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В ФГБУН НЦБМТ ФМБА России были созданы несколько гуманизированных трансгенных линий 
мышей-биомоделей, содержащих интегрированный вариабельный человеческий ген главного 
комплекса гистосовместимости (МНС): линия HLA-A*02:01, HLA-B*07:02, HLA-C*07:02. Животные 
получены методом микроинъекций линейного фрагмента генно-инженерной конструкции (ГИК) 
в  мужской пронуклеус зигот с последующим переносом потенциально модифицированных 
эмбрионов в репродуктивный тракт псевдобеременным самкам-реципиентам. Созданная ГИК 
кодирует химерную молекулу MHC класса I на поверхности клеток, состоящую из α1-, α2-доменов 
HLA человека и α3-домена комплекса H-2K мыши, стабилизированную β2-микроглобулином 
человека, соединённым глицин-сериновым линкером с α1-доменом HLA [1–5]. Данные биомодели 
могут успешно применяться для решения широкого спектра задач, включая исследования иммунных 
реакций, инфекционных, аутоиммунных и онкологических заболеваний, а также разработки 
и тестирования вакцин и исследования в области фармакобезопасности и иммуногенности.
В данной статье представлены теоретические данные о генетическом полиморфизме исследуемого 
гена в человеческом геноме, а также практические данные о созданных нами трансгенных линиях 
мышей-биомоделей и результаты сравнения аллель-специфичного участка у полученных линий жи-
вотных. Анализ проводился методом секвенирования по Сэнгеру на матрице кДНК.
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Several humanized transgenic lines of biomodel mice containing an integrated variable human gene of the 
main histocompatibility complex (MHC) have been created at the Federal State Budgetary Scientific and 
Scientific Research Institute of the FMBA of Russia. These include HLA-A*02:01, HLA-B*07:02 and 
HLA-C*07:02. The lines were created by microinjection of a linear fragment of a genetically engineered 
structure (GES) into the male pronucleus of zygotes, followed by the transfer of potentially modified em-
bryos into the reproductive tract to pseudo-pregnant female recipients. The created GES encodes a chimeric 
molecule of the MHC of class I on the cell surface, consisting of the α1-, α2-domains of human HLA, and 
the α3-domain of the mouse H-2K complex, stabilized by human β2-microglobulin connected by a glycine 
serine linker with the α1-domain of HLA [1–5]. The created biomodels can be successfully used to solve 
a wide range of research tasks, including studies of immune reactions, infectious, autoimmune and on-
cological diseases, as well as the development and testing of vaccines in the field of pharmacosafety and 
immunogenicity. This article presents theoretical information on the genetic polymorphism of the studied 
gene in the human genome, as well as experimental data on the transgenic lines of biomodels created by the 
authors and the results of comparing the allele-specific site in the obtained animal lines. The analysis was 
performed by Sanger sequencing on a cDNA matrix.
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Введение 
Структура, вариабельность  
и встречаемость полиморфного гена HLA

Главный комплекс гистосовместимости 
(МНС) в генотипе кодируется большой 
группой структурно и функционально от-
личных генов, подразделяющихся на три 
класса, два из которых, класс I и класс II, 
относятся к генам HLA, экспрессирующим 
белки клеточной мембраны, играющие 
основную роль в инициации гуморального 
иммунного ответа, особенно в «распозна-
вании» антигена лимфоцитами, которые, 
в свою очередь, не реагируют на антиген, 
если он не образует комплекс с молекулой 
HLA на поверхности, содержащей антиген 
клетки. Гены HLA классов I и II — наибо-
лее полиморфные в геноме человека, наи-
большим полиморфизмом обладают HLA 
классов I (HLA-А — более 450 аллельных 
вариантов, HLA-В — более 780 и HLA-С — 
более 230). Гены класса I (HLА-А, -B и -C) 
кодируют поверхностные белки цитоплаз-
матической мембраны всех ядерных клеток.

Белки HLА класса I состоят из двух поли-
пептидных субъединиц (рис. 1): вариабель-
ной тяжелой цепи, кодируемой в пределах 
локусов МНС (хромосома 6 у человека, 
хромосома 17 у мыши), и неполиморфного 
полипептида, β2-микроглобулина, кодируе-
мого геном, расположенным на хромосоме 
15 человека (на хромосоме 2 у мыши).

Производные от внутриклеточных бел-
ков — пептиды образуются путем протео-
литического расщепления большими мно-
гофункциональными протеолитическими 
ферментами; затем пептиды перемещаются 
на поверхность клетки и прикрепляются 
к молекулам класса I, формируя пептидный 
антиген для цитотоксических Т-клеток. 
Молекулы класса II представляют пепти-
ды, производные от внеклеточных бел-
ков, которые захватываются лизосомами 
и перерабатываются в пептиды, узнавае-
мые Т-клетками. Классические антигены 
«трансплантации» 1 класса (H-2K, Н-2D, 
и Н-2L у мышей; HLA-A, -B, и -C — у че-
ловека) экспрессируются на поверхности 

Рис. 1. Общая схема рецепторики HLA-комплексов полученных нами трансгенных мышей. Распознавание ан-
тигенных пептидов рецепторами CTL у мышей дикого типа (1) и у трансгенных мышей (2). Отличительной 
особенностью является создание химерного белка (2), содержащего гибридную тяжелую цепь МНС класса I, 
соединенную глицин-сериновым линкером (GS) с β2-микроглобулином человека.
Fig. 1. General scheme of the receptors of HLA complexes obtained by the authors in transgenic mice. Recognition 
of antigenic peptides by CTL receptors in wild-type (1) and transgenic mice (2). A distinctive feature is the creation 
of a chimeric protein (2) containing a hybrid heavy chain of MHC class I connected by a glycine-serine linker (GS) with 
human β2-microglobulin.
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всех ядерных клеток как гетеродимеры — 
полиморфный гликопротеин, нековалент-
но связанный с β2-микроглобулином, ко-
дируемым геном, находящимся на другой 
хромосоме. Молекулы МНС презентируют 
экзогенные антигенные пептиды (вклю-
чая вирусные пептиды при их наличии) 
CD8+ цитотоксичным Т-лимфоцитам (CTL) 
и являются их главной целью для клеточ-
ного лизиса при отторжении аллогенных 
или ксеногенных трансплантатов тканей.

Существует три основных типа HLA клас-
са I: HLA-A, HLA-B и HLA-C. Каждый тип 
присутствует в двух аллельных вариантах, 
унаследованных от родителей. Существуют 
десятки вариантов каждого аллеля HLA-I; 
каждый аллель обладает индивидуальной 
способностью распознавать определен-
ные чужеродные белки. Распределение 
аллелей зависит от популяции/страны. 
Индивидуальные комбинации HLA класса 
I существенно влияют на тяжесть множе-
ства инфекционных заболеваний, включая 
малярию [10], туберкулез [12], ВИЧ [9], ви-
русный гепатит и иммунотерапию рака [14].

Несмотря на высокий полиморфизм генов 
HLA, ряд HLA-аллелей стабилен для целых 
популяций и сохраняется в ряду поколений. 
Оценка частот встречаемости HLA гаплоти-
пов необходима для изучения предрасполо-
женности к заболеваниям среди населения, 
оценки вероятности обнаружения подходя-
щего донора, может использоваться для раз-
личных популяционных исследований.

В настоящее время AFND (открытая се-
тевая база данных частот встречаемости 
аллелей (Allele Frequency Net Database — 
AFND, www.allelefrequencies.net)) содержит 
данные более 1600 популяций, полученных 
от более чем 10 млн человек [8]. Первая 
система классификации, которая ввела по-
нятия common (С) — распространенные 
аллели и well-documented (WD) — хорошо 
документированные аллели, объединяемые 
в CWD-аллели (распространенные и хорошо 
документированные), была представлена 

Американским обществом гистосовмести-
мости и иммуногенетики (American Society 
for Histocompatibility and Immunogenetics — 
ASHI). CWD-аллели  — редкие. Согласно 
номенклатуре HLA-генов, группу аллелей, 
кодирующих одинаковую аминокислот-
ную последовательность всей молекулы 
HLA, выявляет типирование на уровне 
2-го поля, например HLA-А*01:01 [16].  
HLA-типирование на уровне 3-го поля опре-
деляет группу аллелей, кодирующих одина-
ковую нуклеотидную последовательность 
всех экзонов гена HLA. HLA-A*02:01:02 
отличается от А*02:01:01 синонимичной, 
не приводящей к замене синтезируемого 
белка, нуклеотидной заменой.

Только HLA-типирование на уровне 
4-го поля позволяет определить конкрет-
ный аллель HLA-гена с нуклеотидными 
заменами в кодирующих и некодирующих 
регионах гена HLA [16].

Именно данными аллелями и вариабель-
ны разработанные нами линии трансген-
ных мышей.

Впервые проведенное на уровне 4-го 
поля HLA-типирование у русских доноров-
нижегородцев позволило выявить как схо-
жесть, так и некоторые отличия в частотах 
HLA-аллелей по сравнению с американца-
ми европейского происхождения, которые 
нельзя выявить при рутинном типировании 
на уровне высокого разрешения. Например, 
в обеих популяциях HLA-C*05:01:01:02 
встречается чаще, чем HLA-C*05:01:01:01, 
а HLA-C*07:02:01:03 — чаще, чем 
HLA-C*07:02:01:01 [6].

В базе AFND в настоящее время увеличи-
вается объем данных о взаимосвязи различ-
ных форм гена HLA и побочных реакций 
на действие лекарственных препаратов, де-
монстрирующих разный риск развития им-
муноопосредованных побочных реакций 
на определенные лекарственные препараты, 
что имеет огромное значение для фармако-
генетических исследований и клинической 
практики.
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Генно-инженерные конструкции, 
строение и обоснования выбора 
компонентов

Общая схема генно-инженерной кон-
струкции, разработанной в нашем Центре 
и встраиваемой в геном мышей-биомо-
делей, одинакова для всех линий на всех 
участках, кроме одного аллель-специфиче-
ского HLA-участка, имеющего нативный 
полиморфизм в природе (рис. 2) [2, 4].

Созданные генные конструкции содер-
жат нуклеотидные последовательности, 
кодирующие:

• CBH-промотор;
• структурную часть: кДНК гена β2-ми-

кроглобулина человека, соединенную гли-
цин-сериновым линкером с α1-доменом 
молекулы HLA, α1- и α2-домены молекулы 
HLA класса I и α3-домен молекулы H2K;

• посттрансляционный регуляторный эле-
мент WPRE;

• сигнал полиаденилирования TK PA.
Мыши всех полученных линий име-

ют в своем геноме ДНК последователь-
ность, кодирующую химерный белок. 
Конструкции отличаются друг от друга 
только HLA-последовательностью (540 п.н.).

Нашей задачей являлось сравнение ал-
лель-специфических участков HLA челове-
ка в геномной ДНК тканей мышей получен-
ных гуманизированных линий, определение 

правильной нуклеотидной последователь-
ности ГИК СBH-b2m-(А-02:01, B-07:02, 
C-07:02)-h2k у животных-биомоделей.

Материалы и методы 
Экспериментальные животные

Для проведения исследования использова-
лись самцы новых гуманизированных транс-
генных линий мышей с интегрированным 
рекомбинантным геном СBH-b2m-(А*02:01, 
B*07:02, C*07:02)-h2k поколений F0–F3, 
полученные в ФГБУН НЦБМТ ФМБА 
России. Животные содержались в системе 
индивидуальных вентилируемых клеток 
при световом режиме 12/12 со свободным 
доступом к корму и воде. Для получения F1 
трансгенные особи F0 скрещивались с поло-
возрелыми гибридными животными CBA/
lac × C57Bl/6 (F1), а для получения F2 и сле-
дующих поколений племенные ядра форми-
ровали из трансгенных особей предыдущего 
поколения по технологии инбредного скре-
щивания, подтверждённых методом ПЦР.
Биоматериал для генетического анализа

Для определения нуклеотидной после-
довательности HLA-фрагментов трансгена 
и степени химеризма использовали лей-
коциты цельной крови, а также биоптаты 
внутренних органов 4-месячных живот-
ных трансгенных линий HLA-A*02:01, 
HLA-B*07:02, HLA-C*07:02 — селезенки 
и печени.

Рис. 2. Принципиальная схема генных конструкций для микроинъекций. В желтых рамках — регуляторные обла-
сти рекомбинантного гена, в синей рамке — кодирующая химерный белок последовательность, в красной рам-
ке — вариабельная часть генно-инженерной конструкции: высокополиморфный фрагмент кДНК HLA класса I, 
кодирующий антигенпрезентирующие домены α1 и α2.
Fig. 2. Schematic diagram of HLA gene constructs for microinjections. The yellow frame shows the regulatory regions 
of the recombinant gene; the blue frame shows the sequence encoding the chimeric protein; and the red frame shows the 
variable part of the genetically engineered structure: a highly polymorphic fragment of HLA class I cDNA encoding the 
antigen-presenting domains α1 and α2.
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Выделение РНК
Получение препаратов РНК проводили 

с использованием набора реагентов РИБО 
сорб («AmpliSens», Россия) согласно ин-
струкции производителя. Готовые раство-
ры РНК хранили при температуре не выше 

-16°С не более 1 мес.
Выделение лимфоцитов

Проводили с использованием набора 
фиколл-урографин (плотностью 1,077 г/мл) 
по инструкции производителя («ДНК-
Технология», Россия).
Обратная транскрипция

Получение кДНК для последующего ана-
лиза методом ПЦР проводили с использо-
ванием комплекта реагентов РЕВЕРТА-L 
(«AmpliSens», Россия) согласно инструк-
ции производителя. Готовый препарат 
кДНК хранился при температуре не выше 

-16°С в течение 1 недели или при темпера-
туре не выше -68°С в течение года.
Подбор праймеров

Для подбора праймеров было использо-
вано программное обеспечение Vector NTI 
(«Thermo Fisher Scientific», США). Синтез 
праймеров осуществлялся ООО «ДНК син-
тез» (Россия).
Классическая ПЦР

Реакцию проводили с использовани-
ем общих для ГИК праймеров (ООО 
«ДНК-синтез», Россия) на амплификато-
ре «Терцик» («ДНК-Технология», Россия). 
Продукт ПЦР использовали в реакции сек-
венирования по Сэнгеру.

С использованием аллель-специфичных 
праймеров проводили ПЦР для идентифи-
кации принадлежности трансгенных мы-
шей соответствующей трансгенной линии.
Секвенирование по Сэнгеру

Процедуру проводили с использовани-
ем прямых и обратных праймеров на сек-
венаторе Genetic Analyser 3500 («Applied 
Biosystems», США). Обработку получен-
ных результатов, сравнение и выравнива-
ние последовательностей проводили с по-
мощью программного обеспечения Vector 

NTI («Thermo Fisher Scientific», США) 
и онлайн-модуля BLAST Align (https://blast.
ncbi.nlm.nih.gov/BlastAlign.cgi).
Дизайн системы для ПЦР-детекции 
структурных фрагментов генной кон-
струкции СBH-b2m-(А*02:01, B*07:02, 
C*07:02)-h2k у трансгенных мышей мето-
дом определения размеров амплификатов

С помощью ПЦР в реальном времени 
быстро и качественно определяется нали-
чие трансгена в тканях и органах, однако 
данный метод позволяет получить доста-
точно короткие ампликоны (как правило, 
около 200 п.н.) и не позволяет определять 
достаточно протяжённые участки генома. 
Для определения точной первичной после-
довательности ГИК в геноме мышей была 
разработана методика получения амплико-
нов, кодирующих основные функциональ-
ные части трансгена, с применением метода 
классической ПЦР. В табл. 1 представлены 
праймеры, используемые для классической 
ПЦР, а на рис. 5 — схема основных функ-
циональных частей ГИК.

Полученные таким образом ампликоны 
могут быть использованы в дальнейшем 
как для верификации наличия трансгена 
методами электрофоретического фракци-
онирования ДНК и определения разме-
ра ампликонов, так и служат материалом 
для определения точной нуклеотидной по-
следовательности методом секвенирования 
по Сэнгеру.

Результаты и их обсуждение 
Подтверждение соответствия 
трансгена HLA-A*02:01, HLA-B*07:02, 
HLA-C*07:02 заявленной ГИК методом 
секвенирования по Сэнгеру

Секвенирование является одним из клю-
чевых методов в арсенале молекулярной 
биологии, который позволяет точно уста-
новить первичную последовательность 
нуклеотидов в цепочке ДНК. Полученные 
при этом первичные данные с помощью 
специальных программ и анализа методами 
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биоинформатики могут быть использова-
ны для картирования ДНК, поиска после-
довательностей и других целей. В нашем 
случае использование данного метода по-
зволяет подтвердить правильность нук-
леотидной последовательности трансгена 
HLA-A*02:01, HLA-B*07:02, HLA-C*07:02, 
её соответствие заявленной ГИК и соот-
ветствующему гену человека. При сравни-
вании нуклеотидных последовательностей, 
кодирующих антигенпрезентирующие до-
мены α1 и α2 HLA-A*02:01, HLA-B*07:02, 
HLA-C*07:02, нами были подобраны обрат-
ные праймеры, соответствующие высоко-
полиморфным фрагментам (рис. 3).

В качестве матрицы для секвенирования 
использовали кДНК, полученную из выде-
ленного препарата мРНК образцов ткани 

внутренних органов и лимфоцитов кро-
ви мышей, несущих гены HLA-A*02:01, 
HLA-B*07:02, HLA-C*07:02. Выбор кДНК 
обоснован тем, что данной процедурой 
мы подтверждаем не просто наличие гена 
в геноме животного, но и активную ГИК 
в клетках, т.е. транскрипционную актив-
ность трансгена, что может косвенно свиде-
тельствовать о функциональной активности 
конечного продукта — гибридной молеку-
лы MHC класса I на поверхности клеток.

Применение пар праймеров hb2mF1/
A02-R1 (B07-R1, С07-R1) (табл. 1), где 
прямой праймер является общим для всех 
генных конструкций, а обратный — аллель-
специфичным (рис. 2), позволяет однознач-
но определить принадлежность трансген-
ного животного одной из трех полученных 

Таблица 1. Праймеры для ПЦР-детекции структурных фрагментов генной конструкции СBH-b2m-(А*02:0,1, 
B*07:02, C*07:02)-h2k*
Table 1. Primers for PCR detection of structural fragments of a SVN-b2m-(A*02:01, B*07:02, C*07:02)-h2k* gene design

№ Праймер Последовательность 5’-3’ Соответствие ГИК Размер, п.н.

1
hb2mF1 TCCAGCGTACTCCAAAGATTCAGGT b2m

572
A02-R1 GTCAACTCTGTGGGTCTGACTGTGAGCT HLA-А*02:01**

B07-R1 TTCTCTCGGTAAGTCTGTGTGTTGGTC HLAB*07:02** 571

С07-R1 AGACACTCTGTCGGCTTGAGCTTGTCTC HLAC*07:02** 572

2
b2mF TGCCTGCCGTGTGAACCATGTGACT b2m

780
m4ExR AGCTCCTCCCCATTCAACTGCCA H2Kk

Примечание: * — см. схему детекции, рис. 2; ** — праймеры, высокоспецифичные для HLA-аллеля 
соответствующей линии гуманизированных животных.
Note: * — see the detection scheme, Fig. 2; ** — primers highly specific for the HLA allele of the corresponding line 
of humanized animals.

Рис. 3. Выравнивание нуклеотидных последовательностей фрагментов HLA-A*02:01, HLA-B*07:02, HLA-
C*07:02, входящих в состав генно-инженерных конструкций. Скриншот окна Vector NTI. В рамках — высокопо-
лиморфные последовательности, которым соответствуют аллель-специфичные обратные праймеры.
Fig. 3. Alignment of nucleotide sequences of HLA-A*02:01, HLA-B*07:02, HLA-C*07:02 fragments, which are part 
of genetically engineered structures. Screenshot of the Vector NTI window. Within the frames – highly polymorphic 
sequences, which correspond to allele-specific reverse primers.
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линий классическим ПЦР и электрофоре-
зом в агарозном геле.

С использованием пары праймеров 
b2mF/mEx4R получали ПЦР-ампликон 
размером 780 п.н., в состав которого вхо-
дили 3’-фрагмент последовательности  
β2-микроглобулина человека, последова-
тельность линкера, HLA-фрагмент пол-
ностью (540  п.н.) и фрагмент H2 мыши 
(4-й экзон). Секвенирование выбран-
ного участка позволяет нам определить 
не только нуклеотидную последователь- 
ность HLA-фрагмента, но и фланкирую-
щие ее элементы генной конструкции.

Сравнение нуклеотидных последователь-
ностей трансгена фрагментов HLA-A*02:01, 
HLA-B*07, HLA-C*07 из разных орга-
нов проводили выравниванием получен-
ных сиквенсов относительно заявленной 
нуклеотидной последовательности ГИК. 
Секвенирование проводили с использова-
нием как прямого (b2mF), так и обратного 
(mEx4R) праймеров, что позволило более 
точно сопоставить и прочесть полученные 
нуклеотидные последовательности.

На рисунках представлены примеры си-
квенсов с прямым праймером нуклеотид-
ных последовательностей ПЦР-ампликонов 
трансгенов HLA-A*02:01, HLA-B*07:02, 
HLA-C*07:02 геномной ДНК, полученной 
из образцов иммунокомпетентных органов 
и тканей — лимфоцитов крови (рис. 4, 6), 

печени и селезёнки. Сравнение проводи-
ли выравниванием полученных сиквенсов 
относительно нуклеотидных последова-
тельностей генных конструкций, соответ-
ствующих линиям трансгенных животных. 
В работе использовали программу Vector 
NTI, приложение Align.

В геномной кДНК исследуемых тканей 
трансгенных мышей гуманизированных 
линий подтверждено наличие фрагментов, 
соответствующих основным компонентам 
генной конструкции: структурная часть 
гена β2-микроглобулина человека, соеди-
ненная глицин-сериновым линкером с α1- 
и α2-доменами молекулы HLA соответ-
ствующего аллеля. Проведено сравнение 
полученных сиквенсов.

1. Мыши трансгенной гуманизированной 
линии HLA-А*02:01. Результаты проверки 
представлены на рис. 4.

Сравнение полученной последователь-
ности HLA-фрагмента (на рис. 4 выделено 
желтым) с последовательностью фрагмен-
та HLA-А*02:01 генетической конструкции 
СBH-b2m-А0201 -h2k в онлайн-приложе-
нии BLAST показало 100% совпадение 
(рис. 5).

Результат: амплифицированный и про-
чтённый в прямом и обратном направлениях 
фрагмент кДНК содержит полную после-
довательность HLA-А*02:01 генной кон-
струкции, фланкированную соответственно  

Рис. 4. Фрагмент нуклеотидной последовательности секвенированного ампликона геномной ДНК мыши ли-
нии HLA-А*02:01, выделенной из лейкоцитов. Ампликон получен с использованием пары праймеров b2mF/mEx4R 
(табл. 1). Красным шрифтом выделен сайт для связывания аллельспецифичного праймера А02-R1.
Примечание: Hb2mg-Linker-А*02:01-H2, заливка блоков соответствует фрагменту генной конструкции.
Fig. 4. Fragment of the nucleotide sequence of the sequenced amplicon of the mouse genomic DNA of the HLA-A*02:01 
line isolated from leukocytes. The amplicon was obtained using a pair of b2mF/mEx4R primers (Table 1). The site for 
binding the allele-specific primer A02-R1 is highlighted in red font.
Note: Hb2mg-Linker-А*02:01-H2, the color of the blocks corresponds to the fragment of the gene construction.
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конструкции. 100% совпадение с фрагмен- 
том интегрированного трансгена. Аналогич-
ный результат получен при секвенировании 
ДНК, выделенной из селезенки и печени.

2. Мыши трансгенной гуманизированной 
линии HLA-В*07:02 и HLA-C*07:02.

На рис. 6 представлены примеры сиквен-
са с прямым праймером нуклеотидной по-
следовательности трансгена HLA-A*02:01, 
HLA-B*07:02, HLA-C*07:02, полученной 
из образцов иммунокомпетентных орга-
нов и тканей — лимфоцитов крови, печени 
и селезёнки. Сравнение проводили вырав-
ниванием полученных сиквенсов относи-
тельно нуклеотидных последовательностей 
генных конструкций, соответствующих 

линиям трансгенных животных. В работе 
использовали программу Vector NTI, при-
ложение Align.

В геномной ДНК исследуемых тканей 
трансгенных мышей гуманизированных 
линий подтверждено наличие фрагментов, 
соответствующих основным компонентам 
генной конструкции: структурная часть 
гена β2-микроглобулина человека, соеди-
ненная глицин-сериновым линкером с α1- 
и α2-доменами молекулы HLA соответ-
ствующего аллеля. Проведено сравнение 
полученных сиквенсов.

Результат: амплифицированный и про-
чтенный в прямом и обратном направлени-
ях фрагмент кДНК содержит полные после-

Рис. 5. Выравнивание полученной при секвенировании нуклеотидной последовательности (Query) с последова-
тельностью фрагмента HLA-А*02:01 генетической конструкции (Sbjct). Онлайн-приложение BLAST (https://
blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).
Fig. 5. Alignment of the nucleotide sequence (Query) obtained during sequencing with the sequence of the HLA-А*02:01 
fragment of the genetic construct (Sbjct). The online BLAST app (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).
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Рис. 6. Выравнивание нуклеотидных последовательностей фрагментов HLA‑A*02:01, HLA‑B*07:02, 
HLA‑C*07:02, входящих в состав генно-инженерных конструкций. Скриншоты окна Vector NTI. В рамках – вы-
сокополиморфные последовательности, которым соответствуют аллель-специфичные обратные праймеры, 
прочие аллель-специфичные фрагменты для HLA‑B*07:02, HLA‑C*07:02 - размыты.
Fig. 6. Alignment of nucleotide sequences of fragments of HLA-A*02:01, HLA-B*07:02, HLA-C*07:02, which are part 
of genetically engineered structures. Screenshots of the Vector NTI window. Within the framework are highly polymor-
phic sequences, which correspond to allele-specific reverse primers, other allele-specific fragments for HLA‑B*07:02, 
HLA‑C*07:02 are blurred.

довательности HLA-A*02:01, HLA-B*07:02 
и HLA-C*07:02, генных конструкций, флан-
кированных соответственно конструкциям. 
100% совпадение с фрагментами интегри-
рованных трансгенов. Аналогичный ре-
зультат получен при секвенировании ДНК, 
выделенной из селезенки и печени.

Таким образом, полученные животные 
несут полный и транскрипционно актив-
ный трансген, целиком соответствующий 
заявленной генно-инженерной конструк-
ции, и кодирующие α1- и α2-домены соот-
ветствующих аллелей гена HLA человека. 
Сравнение нуклеотидных последовательно-
стей из разных органов расхождений в пер-
вичной структуре трансгена не выявлено.

Заключение
При создании новых линий трансген-

ных животных необходимо знать, каким 
образом будет осуществляться детекция 
трансгена в геноме организма и контроль 
качества новой линии. При использовании 

генно-инженерных конструкций с меха-
низмом случайного встраивания трансгена 
его интеграция в состав ДНК осуществля-
ется, как правило, в транскрипционно ак-
тивные участки генома, что может внести 
изменения в функциональную активность 
данного региона [11] вплоть до нарушения 
работы собственных генов организма [13] 
или активации онкогенов [7]. ДНК региона 
встраивания также может негативно влиять 
на работу трансгена, приводя к неконтроли-
руемой экспрессии трансгена или, наобо-
рот, его «замалчиванию» [15]. Постоянный 
генетический анализ поголовья животных 
необходим не только для контроля нали-
чия гена интереса, но и для качественного 
отбора для размножения особей, которые 
максимально соответствуют задачам ис-
следования. В качестве критериев могут 
выступать: плодовитость и репродуктив-
ный потенциал, сила экспрессии трансгена, 
отсутствие физиологических и поведенче-
ских побочных эффектов, наличие мутаций  
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и генетических перестроек. Контроль 
генетической чистоты и отбор наибо-
лее перспективных особей и сублиний 
для размножения лежат в основе эффек-
тивной селекционно-генетической работы 
с новыми линиями мышей HLA-A*02:01, 
HLA-В*07:02, HLA-C*07:02.

При выведении мышей новых трансген-
ных линий, кроме верификации живот-
ных по целевым участкам ГИК (наличие  
β2-микроглобулина человека и аллель-спе-
цифического участка HLA), мы проводим 
контроль на наличие других функциональ-
но значимых фрагментов:

• CBH-промотор;
• посттрансляционный регуляторный эле-

мент WPRE;
• сигнал полиаденилирования TK PA;
• Н2K.
Нами разработаны методики верифика-

ции трансгена у животных новых гумани-
зированных трансгенных линий мышей-
биомоделей HLA-A*02:01, HLA-В*07:02, 
HLA-C*07:02 методом ПЦР в реальном 
времени с применением флуоресцентных 
зондов. Это позволяет быстро и качествен-
но идентифицировать трансгенных живот-
ных, а полученные результаты косвенно 
указывают на перспективность размноже-
ния животных отдельных сублиний на ос-
новании оценки уровня экспрессии целе-
вого трансгена. Выбор метода обоснован 

его точностью, наглядностью получаемых 
результатов и высокой специфичностью 
используемых праймеров и зондов при де-
текции модификаций генома.

Метод позволяет за достаточно короткий 
срок провести скрининг большого количе-
ства животных для их использования в се-
лекционно-генетической работе или иных 
исследовательских целях.

На основании полученных результатов 
можно сделать заключение, что выполнен-
ная нами работа позволила получить доказа-
тельства наличия структурной части гена 
β2-микроглобулина человека, соединенной 
глицин-сериновым линкером с α1-доменом 
молекулы HLA соответствующего аллеля, 
на уровне мРНК молекулярно-генетиче-
ским методом секвенирования по Сэнгеру.

Центральная догма молекулярной био-
логии, сформулированная Ф. Криком 
в 1958  году, а именно передача генетиче-
ской информации происходит последова-
тельно от ДНК к РНК, затем к белку, — яв-
ляется универсальным процессом для всех 
без исключения клеточных организмов 
и лежит в основе биосинтеза макромолекул, 
что мы показали в этой работе и продолжи-
ли доказательства наличия трансгенного 
белка у мышей-биомоделей иммунологиче-
скими методами, которые будут представ-
лены в следующей статье данного выпуска 
журнала «Биомедицина».
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