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Накопление научных данных в области фармакогенетики требует создания адекватных релевантных 
биомоделей, отражающих иммуногенетические особенности отдельных групп населения. Нами 
были получены родоначальники новой гуманизированной трансгенной линии мышей, несущих ген 
HLA-A*02:01:01:01 человека, характерный для населения России. Для создания новой биомодели 
был использован метод инъекции генно-инженерной конструкции в пронуклеусы зигот с последую-
щим культивированием в СО2-инкубаторе в течение ночи и переносом потенциально модифициро-
ванных эмбрионов на стадии двух бластомеров псевдобеременным самкам-реципиентам. Всего был 
получен и проанализирован 91 живой потомок, из которых 18 несли целевую модификацию генома. 
Полученные трансгенные животные были использованы для выведения новой линии животных-
био моделей, несущих ген HLA-A*02:01:01:01 человека.
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A NEW HUMANIZED TRANSGENIC MOUSE LINE 
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The accumulation of scientifi c data in the fi eld of pharmacogenetics requires the creation of adequate bio-
models to refl ect the immunogenetic characteristics of different population groups. We have obtained the 
ancestors of a new humanized transgenic mouse line carrying the human HLA-A*02:01:01:01 gene, which 
is characteristic of the Russian population. The new biomodels was created using the pronuclei microin-
jection method of a linearized fragment of genetically engineered DNA construct into zygotes, followed 
by overnight cultivation in CO2 incubator and transfer of potentially modifi ed embryos at the stage of two 
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blastomere to pseudopregnant foster females. A total of 91 living offspring were obtained and analyzed, 
with 18 pups carrying the target genome modifi cation. The resulting transgenic animals were used to create 
a new line of mouse biomodels carrying the human HLA-A*02:01:01:01 gene.
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Введение
Современные биомедицинские иссле-

дования сложно представить вне контек-
ста трансгенных животных. Организмы, 
генотип которых был искусственно от-
редактирован человеком, привнёсшим 
в него новые гены и/или модификации 
уже существующих, позволяют исследо-
вателям создавать уникальные биомоде-
ли, демонстрирующие физиологические, 
биохимические, генетические или по-
веденческие особенности, характерные 
для конкретных патологических состоя-
ний [10, 29, 42, 57]. Создание биомоделей, 
максимально приближенных к реально 
наблюдаемой картине, способствует все-
стороннему детальному изучению пато-
логии, что позволяет наметить пути и ми-
шени для лечения или оптимизировать 
уже имеющиеся стратегии [14]. В ряде 
случаев, ввиду этических или прочих 
причин — например, в случае болезней 
человека — исследования на носителях 
заболевания невозможны, что тормозит 
прогресс создания эффективной терапии. 
Использование модифицированных кле-
точных линий [21] и гуманизированных 
трансгенных моделей, несущих гены че-
ловека, значительно упрощает и ускоряет 
процесс, позволяя получить интересу-
ющие исследователей данные, что даёт 

шансы на выживание людям, чьи болезни 
считались неизлечимыми [14].
Особую роль в патогенезе заболеваний 

играют гены главного комплекса гисто-
совместимости. Полиморфизм этих ге-
нов определяет возможности врождённо-
го и адаптивного иммунитета человека. 
Многочисленные исследования, проведён-
ные зарубежными и отечественными учё-
ными, показали, что различные аллель-
ные варианты генов главного комплекса 
гистосовместимости могут быть мар-
кёрами предрасположенности человека 
к определённым заболеваниям, либо, на-
оборот, оказывать протективный эффект. 
Сравнение частот встречаемости аллелей 
в популяциях и распространения заболева-
ний позволяет выявить возможные гены-
кандидаты и лежащие в основе молекуляр-
но-генетические механизмы заболеваний. 
Так, Л. П. Алексеевым с соавт. были прове-
дены масштабные исследования в области 
иммуногенетики различных этнических 
групп населения России и близлежащих 
территорий, которые позволили по-новому 
взглянуть на прогнозирование развития 
и диагностику таких социально значимых 
заболеваний, как сахарный диабет 1-го 
типа и ВИЧ. Сравнительный анализ нако-
пленных знаний по иммуногенетике и сов-
ременные подходы к биомоделированию 



12 БИОМЕДИЦИНА | JOURNAL BIOMED | 2022| Toм 18 | № 4 | 10–23 

ГЕНЕТИКА И ЭПИГЕНЕТИКА ЖИВОТНЫХ-БИОМОДЕЛЕЙ | 
GENETICS AND EPIGENETICS OF ANIMAL BIOMODELS

дают исследователям мощный инструмент 
в создании терапии нового поколения: бо-
лее избирательной, эффективной, персо-
нализированной и безопасной.

Целью нашей работы стало создание 
адекватной биомодели, отражающей клю-
чевые генетические особенности населе-
ния России. Анализ литературных данных 
показал, что наибольшая частота встречае-
мости характерна для аллели HLA-A*02:01. 
Более того, данная аллель широко пред-
ставлена во многих популяциях (рис. 1), 
что увеличивает возможности её примене-
ния и позволяет экстраполировать полу-
ченные результаты на многие мировые со-
общества. В России частота встречаемости 
может меняться в зависимости от региона, 
но, несмотря на значительные социаль-
ные, культурные и генетические отличия, 
характерные для регионов, данная аллель 
занимает лидирующие позиции при фено-
типировании образцов крови. Наши собст-
венные исследования совместно с НМИЦ 
гематологии подтвердили литературные 
данные, что доказывает необходимость 
создания трансгенных гуманизирован-
ных животных-моделей, несущих ген 
HLA-A*02:01:01:01, и является важнейшим 

этапом для выяснения особенностей имму-
ногенетических механизмов патологиче-
ских процессов и эффектов лекарств.
На первом этапе нами была создана ген-

но-инженерная конструкция (ГИК), лине-
аризованный фрагмент (рис. 2) которой 
предназначен для интеграции в геном 
мыши. ГИК кодирует гибридную молекулу 
MHC I класса, а также содержит ряд регуля-
торных элементов, обеспечивающих силь-
ную и стабильную экспрессию трансгена 
во всех клетках организма-биомодели. В со-
став химерной молекулы входит несколько 
ключевых компонентов: домен α3 комплек-
са Н2 мыши, основная функция которого — 
взаимодействие с антиген-распознающим 
рецептором цитотоксических лимфоцитов; 
α1-, α2-домены HLA-A*02:01:01:01 че-
ловека, которые образуют антиген-свя-
зывающую область молекулы. В отличие 
от аналогичных конструкций, которые 
были ранее использованы в других лабора-
ториях, комплекс стабилизируется молеку-
лой β2-микроглобулина человека, который 
через глицин-сериновый линкер соединён 
с α1-, α2-доменами. Линкер необходим 
для того, чтобы комплекс стабилизировался 
именно человеческим β2-микроглобулином. 
Линейный фрагмент ГИК имеет липкие 

Рис. 1. Частоты распределения аллелей HLA-A* в различных регионах мира [7].
Fig. 1. HLA-A* allele distribution frequencies in different world regions [7].
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концы и может интегрироваться в геном 
по механизму негомологичного сшивания 
концов (NHEJ/illegitimate recombination) 
в ходе процесса репарации ДНК. При таком 
механизме интеграции встраивание транс-
гена происходит случайным образом в нео-
пределённый участок генома.
Следующим этапом в процессе создания 

новой биомодели был выбор оптимального 
способа доставки редактирующего инстру-
ментария. На сегодняшний день наиболь-
шее распространение получили четыре 
основных способа доставки: липофекция, 
вирусная трансфекция, нуклеофекция 
и микроинъекции в пронуклеусы зигот.
Липофекция — наиболее безопасный спо-

соб доставки, когда редактирующий инстру-
ментарий сам по себе или на специальном 
носителе (частицы и пр.) заключается в ли-
пидную оболочку, которая затем сливается 
с цитоплазматической мембраной клетки. 
Возможность модифицировать липидную 
мембрану различными рецепторами по-
зволяет адресно доставлять внутреннее со-
держимое конкретным клеткам-мишеням. 
Наиболее перспективным этот метод счита-
ется для адресной доставки лекарственных 
препаратов и генотерапии [16–18, 23], тогда 
как для создания трансгенных организмов 
применяется редко ввиду низкой эффектив-
ности. В области трансгенеза липофекция 
наибольшее применение получила для мо-
дификации генома сперматозоидов [9, 32].

Использование вирусов в качестве пере-
носчиков позволяет более эффективно до-
ставлять инструментарий в клетки, что на-
шло применение также в генотерапии [11, 
34, 39, 40, 50, 60], доставке лекарственных 
агентов [51], создании вакцин нового по-
коления [24, 39, 45, 56, 60] и модификации 
различных клеточных культур [11]. За счёт 
сродства некоторых вирусов к опреде-
лённому типу клеток возможна адрес-
ная доставка агентов к клеткам-мишеням 
и редактирование отдельных субпопуля-
ций клеток в организме. В данном методе 
используется такая особенность вирусов, 
как возможность заражать клетку-хозяина, 
однако, в отличие от природных вирусов, 
искусственно собранные вирусы-перенос-
чики не могут реплицироваться, поэтому 
их использование не влечёт за собой риски 
заражения для пациентов. Способность пе-
реносить редактирующий материал в клет-
ку лентевирусами используется и для полу-
чения трансгенных организмов [43, 53].
Для in vitro редактирования клеточных 

культур часто применяются методы нук-
леофекции, когда редактирующий агент 
доставляется в клетку через поры, образо-
ванные электрическим импульсом (элек-
тропорация). Метод позволяет получить 
большое количество модифицированных 
клеток, пригодных для дальнейших мани-
пуляций, например, для редактирования 
конкретных клеточных линий [48] или вне-

Рис. 2. Схема линейного фрагмента frag CBH-b2m_А0201-h2k ДНК, предназначенного для микроинъекций.
Fig. 2. Scheme of a linear DNA fragment frag CBH-b2m_A0201-h2k for microinjection.
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сения изменений в геном стволовых клеток 
[12, 25], которые затем могут быть исполь-
зованы при создании трансгенных организ-
мов методом химер [15, 20, 28]. Химерные 
эмбрионы, содержащие два типа клеток — 
собственные и модифицированные, подса-
живают реципиентам и затем анализируют 
полученное потомство. Метод позволяет 
с высокой эффективностью получать хи-
мер, однако для выведения линии, все клет-
ки организма которой будут нести нужную 
модификацию, необходима длительная се-
лекционная работа.
Наиболее широкое применение в области 

создания трансгенных организмов в насто-
ящее время получил метод микроинъекций 
генетических конструкций в пронуклеус 
зиготы. Неоспоримыми достоинствами 
данного метода являются высокая эффек-
тивность редактирования и возможность 
получения трансгенного животного в одну 
стадию, что существенно упрощает про-
цедуру и сокращает время на получение 
новой трансгенной линии. В совокупно-
сти с современными системами редакти-
рования генома, метод получил широкое 
распространение для модификации генома 
разных видов животных и создания мно-
жества биомоделей [19, 31, 33, 36, 37, 41, 
44, 52, 58, 59, 61]. Данный метод включает 
в себя четыре основных этапа: получение 
эмбрионов, проведение микроинъекций, 
трансплантация выживших потенциально 
модифицированных эмбрионов самкам-ре-
ципиентам и анализ полученного потомст-
ва и выявление особей, несущих искомую 
модификацию генома.
Учитывая особенности каждого из мето-

дов, для достижения нашей цели — полу-
чения новой гуманизированной трансген-
ной линии мышей, несущей ген человека 
HLA-A*02:01:01:01, мы решили использо-
вать последний — микроинъекции в про-
нуклеусы зигот. Несмотря на трудоёмкость 
метода, он обладает рядом существенных 
преимуществ, таких как возможность 

непосредственного контроля концентрации 
и объёма вносимого инструментария, од-
нозначное визуальное подтверждение его 
доставки в клетку, а также возможность 
изменять и адаптировать параметры прове-
дения микроинъекций в ходе выполнения 
процедуры.
В данной статье мы подробно остановим-

ся на втором этапе создания новой гума-
низированной трансгенной линии мышей, 
а именно — на процессе получения родона-
чальников новой линии методом инъекции 
генно-инженерной конструкции в прону-
клеусы зигот. Полученная мышиная модель 
станет прекрасным решением для широко-
го спектра исследовательских задач, в т. ч. 
исследования иммунных реакций, инфек-
ционных, аутоиммунных и онкологических 
заболеваний, а также разработки и тести-
рования вакцин и исследования в области 
фармакобезопасности и иммуногенности.

Материалы и методы
Экспериментальные животные
В эксперименте использовались самки ги-

бридных мышей линии CBA/lac × C57Bl/6 
(F1) в возрасте 4-х недель (самки-доноры эм-
брионов) и 1,5 мес. (самки-реципиенты), по-
лученные из филиала «Столбовая» ФГБУН 
НЦБМТ ФМБА России. Животные содер-
жались в системе ИВК при световом режиме 
12/12, со свободным доступом к еде и воде.
Получение эмбрионов
Для вызывания суперовуляции самкам 

в возрасте 4 недели внутрибрюшинно 
вводили 5 МЕ гонадотропина сыворотки 
жеребой кобылы (Сергон, Чехия), а через 
47–50 ч — 5 МЕ хорионического гонадо-
тропина человека («Московский эндокрин-
ный завод», Россия) и подсаживали к пло-
довитым самцам на ночь. Утром отбирали 
самок с копулятивными пробками. Забой 
животных производили дислокацией шей-
ных позвонков. Извлечение эмбрионов 
и проведение микроинъекций проводили 
в среде М2 («Sigma-Aldrich», США).
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Микроинъекции генно-инженерной 
конструкции
Микроинъекции проводили на установ-

ке, включающей инвертированный микро-
скоп, оснащённый оптикой для контрасти-
рования живых неокрашенных объектов 
(Nikon, объективы NAMC и DIC) и ком-
плектом манипуляторов и автомати-
ческим микроинъектором (Eppendorf). 
В эксперименте использованы самодель-
ные стеклянные инструменты (пипет-
ки для удерживания эмбрионов и иглы 
для микроинъекций). Линеаризованный 
фрагмент ДНК-конструкции, кодирую-
щий гибридную молекулу MHC I класса 
(рис. 2), вводили в мужской пронукле-
ус зигот через микроиглу с внешним ди-
аметром 1,5–2 мкм. Генно-инженерная 
конструкция содержалась в буфере ТЕ 
для инъекций (10 мМ Tris-HCl, 0,1 мМ 
EDTA, рН 7,4). Рабочая концентрация со-
ставляла 5–6 нг/мкл.
Культивирование эмбрионов
Зиготы, не разрушившиеся после ми-

кроинъекции, были поставлены на культи-
вирование в среде M16 («Sigma Aldrich», 
США) в инкубатор с 5% СО2 при постоян-
ной температуре 37 °C на ночь. Для пере-
носа реципиентам использовали только эм-
брионы, которые успешно достигли стадии 
двух бластомеров.
Трансплантация эмбрионов
Для синхронизации цикла и получения 

достаточного количества особей, находя-
щихся в подходящей фазе полового цикла 
(эструс), к моменту подсадки их к вазэк-
томированным самцам самки-реципиенты 
также получали гормональные препараты 
по схеме, описанной выше, но, в отличие 
от доноров, получали сниженную дози-
ровку препаратов (2,5 МЕ), чтобы избе-
жать синдрома гиперстимуляции яични-
ков и нарушений в функциональном слое 
эндометрия матки, которые значительно 
снижают возможность успешной имплан-
тации и дальнейшего развития эмбрионов 

[1]. Для трансплантации отбирали самок 
с копулятивными пробками, свидетель-
ствующими об успешном покрытии ва-
зэктомированным самцом. Перенос эм-
брионов осуществлялся на стадии двух 
бластомеров хирургическим методом 
в правый яйцевод наркотизированной 
самки-реципиента с помощью стеклянной 
пипетки. Трансплантация осуществлялась 
непосредственно в ампулу через прокол 
(стерильной иглой 29 G/30 G, между яич-
ником и ампулой, в направлении ампу-
лярной части яйцевода) или небольшой 
разрез стенки яйцевода (ножницы GILLS-
VANNAS для капсулотомии, между яич-
ником и ампулой, на небольшом удалении 
от ампулы). В одну самку переносилось 
12–16 эмбрионов в минимальном количе-
стве среды М2. Для анестезии использо-
вана комбинация препаратов Zoletyl 100 
(«Virbak», Франция) и Рометар («Bioveta», 
Чехия) из расчёта 25 мг/кг и 5 мг/кг со-
ответственно. Для ускорения выхода жи-
вотных из наркоза реципиентам сразу по-
сле трансплантации вводили Антиседан 
(«Orion Pharma», Финляндия) из расчёта 
0,5 мг/кг.
Верификация наличия целевой вставки
Анализ полученного потомства прово-

дили через 21 день после рождения. Забор 
образцов тканей хвоста производили сте-
рильными хирургическими инструментами. 
Верификацию наличия трансгена произ-
водили методом ПЦР в реальном времени 
с последующим подтверждением методом 
секвенирования по Сэнгеру.

Результаты и их обсуждение
Получение эмбрионов
Выбранный нами метод получения ро-

доначальников новой гуманизирован-
ной трансгенной линии мышей требу-
ет использования большого количества 
оплодотворённых яйцеклеток — зигот. 
Естественный эстральный цикл у мышей 
длится 4–5 дней, а в ходе одного цикла од-
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новременно овулируют 5–10 яйцеклеток. 
Грамотное использование стимулирую-
щих гормональных препаратов позволяет 
не только синхронизировать эстральные 
циклы самок, но и значительно увеличить 
число овулирующих за цикл фолликулов 
и сократить количество животных, во-
влечённых в эксперимент. Нами была ис-
пользована классическая схема с примене-
нием гонадотропина сыворотки жеребой 
кобылы и хорионического гонадотропина 
человека. В табл. 1 представлены результа-
ты гормональной стимуляции самок-доно-
ров по вышеописанной схеме.
Как видно из табл. 1, в среднем с одной 

гормонально подготовленной самки мож-
но получить 25 морфологически нормаль-
ных зигот, пригодных для дальнейших 
манипуляций. Применение минимально 
эффективных доз препаратов позволяет 
нам избежать пагубного влияния гормонов 
на репродуктивный тракт животного [2], 
что может негативно отразиться на качест-
ве получаемых эмбрионов и их потенциям 
к дальнейшему развитию.
Микроинъекции генно-инженерной 
конструкции
Полученные зиготы до процедуры микро-

инъекции культивировали в СО2-инкубаторе 
в среде М16 («Sigma-Ald rich», США). 
Непосредственно перед процедурой эм-
брионы отмывали в среде М2 («Sigma-
Aldrich», США) и переносили в чашку 
Петри для ICSI. Количество вносимой 

ДНК контролировали визуально по уве-
личению объёма мужского пронуклеуса. 
Зиготы, не разрушившиеся после микро-
инъекции, ставили на культивирование 
в СО2-инкубатор на ночь. В табл. 2 представ-
лены результаты микроинъекций, получен-
ных от самок-доноров зигот.
Процедура микроинъекции достаточно 

травматична для развивающегося эмбрио-
на, что требует от исследователя значитель-
ных навыков и аккуратности. Однако физи-
ко-химические факторы окружения, такие 
как температура, освещённость, влажность, 
рН среды и смеси для инъекций, качество 
минерального масла и пр., также способны 
повлиять на результат.
Одним из критических факторов, влияю-

щим на жизнеспособность эмбрионов, яв-
ляется температура. Поддержание постоян-
ной физиологической температуры среды 
для манипуляций обеспечивает нормаль-
ное функционирование клеточных систем 
развивающегося эмбриона вне репродук-
тивного тракта матери, поэтому процеду-
ру необходимо проводить при постоянном 
внешнем подогреве. Значительные коле-
бания этого параметра могут привести 
к серьёзным нарушениям внутриклеточно-
го гомеостаза вплоть до остановки в разви-
тии и гибели эмбриона.
Ещё одним фактором, определяющим 

успешность процедуры, является время 
проведения микроинъекции. На разных 
стадиях клеточного цикла активность фер-

Таблица 1. Результаты гормональной стимуляции самок-доноров зигот
Table 1. Results of hormonal stimulation of female zygote donors

Доноров использовано
Получено яйцеклеток Среднее кол-во оплодо-

творённых яйцеклеток 
на самкуОплодотворённых Неоплодо-

творённых Брак

48 1231 126 102 25,6

Таблица 2. Выживаемость эмбрионов после микроинъекции ГИК
Table 2. Embryo survival after DNA microinjection

Количество инъецированных 
зигот

Количество зигот, поставленных 
на культивирование

Выживаемость эмбрионов после 
микроинъекций,%

1231 825 67,02
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ментов, отвечающих за репарацию повре-
ждений, может существенно отличаться. 
Так, чем ближе фаза клеточного деления, 
тем ниже активность метаболических про-
цессов в клетке, а, соответственно, эмбри-
он более уязвим для действия внешних 
факторов. Время играет ключевую роль 
не только в выживаемости эмбрионов по-
сле инъекции, но и в возникновении такого 
явления, как мозаицизм, когда полученный 
организм будет нести лишь часть клеток 
с отредактированным геномом. Мозаицизм 
широко распространён в живой природе, 
однако в случае получения трансгенных 
организмов методом инъекции ГИК в про-
нуклеус зиготы он является негативным 
побочным эффектом. Одной из причин воз-
никновения этого явления принято считать 
позднее проведение микроинъекций, когда 
редактирующий инструментарий не успе-
вает внести изменения в геном реципиента 
до первого деления клетки и сохраняется 
на более поздних стадиях развития, нерав-
номерно распределяясь между бластомера-
ми и выборочно редактируя геном некото-
рых из них.
Культивирование эмбрионов
В нашем исследовании мы использовали 

метод асинхронного переноса эмбрионов 
на стадии двух бластомеров (1-й день бе-
ременности) в яйцевод самок-реципиентов 
0-го дня беременности. In vitro культивиро-
вание эмбрионов проводили в среде М16 
(«Sigma-Aldrich», США) под минеральным 
маслом в СО2-инкубаторе в течение ночи 
(табл. 3). На утро для переноса отбирали 
только эмбрионы, успешно достигшие ста-
дии двух бластомеров.
Использование метода асинхронного пе-

реноса позволило нам решить две важней-

шие задачи. Во-первых, культивирование 
в течение ночи позволяет отсеять эмбрио-
ны, нежизнеспособные или со сниженным 
потенциалом к развитию, тем самым по-
высить качество переносимых эмбрионов. 
Во-вторых, асинхронный перенос даёт раз-
вивающемуся эмбриону дополнительные 
сутки на удвоение клеточного состава бла-
стоцисты, что, с одной стороны, повышает 
её шансы на успешную интеграцию в эн-
дометрий матки, а с другой стороны, по-
зволяет не пропустить окно имплантации, 
когда матка рецептивна и готова принять 
эмбрион [2].
Трансплантация эмбрионов
В табл. 4 представлены результаты пере-

носа потенциально модифицированных эм-
брионов в репродуктивный тракт псевдобе-
ременных самок-реципиентов.
В данной работе мы использовали моди-

фицированный метод переноса эмбрионов 
через прокол/разрез стенки яйцевода непо-
средственно в ампулу. Ретроспективный 
анализ данных, полученных в нашей лабо-
ратории по трансплантации эмбрионов раз-
ными методами, показал, что модификация 
способа переноса эмбрионов может ока-
зывать непосредственное влияние на ре-
зультаты эмбриотрансфера [6]. Выбранный 
нами метод, в отличие от классического пе-
реноса в воронку яйцевода, связан с мень-
шим хирургическим вмешательством, и, со-
ответственно, со снижением дискомфорта 
реципиентов и вероятности развития нега-
тивных побочных эффектов (кровотече-
ние, воспалительный процесс, нарушения 
поведения и пр. [22, 26, 27, 30, 35, 38, 47]) 
как во время, так и после операции, что со-
ответствует современным стандартам GLP 
(Good Laboratory Practice) и концепции 3R 

Таблица 3. Культивирование эмбрионов после микроинъекций ГИК
Table 3. Embryos cultivation after DNA microinjection

Количество зигот, поставленных 
на культивирование

Количество зигот, успешно достигших 
стадии двух бластомеров Уровень дробления,%

825 714 86,6
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[46]. Высокие показатели [6, 49] уровней 
беременности и рождаемости подтвержда-
ют целесообразность применения данного 
метода.
Анализ полученного потомства
Нами было получено 103 потомка, 

91 из которых успешно достигли половоз-
релого состояния. Смертность потомства, 
как правило, наблюдалась в небольших 
помётах (1, редко — 2 мышонка) в первые 
дни постнатального развития вследствие 
каннибализма. В среднем, размер помёта 
составил 3–4 мышонка. После достижения 
возраста 3-х недель пробы тканей хвоста 
полученного потомства анализировали ме-
тодом ПЦР в реальном времени с после-
дующим подтверждением методом сек-
венирования по Сэнгеру. Из 91-й пробы 
18 были подтверждены как положительные 
на присутствие целевой вставки — транс-
гена HLA-A*02:01:01:01, эффективность 
трансгенеза составила 19,7%. Соотношение 
полов среди трансгенных особей составило 
1:1 (9 самцов и 9 самок). Полученные родо-
начальники (F0) новой гуманизированной 
трансгенной линии мышей, несущие ген че-
ловека HLA-A*02:01:01:01, были переданы 
сотрудникам вивария для проведения селек-
ционной работы и выведения чистой линии.

Заключение
Таким образом, нами были получены 

родоначальники новой гуманизированной 
трансгенной линии мышей-биомоделей, 
несущие ген HLA-A*02:01:01:01 чело-

века, методом микроинъекции гене-
тической конструкции в пронуклеусы 
зигот. Полученные животные экспрес-
сируют на поверхности клеток гибрид-
ную молекулу MHC I класса, состоя-
щую из β2-микроглобулина человека, α1-, 
α2-доменов HLA человека и α3-домена 
комплекса H-2K мыши.
На сегодняшний день в НЦБМТ ФМБА 

России накоплен огромный опыт по созда-
нию и поддержанию различных гуманизи-
рованных трансгенных биомоделей [3–5], 
несущих в т. ч. гены N-ацетилтрансфераз 
(NAT1/NAT2), ангиотензин-превращаю-
щего фермента 2 (ACE2) и человеческого 
лейкоцитарного антигена (HLA). Центр 
является одним из немногих в России, 
где возможна реализация полного цикла 
создания новой трансгенной биомоде-
ли — от разработки генно-инженерной 
конструкции до получения чистой линии 
и тестирования релевантности биомоде-
ли. Собственные исследования и ретро-
спективный анализ полученных данных 
позволяют нам совершенствовать опера-
ционные протоколы, что положительно 
сказывается не только на эффективности 
выполнения поставленных задач, но также 
соответствует современным тенденциям 
в области взаимодействия исследователей 
и лабораторных животных.
Созданная нами гуманизированная 

трансгенная биомодель, несущая ген чело-
века HLA-A*02:01:01:01, является одной 
из базовых линий, которые наиболее ча-

Таблица 4. Результаты трансплантации эмбрионов псевдобеременным самкам-реципиентам
Table 4. Results of embryo transfer to pseudopregnant foster females

Уровень 
беременности 
(количество 
родивших ре-
ципиентов/ко-
личество реци-
пиентов, взятых 
на транспланта-

цию)

Выживаемость 
потомства 

(количество 
выживших мы-
шат/количество 
рождённых 
мышат)

Среднее коли-
чество потом-
ков на самку 
(количество 
рождённых 

мышат/количе-
ство родивших 
реципиентов)

Среднее коли-
чество живых 

потомков 
на самку (коли-
чество рождён-
ных живых 

мышат/количе-
ство родивших 
реципиентов)

Общий уровень 
рождаемости 

(количество жи-
вых мышат/все-
го трансплан-
тировано всем 
реципиентам 
эмбрионов)

Уровень рожда-
емости среди 
беременных 

реципиентов (ко-
личество живых 
мышат/всего 

трансплантиро-
вано эмбрионов 
беременным 

самкам)
63,04%
(29/46)

88,3%
(91/103)

3,55
(103/29)

3,12
(91/29)

12,8%
(91/714)

20,45%
(91/445)
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сто используются для решения широкого 
круга задач, в частности, фармакогенети-
ческих исследований лекарственных пре-
паратов и эффектов противоопухолевой 
терапии, а также изучения иммуногенети-
ческих механизмов защиты организма [8, 
54, 55]. Также было показано, что антиген-
ные эпитопы, имеющие высокое сродство 
для данной аллели, способны иницииро-
вать иммунный Т-клеточный ответ, схожий 
с реакцией на проникновение SARS-CoV-2, 
что может служить отправной точкой 
при разработке эффективной терапии новой 
коронавирусной инфекции и создании вак-
цин нового поколения [13]. Доминирующая 
роль аллели HLA-A*02:01 во многих миро-
вых сообществах [7, 55], в т. ч. и в России, 
делает данную биомодель притягательным 
инструментом, позволяющим всесторонне 
изучить особенности иммунного ответа 
и возможные побочные эффекты, а также 

составить достоверный прогноз возмож-
ности применения одной и той же терапии 
у различных групп населения.
Однако ключевой особенностью создан-

ной нами биомодели является то, что экс-
прессирующаяся на поверхности клеток 
химерная молекула МНС I класса, в отли-
чие от аналогичных моделей, стабилизиру-
ется β2-микроглобулином человека. Такой 
новаторский подход к дизайну конструк-
ции позволил нам получить уникальную 
модель, которая ещё более приближена 
к человеку, а, значит, точнее воспроизводит 
особенности генетических механизмов им-
мунного ответа.
Полученные нами родоначальники 

(F0) новой гуманизированной транс-
генной линии переданы сотрудникам 
вивария для выведения чистой линии 
животных-биомоделей, несущих ген 
HLA-A*02:01:01:01 человека.
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