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Борьба с фатальными острыми поражениями легких, острым респираторным дистресс-синдромом 
(ОРДС), «цитокиновым штормом», возникающими при тяжелой интерстициальной патологии, в т. ч. 
COVID-19, требует быстрого получения и внедрения новых препаратов, биомедицинских техноло-
гий лечения. Это, в свою очередь, ставит исследователей перед задачей разработки адекватных био-
моделей для доклинических исследований. Существующие генетические отличия у представителей 
разных этнических групп населения оказывают влияние на механизм и эффективность лекарствен-
ных препаратов. Биомодели, учитывающие особенности генетического полиморфизма конкретных 
популяций, позволяют полнее исследовать молекулярно-генетические механизмы действия фарма-
кологических средств, включая иммунобиологические. Созданная генно-инженерная конструкция 
кодирует гибридную молекулу класса I MHC и содержит ß2-микроглобулин человека, фрагменты 
(α1-и α2-домены) гена HLA-А*02:01:01:01, который характерен для русского человека, и α3 домен 
Н2-К комплекса мыши. Линейный фрагмент из ДНК-конструкции будет в дальнейшем использован 
для получения линии гуманизированных трансгенных мышей.
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Введение
Совр еменные биомедицинские тенден-

ции требуют оценки не только химико- 
и фармакодинамики, а также соответствую-
щих кинетических параметров и констант, 
но и фармакогенетических и геномных 
показателей. Несмотря на общность проис-
хождения, существуют генетические отли-
чия между разными этническими группами 

людей, сформировавшиеся в результате 
длительной эволюции при взаимодействии 
генотипа с условиями окружающей среды 
и являющиеся результатом адаптации ор-
ганизма к образу жизни, рациону питания, 
климатическим особенностям территории 
и другим факторам внешней среды. Это 
предопределено исключительным поли-
морфизмом генов в человеческих популя-
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циях по всему многообразию ферментатив-
ных и метаболических систем, что создаёт 
существенные проблемы в возможностях 
применения одних и тех же препаратов 
и стратегий для лечения разных групп на-
селения. В США и других странах мира 
начато создание этнических лекарств, 
а в большинстве государств принимаются 
законодательные ограничения изготовле-
ния и реализации препаратов по их побоч-
ному действию на основные этнические 
группы населения [6]. Отличия в воздейст-
вии лекарственных препаратов свидетель-
ствуют о наличии внутренних механизмов, 
определяющих этот феномен. Накопление 
научных данных о предрасположенности 
разных этнических групп к развитию опре-
делённых заболеваний и стремительное 
развитие этнической фармакологии показы-
вают необходимость введения новых норм 
по разработке и тестированию лекарствен-
ных препаратов, учитывающих генетиче-
ские особенности потребителей, что, в свою 
очередь, предполагает целенаправленное 
создание биомоделей [1–9  , 13, 19] для фар-
макологической оценки этих препаратов. 
Огромным прорывом в биомоделировании 
стала возможность создания гуманизиро-
ванных мышей, в геном которых искусст-
венно встроен один или несколько генов 
человека. Использование в исследовани-
ях подобных мышей позволяет получить 
наиболее полные результаты, т. к. данная 
модель максимально точно воспроизводит 
генетические особенности и позволяет бо-
лее достоверно экстраполировать полу-
ченные результаты на человека. В России 
этим вопросам пока уделяется минималь-
ное внимание, хотя русские являются са-
мым многочисленным народом не только 
нашей страны, но и всей Европы, с круп-
ными диаспорами в ближнем и дальнем 
зарубежье. Русские достаточно однородны 
в антропологическом отношении, с крайне 
редко встречаемым эпикантусом, близким 
по аутосомным маркерам с европейскими 

народами, особенно северными. По резуль-
татам исследования маркёров митохондри-
альной ДНК они имеют значительные, если 
не кардинальные, отличия от соседних, 
тюркских, монголоидных, северо-кавказ-
ских и финно-угорских, популяций [22, 24]. 
Создание трансгенных гуманизированных 
животных-моделей, несущих ген русско-
го человека, является важнейшим этапом 
для выяснения особенностей генетических 
и эпигенетических механизмов патологиче-
ских процессов и эффектов лекарств.
Сильн ейшие вспышки инфекционных 

заболеваний преследовали человечество 
на протяжении всей истории. Примерно 
каждые 100 лет масштабная эпидемия ин-
фекционных заболеваний (чума, «испанка» 
и пр.) уносила жизни миллионов людей. 
Не стал исключением и XXI век. Пандемия 
COVID-19, вируса, преодолевшего кросс-
видовой барьер и молниеносно охватив-
шего весь земной шар [10,   23], нанесла 
серьёзный урон мировой экономике, здра-
воохранению и социально-экономическим 
устоям общества. Различия в степени тя-
жести, симптомах и их выраженности [16],   
а также накопление данных об этнических 
особенностях протекания болезни у разных 
групп населения (появление «британского 
штамма» и пр.) позволяют предположить 
наличие внутренних механизмов, оказыва-
ющих влияние как на чувствительность ор-
ганизма к вирусу, так и на эффективность 
применения той или иной терапии.
В конце декабря 2020 г. главный врач 

Англии Крис Уитти заявил об обнаружении 
новой разновидности коронавируса SARS-
CoV-2, мутация которого привела к большей 
вирулентности, скорости распространения 
с чертами популяционного полиморфиз-
ма. Клинические наблюдения за течением 
процессов при поражении коронавирусом 
презентировали (по данным отчетов мос-
ковских госпиталей и собственным наблю-
дениям) документально подтвержденные 
этнические и популяционные различия у от-
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дельных пациентов, что определяло выбор 
терапевтической и, в целом, врачебной так-
тики в отношении как русских, так и пред-
ставителей других этнических групп.
Опыт показывает, что не все препараты, 

разрешенные к медицинскому применению 
и хорошо себя зарекомендовавшие в странах 
Американского континента, Юго-Восточной 
Азии и Ближнего Востока, были столь же оп-
тимальны в отношении русской популяции. 
Это особенно относится к медицинским им-
муно-биологическим средствам, белковым, 
пептидным, антибиотическим средствам 
и противовирусным препаратам.
Груп па учёных из США обобщила дан-

ные Института биомедицинских исследо-
ваний и Массачусетского технологического 
института (США) и отметила позитивность 
ПЦР-тестов у переболевших COVID-19 
даже после выздоровления, о чём сообщи-
ли в журнале «Science» [12,   26]. Фрагменты 
SARS-CoV-2 в принципе способны интегри-
роваться в геном человека, и это иллюстри-
руется механизмом обратной транскрипции. 
Тому подтверждение, что человеческий ге-
ном содержит около 98-ми тыс. эндогенных 
ретровирусных элементов последователь-
ностей ДНК архивирусов, внедрившихся 
туда более 150-ти тыс. лет назад. Дэвид 
Балтимор, профессор Массачусетского 
технологического института, Нобелевский 
лауреат по физиологии и медицине, «отец 
генной инженерии», в комментариях к ста-
тье отметил, что подтверждена лишь сама 
возможность интеграции, соответственно, 
возникают вопросы: остается ли инфи-
цированный SARS-CoV-2 геном человека 
таковым навсегда? Как тогда это скажется 
на стратегии лечения? Каковы пути поиска 
таргетных препаратов? Возможны ли ре-
альные биомодели на основе гуманизиро-
ванных трансгенных животных, несущих 
ген человека? Эти и другие вопросы важны 
для всего научного сообщества. На данном 
этапе перед мировым сообществом стоит 
задача разработки оптимальных и адекват-

ных стратегий лечения и профилактики, 
которые в свою очередь требуют создания 
надёжных биомоделей.
В НЦБ МТ ФМБА России ведётся разра-

ботка новой биомодели, а также поддержи-
ваются уже созданные различные модели 
социально значимых заболеваний. В на-
стоящее время нами описана токсическая 
модель острого респираторного дистресс-
синдрома (ОРДС), которая воспроизводит 
повреждения организма, аналогичные ви-
русной пневмонии при COVID-19 [3, 9].
Данная работа посвящена лишь неболь-

шому, но важному фрагменту процесса 
создания новой биомодели: разработке 
генно-инженерной конструкции (ГИК) 
для получения гуманизированных мышей, 
несущих ген HLA-А*02:01:01:01. Выбор 
мишени для трансгенеза обусловлен дина-
микой распределения аллелей генов иммун-
ного ответа среди населения нашей стра-
ны. Анализ литературных данных показал, 
что аллелью, имеющей наибольшую частоту 
встречаемости у русских людей, является 
HLA-А*02:01:01:01. На основе этой ГИК 
в дальнейшем будет создана линия гумани-
зированных трансгенных мышей, которая 
может быть использована для решения ши-
рокого круга задач, включая исследования 
инфекционных заболеваний, разработку 
и тестирование вакцин, тестирование без-
опасности и иммуногенности, а также для ис-
следований, направленных на изучение онко-
логических и аутоиммунных заболеваний.

Материалы и методы
Получение первичного биоматериала
Первичный материал (плазма крови) 

был любезно предоставлен лабораторией 
трансплантационной иммунологии ФГБУ 
«НМИЦ гематологии» (зав. лаб. Ефимов 
Григорий Александрович). В процессе от-
бора доноров плазмы учитывались как фе-
нотипические характеристики (отсутствие 
эпикантуса и пр.), так и генотипические 
маркёры, а также генеалогия человека.
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Бактериальные штаммы и клеточные 
линии
В работе использовали:
• штамм E. coli TOP10 («Invitrogen», США), 

генотип F- mcrA Δ (mrr-hsdRMS-mcrBC) 
φ80lacZΔM15 ΔlacX74 nupG recA1 araD139 Δ 
(ara-leu)7697 galE15 galK16 rpsL (StrR) 
endA1 λ-;

• клеточные линии HEK-293FT («Thermo 
Fisher Scientifi c», США), C2C12 (“ATCC”, 
США).

Плазмидные векторы
В разработке ГИК применяли плазмид-

ные векторы pсDNA3.4 (“ThermoFisher 
Scientifi c”, США). pX330-U6-Chimeric_BB-
CBh-hSpCas9 (Addgene #42230). Список 
и последовательности праймеров, исполь-
зованных в работе, приведены в табл. 1.

Результаты и их обсуждение
Дизайн химерных ДНК-конструкций, 
включающих нуклеотидные 
последовательности β2-микроглобулина 
человека, α1- и α2-доменов MHC человека 
(HLA) и α3-домена MHC мыши для 
интеграции в геном мыши с целью 
получения новой гуманизированной 
трансгенной линии
Для получения структурной части хи-

мерного гена было амплифицирова-
но три ДНК-фрагмента: фрагмент гена 
β2-микроглобулина человека с использо-
ванием пары праймеров b2mF/b2mR-02 

и кДНК библиотеки в качестве матрицы, 
полученной из клеток линии HEK293 с ис-
пользованием гексамерных праймеров; 
фрагмент структурной части гена HLA А, 
соответствующий доменам α1 и α2, с ис-
пользованием пары праймеров 02F/02R 
и синтетической конструкцией гена 
HLA-A*02:01:01:01 («Евроген», Россия); 
фрагмент гена MHC, соответствующий 
домену α3 мышиного комплекса гистосо-
вместимости, с использованием пары прай-
меров H2F-02/H2R и кДНК библиотеки, 
полученной из клеток линии С2 С12, с ис-
пользованием гексамерных праймеров.
Для сборки фрагмента из трех частей 

5 нг каждого из выделенных фрагментов 
с первого этапа смешивали, добавляли 
ПЦР-смесь для полимеразы Phusion High-
Fidelity DNA Polymerase («Thermo-Fisher 
Scientifi c», США) за исключением прай-
меров.
Программа амплификации
Программа амплификации была сле-

дующей: первичная денатурация 2 мин 
при 95°C, 10 циклов в режиме: 98°C — 
10 с, 60°C — 10 с, 72°C — 60 с. Далее 
были добавлены праймеры b2mF/H2R, 
после чего было проведено еще 20 ци-
клов в режиме: 98°C — 10 с, 60°C — 10 с, 
72°C — 60 с. В результате был получен 
ПЦР-фрагмент, соответствующий струк-
турной части гена β-микроглобулина 
человека, соединенной через глицин-
сериновый линкер с α1-, α2-доменами 

Таблица 1. Олигонуклеотиды, использованные в работе
Table 1. Oligonucleotides used in research

Пра ймер 5’-3’-последовательность Введенный сайт
b2mF GTTCTAGAGCCACCATGTCTCGCTCCGTGGCCTTAG XbaI

b2mR ACCTCATGCTGTGAGAGCATCCACCACCAGAGCCTCCA

07F TGGAGGCTCTGGTGGTGGATGCTCTCACAGCATGAGGT

07R CACATGAGCCTTTGGGGAATCGGCTCTCTGCAGTGTCTC
H2F GAGACACTGCAGAGAGCCGATTCCCCAAAGGCTCATGTG
H2R ACCAAGCTTCACGCTAGAGAATGAGGGT HindIII
cbhF TTGACTAGTCCGTTACATAACTTACGGTAAATGG SpeI
cbhR GCTCTAGAACCTGAAAAAAAGTGATTTCAGGCAGGTG XbaI
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HLA A*02:01:01:01 и α3-доменом мы-
шиного комплекса H-2K. Полученный 
ДНК-фрагмент клонировали в плазми-
ду pсDNA3.4 после предварительной 
обработки эндонуклеазами рестрик-
ции XbaI и HindIII. Далее был амплифи-
цирован ДНК-фрагмент с использованием 
пары праймеров cbhF/cbhR и плазмиды 
pX330-U6-Chimeric_BB-CBh-hSpCas9 в ка-
честве матрицы. ДНК-фраг мент и плаз-
мида, полученная на предыдущем этапе, 
были обработаны эндонуклеазами рестрик-
ции SpeI и XbaI. После лигирования был 
получен вектор, содержащий промотор 
β-актина цыплят CBH и кодирующий хи-
мерный комплекс гистосовместимости 
первого класса, содержащий кодирую-
щую часть гена β-микроглобулина чело-
века, соединенную через глицин-сери-
новый линкер с α1-, α2-доменами HLA 
A*02:01:01:01 и α3-доменом мышиного 
комплекса H-2K. Полученную плазмиду 
назвали pCBH-b2m-A0201-h2k (рис. 1).
С целью получения линейного фрагмен-

та ДНК (генной конструкции), предназ-
наченной для микроинъекций, плазмиду 
pCBH-b2m-A0201-h2k расщепляли эндо-
нуклеазами рестрикции BglII и SalI (имеют 
более одного сайта рестрикции в исходной 
плазмиде-векторе). Продукты реакции раз-
деляли с помощью электрофореза в ага-
розном геле. Полосу, соответствующую 
по подвижности ДНК-фрагменту размером 
3181 п. н., вырезали и выделяли из геля 
с помощью набора GeneJET Gel Extraction 
Kit («Thermo-Fisher Scientifi c», США). 
Концентрацию ДНК в конечном растворе 
определяли с помощью флуориметра Qubit 
(«Thermo-Fisher Scientifi c», США). Схема 
полученной генной конструкции приведена 
на рис. 2, размеры и описание ее фрагмен-
тов — в табл. 2.
Для изучения реакций молекул HLA 

класса I (HLA CI) с цитотоксическими 
T-лимфоцитами (Т-киллеры, CTL) во мно-
гих лабораториях мира были созданы 

животные-модели — гуманизированные 
трансгенные мыши, экспрессирующие 
немодифицированные молекулы HLA CI 
[11]. Однако при заражении этих мышей 
вирусами, презентируемыми молекула-
ми других аллелей HLA CI, преимуще-
ственно развивались CD8 CTL-ответы 
на H-2-рестрикты [14]. Замена HLA 
α3-домена гомологичным доменом H-2 зна-
чительно улучшает распознавание и исполь-
зование молекул HLA CI: в таких условиях 
мобилизуется разнообразный Т-клеточный 
репертуар Vβ- и Vα-рецепторов у мышей, 
что позволяет более эффективно использо-
вать молекулы HLA CI [18].
Наиболее удачным для получения 

HLA-гуманизированных мышей оказа-
лось создание моноцепочечной химерной 
конструкции, содержащей последова-
тельности β2-микроглобулина человека, 
α1- и α2-доменов HLA и H-2 мыши, коди-
рующей α3-домен, трансмембранную и ци-
топлазматическую части: β2m-HLA-H-2 
(HHD). Такие мыши, созданные на основе 
животных с двойным нокаутом (H-2Db-/-
β2m-/-), почти лишены молекул H-2 клас-
са I (рис. 3). Фенотипический и функци-
ональный анализ их периферического 
репертуара CD8 Т-клеток показал, что хи-
мерный белок, продукт HHD для аллеля 
HLA-A2.1, поддерживают тимусную по-
ложительную селекцию CD8 CTL и ак-
тивируют CTL HLA-A2.1 вирус-специ-
фических рестриктов на периферии [20]. 
Общий размер линейной генной конструк-
ции HHD составлял 4 тыс. п. н. Ее челове-
ческая часть содержала в себе промотор 
и первый экзон (кодирующий лидерную 
последовательность) HLA-A2.1, кДНК 
β2-микроглобулина человека и линкерную 
последовательность, 2-й экзон (α1) и ин-
трон, 3-й экзон (α2-домен) и часть 3-го ин-
трона HLA-A2.1. Мышиная часть содержа-
ла часть 3-го интрона, 4-й экзон (α3-домен) 
и 5–8-й экзоны с интронами и 3’нетрансли-
руемым регионом Н-2D. Следует отметить, 
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Рис. 1. Схема плазмиды pCBH-b2m-A0201-h2k, полученной на основе плазмиды-вектора pсDNA3.4.
Примечание: ДНК-последовательность CMV-промотора плазмиды pсDNA3.4 была заменена последователь-
ностью CBH-промотора, амплифицированного с плазмиды pX330-U6-Chimeric_BB-CBh-hSpCas9. Красными 
стрелками указаны сайты рестрикции для вырезания линейного фрагмента CBH-b2m_А0201-h2k.

Fig. 1. Map of pCBH-b2m-A0201-h2k plasmid derived from plasmid vector pcDNA3.4.
Note: CMV promoter in plasmid pcDNA3.4 is replaced with promoter CBH from plasmid pX330-U6-Chimeric_BB-CBh-
hSpCas9. Red arrows denote restriction sites fl anking linear fragment CBH-b2m_A0201-h2k.

что в трансфецированной клеточной куль-
туре RMA-лимфомы мыши уровень экс-
прессии химерного белка был выше, если 
в генной конструкции использовали β2m 
человека, а не мыши [20]. Этот эффект объ-
ясняется более эффективной ассоциацией 
цепи HLA с β2m человека, чем с мыши-
ным, что позволяет более быстро перено-
сить молекулы HLA из эндоплазматическо-

го ретикулума в аппарат Гольджи в клетках 
мышей, ко-трансфецированных ДНК HLA 
CI и β2m человека или мыши [21].
β2-микроглобулин в комплексе с анти-

генами MHC СI находится на мембранах 
всех ядросодержащих клеток организма, 
присутствует во всех его биологических 
жидкостях. В большом количестве белок 
представлен на лимфоцитах. Присутствие 
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β2m в сыворотке крови обусловлено про-
цессами деградации и репарации клеток. 
Он необходим для экспрессии на клеточ-
ной поверхности белков MHC класса I 
и стабильности канавки связывания пеп-
тидов. В отсутствие β2-микроглобулина 
на поверхности клеток могут быть об-
наружены очень ограниченные количе-
ства молекул MHC СI. В их отсутствие 
CD8-Т-клетки, участвующие в форми-

ровании приобретенного иммунитета, 
не развиваются.
Полученная линия HHD-мышей в даль-

нейшем успешно использовалась в раз-
личных целях. Например, гибридную кон-
струкцию HHD использовали для оценки 
возможности молекул HLA-A2.1 опосре-
довать участие автореактивного ответа 
CD8+ T-клеток в развитии диабета типа 1 
(Т1D): носители ряда генов МНС CI, вклю-

Рис. 2. Схема линейного фрагмента frag CBH-b2m_А0201-h2k ДНК, предназначенной для микроинъекций.
Примечание: линейный фрагмент содержит CBH-промотор, структурную часть гена b2m человека, соединен-
ные глицин-сериновым линкером с α1-, α2-доменами молекулы HLA- А*02:01:01:01 и α3-доменом молекулы H-2K, 
посттрансляционный регуляторный элемент WPRE и сигнал полиаденилирования TK PA.
Fig. 2. Map of linear fragment CBH-b2m_A0201-h2k used in microinjection.
Note: linear fragment contains CBH promoter, human b2m coding region tied by glycine-serine linker with 
HLA-A*02:01:01:01 α1 and α2 domains and H-2K α3 domain, posttranslational regulatory element WPRE and Poly (A) 
signal TK PA.

Таблица 2. Структура генной конструкции frag_CBH-b2m-А-0201-h2k (3181 п. н.)
Table 2. Structure of frag_CBH-b2m-A-0201-h2k construct (3181 bp)

Фрагмент Размер, п. н. Описание
CBH-b2m-А0201-h2k 3181 генная конструкция

CBH 796 промотор
β2m человека 402

β2-микроглобулин человека
Экзон 1 67
Экзон 2 279

Экзон 3 (до ТАА) 11
Линкер (Гли4 Сер1) х3 45 линкер
Фрагмент HLA — А0201 540 фрагмент МНС I класса человека (домены α1, α2)

Фрагмент h2k 501 фрагмент MHC I класса мыши
mEx4 276 домен α3 H-2K
mEx5 120 трансмембранный фрагмент белка
mEx6 33

цитозольный фрагмент белка
mEx7 39
mEx8 32 некодирующий экзон, нетраслируемая область
WPRE 676 посттрансляционный регуляторный элемент

TK-PA-terminator 271 сигнал полиаденилирования
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чая HLA-A*0201 (HLA-A2.1), в сочетании 
с некоторыми молекулами МНС C2, имеют 
склонность к его развитию. Т1D ускоряет-
ся у NOD-трансгенных мышей, экспресси-
рующих тяжелую цепь HLA-A2.1. Линия 
NOD. mβ2mnull hβ2m.HLA-A2.1hyb оказа-
лась востребована для изучения Т1D [25]. 
Введение точечной мутации в одноцепо-

чечный тример HLA класса I индуцирует 
усиление прайминга CTL и противоопухо-
левого иммунитета.
Результатом использования создан-

ной генной конструкции должны стать 
трансгенные мыши, экспрессирующие 
такой же химерный белок МНС CI β2m-
HLA-H-2 на поверхности клеток. Однако 
генные конструкции, созданные нами, 
имеют принципиальные отличия от за-
рубежных разработок [25]. Во-первых, 
мы использовали CBH-промотор, который 
обеспечивает устойчивую долгосрочную 
экспрессию во всех клетках, наблюдаемых 
при использовании традиционных силь-
ных промоторов, — CMV (цитомегало-
вирусный) или СBA (β-актина цыпленка), 
включая проводящие нейроны [15]. Кроме 
того, была использована сигнальная после-
довательность полиаденилирования тими-
динкиназы HSV. Во-вторых, в состав ГИК 
нами был внесен WPRE фрагмент (пост-
трансляционный регуляторный элемент 
вируса гепатита сурка) — последователь-
ность ДНК, которая при транскрибирова-
нии создает третичную структуру, усили-
вающую экспрессию гена [17]. «Белковая» 
часть, в отличие от прототипа, построена 
только из кДНК фрагментов МНС СI че-
ловека и мыши. При этом мы не включали 
в состав конструкции первый экзон, коди-
рующий последовательность лидерного 
пептида HLA, оставив последовательность 
сигнального пептида β2-микроглобулина 
человека.
И созданная нами, и HHD генные кон-

струкции предназначены для классиче-
ского трансгенеза, т. е. все полученные 
трансгенные мыши будут отличаться 
как по сайту интеграции трансгена, по ко-
личеству его копий, так и по эффективно-
сти экспрессии химерного МНС CI. Есть 
основания предполагать, что структурные 
элементы, внесенные нами в генетическую 
конструкцию, позволят получить мышь 
с устойчивой высокой экспрессией хи-

Рис. 3. Взаимодействие HLA CI (продукт гибрид-
ного типа) с распознающими рецепторами цито-
токсичного Т-лимфоцита (CTL). При трансгенозе 
α1- и α2-домены мышиного гена замещены соответ-
ствующими фрагментами гена HLA человека, α3 — 
замещен соответствующими фрагментами гена 
H-2K мыши, β2m замещен соответствующим фраг-
ментом микроглобулина человека, соединенным через 
линкер с HLA человека.
Примечание: АГ-РР — антиген, распознающий ре-
цептор; β2m — β2-микроглобулин; клетка-мишень — 
антиген-презентирующая клетка; Ly2,3 — мышиный 
эквивалент рецептора CD8 человека.
Fig. 3. Interaction of HLA CI (chimeric) with cytotoxic 
T lymphocyte (CTL) specifi c receptors. In transgenosis, 
murine α1 and α2 domains are substituted by correspond-
ing fragments of human HLA gene, α3 — by corresponding 
fragments of murine H-2K and β2m — by corresponding 
human microglobulin sequence linker-tied with human 
HLA.
Note: АГ-РР — receptor-specifi c antigen; β2m — β2-mi-
croglobulin; клетка-мишень — antigen-presenting cell; 
Ly2,3, — murine homologue of human CD8 receptor.
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мерного HLA-A*02:01. А использование 
технологии CRISPR/Cas9 для нокаута гена 
β2m мыши приведет к полной элиминации 
молекул Н-2 у гуманизированной по HLA 
СI линии мышей.

Заключение
Развитие технологий гомологиче-

ской рекомбинации, дизайна химер-
ных ДНК-конструкций и новых подхо-
дов к редактированию генома, включая 
CRISPR/Cas9 и его модификаций, сделало 
возможным получение гуманизированных 
животных с точечными генетическими 
модификациями для решения конкретных 
биомедицинских проблем. Наряду с бурны-
ми успехами зарубежных генетиков и био-
технологов в этом направлении, в России 
крупнейшими центрами, где проводятся 
подобные исследования, являются НЦБМТ 
ФМБА России, Институт биологии гена 
РАН и Федеральный исследовательский 
центр Сибирского отделения РАН. Тем 
не менее число потребителей трансгенных 
и нокаутных мышей и крыс, закупаемых 
за рубежом для лабораторий нашей страны, 
неукоснительно растет. Их использование 
сдерживается продолжительностью транс-
портировки и карантинных процедур, за-
частую невозможностью их последующего 
воспроизводства и предельно высокой сто-
имостью от 350 до 3750 долларов США 
за особь. Так, основным производителем 
и коммерческим поставщиком трансгенных 
и нокаутных мышей является американская 
фирма «Taconic», которая имеет несколько 
производственных площадок как на терри-
тории США, так и в Европе. Однако, несмо-
тря на лидерство в производстве транс-
генных мышей, применение биомоделей 
«Taconic» существенно ограничено по ряду 
причин, основными из которых являются:
а) цена и неопределённые сроки постав-

ки (карантин и пр.);
б) в большинстве случаев отсутствует 

возможность заказа на мышей по возрасту 

и весу, т. е. полученная когорта мышей бу-
дет неоднородной, что может исказить ре-
зультаты исследований;
в) отличия в гаплотипе мышей.
Проведённые нами исследования показа-

ли несоответствие заявленного в литерату-
ре гаплотипа базовых мышей действитель-
ности: наша линия CBA/C57Bl/6Y имеет 
гаплотип H2-Kk/k. Развитие отечественных 
лабораторий по производству трансгенных 
и нокаутных мышей открывает широкие 
возможности для создания биомоделей, 
отвечающих задачам конкретного иссле-
дования, а отсутствие карантина позволяет 
получать мышей в существенно более ко-
роткий срок и значительно снижает их се-
бестоимость.
На сегодняшний день питомники и вива-

рии предлагают широкий спектр модель-
ных животных. Однако далеко не всегда 
эти животные удовлетворяют запросам 
экспериментаторов, которым либо прихо-
дится подстраиваться под имеющиеся ли-
нии, либо тратить деньги, время на поиск 
и доставку более подходящих моделей. 
Основной нашей концепцией является 
направленный дизайн генетических кон-
струкций на основе химерных ДНК генов 
человека и мыши для последующей интег-
рации в геном мыши с целью получения но-
вой гуманизированной трансгенной линии, 
т. е. мы переходим от случайного выбора 
или поиска животных к созданию адекват-
ных и оптимальных линий под конкретные 
эксперименты.
Одним из наиболее востребованных 

и активно развивающихся направлений 
исследований являются изыскания в обла-
сти иммунологии. С каждым годом коли-
чество известных болезней увеличивается, 
что влечёт за собой необходимость дизай-
на и апробации новых лекарственных пре-
паратов и вакцин, разработку эффектив-
ных схем терапии. Создание адекватных 
моделей, отвечающих задачам конкрет-
ного исследования, является ключевым 
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этапом на пути создания нового препарата 
или вакцины.
В этой статье рассмотрен процесс созда-

ния генно-инженерной конструкции, коди-
рующей гибридную молекулу MHC I класса, 
состоящую из β2-микроглобулина человека, 
α1-, α2-доменов HLA человека и α3-домена 
мышиного комплекса H-2K. В данной рабо-
те впервые представлен дизайн молекулы, 
в составе которой находится человеческий 
β2-микроглобулин. Полученный вектор 
включает в себя β2-микроглобулин человека, 
α1-, α2-домены HLA человека и α3-домен 
мышиного комплекса H-2K (рис. 3). Для по-
лучения линейных фрагментов, пригодных 
для микроинъекций в пронуклеусы зигот, 
вектор был подвергнут рестрикции эндо-
нуклеазами с последующим разделением 
полученных фрагментов методом гель-элек-
трофореза. Выделенный из геля готовый 
линейный фрагмент будет в дальнейшем 
использован для получения линии гумани-
зированных трансгенных мышей.
НЦБМТ ФМБА Росси и систематически 

занимается созданием моделей для оцен-
ки социально-значимых болезней человека 
[1, 7, 9]. Особую   значимость данная работа 
приобретает в связи с пандемией COVID-19, 
когда необходимость в адекватных и совре-
менных биомоделях для фармакологиче-
ской оценки новых лекарств очень велика. 
Получаемая модель несёт специфический 
вариант HLA, что позволит подробно из-
учить молекулярно-генетические механиз-
мы воздействия лекарственных препара-
тов на русского человека. Использование 
модели предполагается для решения ши-
рокого круга задач, включая исследования 

инфекционных заболеваний, разработку 
и тестирование вакцин, тестирование без-
опасности и иммуногенности, а также 
для исследований, направленных на изуче-
ние онкологических и аутоиммунных забо-
леваний. Модель позволяет идентифициро-
вать эпитопы, ограниченные супертипом 
HLA-A*02:01:01:01.
Возможность редактирования генома 

открывает перед нами огромные возмож-
ности по созданию и изучению модельных 
животных, отвечающих задачам исследо-
вания. Использование гуманизированных 
трансгенных мышей позволяет моделиро-
вать с высокой степенью достоверности 
различные заболевания и иммунодефи-
цитные состояния человека, что является 
очень ценным при апробации новых под-
ходов в лечении тех или иных заболеваний 
и экстраполяции результатов исследова-
ний на человека. Созданная генно-инже-
нерная конструкция является первым ша-
гом на пути создания первой в своём роде 
линии гуманизированных трансгенных 
мышей, отражающей специфические осо-
бенности генотипа, характерные для рус-
ского населения. Авторы дают себе отчёт, 
что определение русского человека доста-
точно условно и выбранная аллель при-
сутствует во многих популяциях. Однако 
собственные изыскания в области HLA-
ти пи рования позволяют утверждать, 
что аллель HLA*A02:01:01:01 в наиболь-
шей степени соответствует русскому чело-
веку, что определяет актуальность и целе-
сообразность создания линии трансгенных 
гуманизированых мышей, несущих данную 
аллель гена человека.
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