую оценку по параметрам Horizon 

4. TGTTCTCATTCAGATCCACT 
2:118144499-

118144521 
62,17 0 3 15 

Очень 

высокая 
Высокая 

5. TGATGTTAGGAGCTGTTTCC 
2:118144637-

118144659 
28,63 0 0 17 

Очень 

высокая 
Высокая 

6. GCAGAACTACTCACACTCCG 
2:118144807-

118144829 
65,37 0 1 3 

Очень 

высокая 

Очень 

высокая 
Примечание: MM1, MM2 и MM3 – количество возможных нецелевых транскриптов (с 1, 2 ,3-мя нуклеотидными несовпаде-

ниями, соответственно) с которыми может связываться направляющая РНК вне целевого гена; жирным шрифтом выделены 

последовательности, используемые в дальнейшей работе. 
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На платформе Horizon discovery целевые последовательности не ранжируются по ком-

плексу признаков, но сортируются по отдельным параметрам, в частности по параметрам 

функциональность и специфичность. Целевые последовательности, предложенные данным 

сервисом, как наиболее подходящие, представлены во второй половине таблицы. Согласно 

оценке Сhopchop, направляющие последовательности РНК, гомологичные двум предложен-

ным последовательностям, несмотря на высокую оценку специфичности инструментами 

Horizon discovery, имеют крайне высокий риск нецелевых эффектов при ошибочном спари-

вании 2-3 нуклеотидов. Существенно различаются также данные по прогнозу работоспособ-

ности направляющих РНК. У всех предложенных целевых последовательностей заявлена 

высокая функциональность, однако эффективность редактирования при этом по оценке 

Сhopchop для одной из последовательностей является довольно низкой и составляет всего 

лишь 28,63.  

В результате работы для дальнейших экспериментов по редактированию гена MSTN у 

овец нами отобрано три целевых последовательности: №1 – последовательность с самой вы-

сокой специфичностью и минимальным риском нецелевых эффектов, №3 – последователь-

ность с самой высокой предварительной оценкой эффективности редактирования; №6 – по-

следовательность, имеющая по совокупности оценок двух платформ хорошую эффектив-

ность, функциональность и специфичность. 

Заключение. Для подбора целевых последовательностей при конструировании систе-

мы CRISPR/Cas9 целесообразно использовать несколько ресурсов для комплексной оценки 

специфичности и предварительного прогноза эффективности гомологичных направляющих 

РНК.  
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Целью исследования было определение полиморфизма гена каппа-казеина и его ассоци-

ации с признаками молочной продуктивности у коров разных пород. Полиморфизм гена кап-

па-казеина исследовали у коров украинской красно-рябой молочной, украинской черно-рябой 

молочной, й монбельярдськой пород и кроссбредних коров. Генотипы АА и АВ обнаружено во 

всех исследованных группах коров, генотип ВВ – у коров монбельярдськой породы с часто-

той 0,366. Самый высокий надой за 305 дней первой лактации обнаружено в кроссбредних 

коров с генотипом АВ (7029 кг), самый низкий – в кроссбредних животных с генотипом АА 

(6359 кг). Результаты исследований генотипов и аллелей гена каппа-казеина является до-

полнительной генетической характеристикой животных, дает возможность создания 

стад с желательными признаками молочной продуктивности. Ключевые слова: каппа-

казеин, полиморфизм, крупный рогатый скот, ПЦР ПДРФ. 
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