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Человеческий лейкоцитарный антиген играет первостепенное значение в формировании иммунно-
го ответа и патогенезе заболеваний различной этиологии, в т.ч. при развитии негативных побоч-
ных эффектов на фармакологические препараты. Современные стандарты фармакобезопасности 
требуют совершенствования существующих тест-систем для проведения качественных доклини-
ческих исследований. В НЦБМТ ФМБА России был разработан и создан ряд гуманизированных 
трансгенных линий мышей, несущих гибридные молекулы HLA I класса на поверхности клеток, 
которые соответствуют аллельным вариантам человека HLA-A*02:01, HLA-B*07:02 и HLA-C*07:02. 
В данной статье представлены экспериментальные данные по количественному определению бел-
ка β2-микроглобулина человека и результаты определения HLA «сэндвич»-методом ИФА у мышей, 
несущих разные аллели генов HLA I класса. Полученные данные подтверждают наличие целевых 
функциональных белков (трансгенность) у гуманизированных трансгенных мышей, что согласуется 
с данными, полученными нами при определении первичной последовательности трансгена методом 
секвенирования по Сэнгеру. Кроме того, в работе рассматривается научно-практическая значимость 
таких биомоделей и область их применения.
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Human leukocyte antigen plays a primary role in the formation of immune response and pathogenesis 
of diseases of various etiologies, including the development of negative side effects induced by pharmaco-
logical agents. Modern pharmacosafety standards require improvement of existing test systems to conduct 
high-quality preclinical studies. A number of humanized transgenic mouse lines with hybrid HLA I class 
molecules on the cell surface, which correspond to the human allelic variants HLA-A*02:01, HLA-B*07:02, 
and HLA-C*07:02, were developed at the Scientific Center of Biomedical Technologies of the Federal 
Medical and Biological Agency of Russia. In this article, we present experimental data on quantitative 
determination of β2-microglobulin protein and HLA by the “sandwich” ELISA method in mice with dif-
ferent alleles of  HLA I class genes. The results obtained confirm the presence of target functional proteins 
(transgenicity) in humanized transgenic mice, which is consistent with our previous data obtained when 
determining the primary sequence of the transgene using Sanger sequencing. We also discuss the scientific 
and practical significance of such biomodels, as well as the scope of their application.
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Введение
С момента открытия технологии направ-

ленного редактирования генома исследова-
тели получили мощный инструмент для ре-
шения широкого круга фундаментальных 
и прикладных задач, начиная от исследова-
ний на молекулярно-генетическом уровне 
до создания живых организмов с заданны-
ми свойствами. Манипуляции с геномом 
позволили ученым выйти на новый уровень 
планирования и проведения исследований, 
что способствовало созданию биомоде-
лей, удовлетворяющих условиям каждого 
отдельно взятого эксперимента. Особое 
место заняли т.н. гуманизированные мо-
дели — биомодели со встроенным в ге-
ном организма животного геном человека. 
Исследования, проведённые на гуманизи-
рованных организмах, позволяют получить 

наиболее полное представление об осо-
бенностях нормального строения и работы 
отдельных генов, регуляции их экспрессии 
и сигнальных путях, проследить роль генов 
в филогенезе и онтогенезе, а также пато-
генезе заболеваний и пр. Использование 
гуманизированных биомоделей на сегод-
ня — важный инструмент в арсенале транс-
ляционной медицины, являясь кратчайшим 
и наиболее корректным способом экстра-
поляции результатов научных изысканий 
на человека.

Однако при создании трансгенных би-
омоделей необходима система контроля 
и валидации используемых методов. Мани-
пуляции с генами могут приводить к воз-
никновению многих побочных эффектов, 
в т.ч. таких, как встраивание трансгена 
в транскрипционно неактивную область, 
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утрата функциональных частей исходной 
генно-инженерной конструкции, наруше-
ние транскрипции и сборка нефункцио-
нального продукта. Оценить активность 
трансгена на каждом уровне реализации 
генетической информации (ДНК, мРНК, 
белок) позволяют методы молекулярной 
биологии, биохимии, иммунологии и мно-
гие другие.

В НЦБМТ ФМБА России были созданы 
гуманизированные трансгенные линии мы-
шей, несущих ген главного комплекса ги-
стосовместимости (MHC) человека I клас-
са (HLA I класса) на поверхности клеток. 
Данный комплекс стабилизируется молеку-
лой β2-микроглобулина человека, «сшитого» 
глицин-сериновым линкером с α1-доменом 
HLA. Созданные биомодели демонстри-
руют аллельные варианты HLA-A*02:01, 
HLA-B*07:02 и HLA-C*07:02 человека.

Особую важность для многих иссле-
дований имеет необходимость не только 
качественно оценить наличие трансгена, 
но и количественно измерить генный про-
дукт. Для каждой созданной линии мышей 
с геном HLA (A*02:01, B*07:02, C*07:02) 
в НЦБМТ ФМБА России были разработа-
ны методики детекции целевого трансге-
на с помощью ПЦР в реальном времени, 
которые позволяют быстро произвести 
скрининг поголовья животных. Кроме того, 
методом секвенирования по Сэнгеру было 
показано отсутствие химеризма и полное 
соответствие трансгена заявленной генно-
инженерной конструкции и исходному гену 
человека [2]. Однако отсутствие зависимо-
сти транскрипционной активности региона 
(т.е. количества мРНК) и содержания про-
дуктов генов (в нашем случае, белка HLA 
и β2-микроглобулина человека) не позво-
ляет констатировать наличие искомых бел-
ков, что требует применения эффективных 
и высокочувствительных методов детекции.

Перспективным направлением работы 
в данной области является разработка им-
мунохимических методов, позволяющих 

не только качественно показать наличие бел-
кового продукта, но и количественно оценить 
его содержание в биологических образцах. 
На сегодня таким требованиям наиболее пол-
но отвечает «сэндвич»-вариант иммунофер-
ментного анализа (ИФА). При постановке 
данного метода на твердой фазе — поверхно-
сти лунок полистирольных планшетов — им-
мобилизуют первичные антитела с их после-
дующей блокировкой. Далее в лунки вносят 
исследуемое вещество, содержащее антиген, 
и инкубируют. Образовавшийся на твердой 
фазе комплекс антиген-антитело отмывают 
от несвязавшегося антигена и добавляют ме-
ченные ферментом антитела, специфичные 
к определяемому антигену. Затем вносят суб-
страт и проводят детекцию путем измерения 
оптической плотности окрашенного продук-
та ферментативной реакции. «Сэндвич»-
вариант ИФА позволяет с высокой точностью 
определить наличие целевых молекул в раз-
личных биологических жидкостях и экстрак-
тах из клеток и тканей. Измерение оптической 
плотности в результате реакции позволяет 
произвести расчет количества определяемого 
белка в пробах, поскольку его концентрация 
прямо пропорциональна количеству фермен-
та, присутствующего в лунке. Для выполне-
ния таких расчетов в эксперимент необходи-
мо включать калибровочную кривую, которая 
создается путем сопоставления измеряемой 
оптической плотности (ОП) с известными 
концентрациями целевого белка [13].

Стадия «узнавания» анализируемого сое-
динения специфическим к нему антителом 
происходит в строго количественном со-
отношении, которое зависит от аффинно-
сти, концентрации компонентов и условий 
проведения реакции. Для доказательства 
наличия белков β2m hom и HLA в биома-
териале, полученном от трансгенных мы-
шей, нами были разработаны тест-системы 
для определения этих белков «сэндвич»-
методом ИФА. С применением коммерче-
ского препарата рекомбинантного белка 
β2m hom удалось количественно опреде-
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лить искомый белок в сыворотках крови 
трансгенных мышей по калибровочной 
кривой. Использование в работе коммерче-
ских препаратов моноклональных антител 
к HLA ABC дало возможность достоверно 
идентифицировать эти белки в экстрактах 
селезенки гуманизированных мышей.

Обнаружение искомых белков в биома-
териале, полученном от животных линий, 
несущих гены человека — ген HLA и ген 
β2-микроглобулина человека, является пря-
мым доказательством не только экспрессии 
трансгена и трансляции целевых белков  
(т.е. трансгенности), но и их соответствия 
по антигенным свойствам исходным бел-
кам человека (т.е. гуманизированности).

 
Целью настоящей работы явилось опре-

деление белков HLA-A*02:01, HLA-B*07:02, 
HLA-C*07:02 в экстрактах селезенки транс-
генных мышей и количественное опреде-
ление белка β2m hom в сыворотках крови 
соответствующих трансгенных линий, по-
лученных в НЦБМТ ФМБА России, с при-
менением «сэндвич»-метода ИФА.

Материалы и методы 
Экспериментальные животные

В работе использовались мыши трёх 
гуманизированных трансгенных линий 
с интегрированными генами HLA-A*02:01, 
HLA-B*07:02 и HLA-C*07:02, представля-
ющих аллели человеческого MHC I класса 
HLA A-, B- и C- соответственно, получен-
ные в ФГБУН НЦБМТ ФМБА России [1, 3, 
4], а также гибриды F1 CBA/lac × C57BL/6, 
полученные из филиала «Столбовая» 
ФГБУН НЦБМТ ФМБА России, которые 
являются генетическим фоном для всех 
анализируемых в данной работе трансген-
ных линий (для удобства чтения в тексте 
обозначены как WT или F1). Для получе-
ния F2 и следующих поколений племядра 
формировали из подтверждённых особей 
предыдущего поколения по технологии 
инбредного скрещивания. Животные соот-

ветствовали категории улучшенных кон-
венциональных. Группы формировались 
методом пар-аналогов, по 6 особей в каж-
дой. Сформированные группы содержа-
лись в системе индивидуальных вентили-
руемых клеток при световом режиме 12/12, 
со свободным доступом к пище и воде,  
по 2 мыши в клетке. Условия содержания 
соответствовали стандартным зоотехниче-
ским нормам, применяемым для лабора-
торных мышей.
Биоматериал для анализа
В качестве источника антигенов исполь-
зовали сыворотку крови, а также биоптат 
селезенки экспериментальных животных — 
подтверждённых (по данным ПЦР-РВ) но-
сителей трансгена HLA A-, B-, и C-.
«Сэндвич»-вариант ИФА  
для определения HLA А-, В-, С-

Разработку тест-системы («сэндвич»-
вариант ИФА) для определения HLA А-, 
В-, С- проводили с использованием ком-
мерческих моноклональных антител — 
mAb to HLA Class1 к HLA ABC ab 155381 
(“Abcam”, Китай), а также набора для оп-
ределения MHC методом ИФА (человек) 
(“Cloud-Clone Corp.”, Китай). Конъюгацию 
антител с пероксидазой хрена (“Sigma-
Aldrich”, США) проводили периодатным 
методом [18].
«Сэндвич»-вариант ИФА для 
количественного определения  
β2-микроглобулина человека (β2mg hom)

Тест-систему для количественного оп-
ределения β2m hom разрабатывали с при-
менением поликлональных антител к β2m 
hom, полученных от морских свинок, им-
мунизированных коммерческим препа-
ратом рекомбинантного белка β2m hom 
(“Cloud-Clone Corp.”, Китай) по схеме, 
представленной в работе [28]. Титр анти-
тел к β2m hom в сыворотках крови мор-
ских свинок определяли непрямым мето-
дом ИФА с применением антивидового 
иммунопероксидазного конъюгата Anti-
Guinea Pig+Ph (“Sigma-Aldrich”, США). 
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Получение иммунопероксидазного конъ-
югата осуществлялось периодатным  
методом.
Оптимизация условий постановки ИФА

Определение оптимальных концентра-
ций раствора антител, применяющего-
ся для сенсибилизации полистирольных 
планшетов, а также для оптимального раз-
ведения конъюгатов антител с ферментом  
осуществлялось в каждом конкретном слу-
чае экспериментально методом «шахмат-
ного» титрования. В качестве отрицатель-
ного контроля использовали сыворотку 
крови неиммунных мышей, а также экс-
тракт селезёнки контрольных мышей WT 
(F1). С целью исключения ложноположи-
тельной реакции в ИФА осуществлялась 
экспериментальная подборка разведений 
экстрактов и сывороток крови. Блокировка 
неспецифической реакции осуществлялась 
раствором 0,3% бычьего сывороточно-
го альбумина (БСА) в фосфатно-солевом 
буфере с Твин-20 (PBST) в стандартных 
условиях.
Регистрация результатов анализа ИФА

В качестве субстрата пероксидазы ис-
пользовали р-р тетраметилбензидина (ТМБ, 
ООО «Абисенс», Россия). Оптическую 
плотность окрашенного продукта фермен-
тативной реакции измеряли на планшет-
ном мультимодальном ридере Feyond-A400 
(“Allsheng”, Китай) при длине волны 
450 нм. Полученные значения оптической 
плотности (ОП450) представлены в оптиче-
ских единицах (о.е.). Стандартизацию раз-
работанных иммуноферментных тест-сис-
тем для определения β2m hom и HLA (А-, 
В-, С-) проводили с использованием тестов 
для проверки надежности, точности, специ-
фичности и воспроизводимости, используя 
критерии, принятые для иммунофермент-
ного анализа [17].
Иммунизации трансгенных мышей

В эксперименте участвовали 4 груп-
пы (n=6) мышей в возрасте 2 мес.: 
I (HLA-A*02:01), II (HLA-B*07:02), III 

(HLA-C*07:02) группы — трансгенные 
мыши, IV группа — контроль (WT, гибриды 
F1 CBA/lac × C57BL/6, генетический фон 
для всех анализируемых в данной работе 
трансгенных линий). Животные содержа-
лись в одинаковых условиях по 2 особи 
в каждой клетке. С целью активации им-
мунной системы мыши получали одну под-
кожную инъекцию антигена — коммерче-
ского препарата IgG horse (“Sigma-Aldrich”, 
США) в дозе 25 мкг на мышь. Антиген вво-
дили в физ. р-ре в смеси 1:1 с полным адъ-
ювантом Фрейнда (“Sigma Aldrich”, США). 
Объем инъекции суммарно составил 0,1 мл. 
На 7-й день после иммунизации у всех жи-
вотных производился прижизненный забор 
крови из ретроорбитального сплетения 
в объеме 0,2 мл.
Образцы сыворотки крови

Кровь брали в пробирки с активатором 
свёртывания, затем выдерживали 30 мин 
при комнатной температуре. Сыворотку 
крови для определения β2-микроглобу-
лина человека «сэндвич»-методом ИФА 
у мышей отделяли центрифугированием 
при 3000 об./мин в течение 15 мин, после 
чего супернатанты использовали немедлен-
но: в двукратном разведении вносили в лун-
ки полистирольных планшетов (“Dynatech”, 
Швейцария) для проведения ИФА.
Экстракты ткани селезенки для 
определения HLA А-, В-, С-

Перед анализом ткань селезенки промы-
вали ледяным р-ром PBS для тщательного 
удаления крови. 100–150 мг ткани измель-
чали на стекле лезвием на мелкие кусочки 
и гомогенизировали в стеклянном гомоге-
низаторе с добавлением PBS в соотноше-
нии 1:5. Полученную суспензию подверга-
ли двум циклам замораживания оттаивания 
для дальнейшего разрушения клеточных 
мембран, затем гомогенат центрифуги-
ровали в течение 15 мин при 1500 g (или  
5000 об./мин). Супернатант немедленно 
использовали для анализа или делали али-
квоты для длительного хранения при -80°С.
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Обработка данных
Статистический анализ результатов про-

водили параметрическими и непараметри-
ческими методами с использованием паке-
та программ ANOVA.

Результаты и обсуждение 
Содержание β2m hom в сыворотке крови

Иммунизация морских свинок коммерче-
ским препаратом β2m hom позволила полу-
чить моноспецифическую антисыворотку 
с титром антител 1:200 000 (по данным не-
прямого метода ИФА). На основе поликло-
нальных антител морской свинки к β2m hom 
был получен иммунопероксидазный конъю-
гат для количественного определения β2m 
hom с помощью «сэндвич»-метода ИФА.

В результате подбора условий для про- 
ведения эксперимента была выбрана опти-
мальная концентрация антител для сенси-
билизации полистирольных планшетов —  
2 мкг/мл и оптимальная концентрация ме-
ченных ферментом антител — 2,5 мкг/мл. 
На рис. 1 представлена калибровочная кривая 
для ИФА определения β2m hom в коммерче-

ском препарате β2m hom. Чувствительность 
теста составила 10 нг/мл.

По калибровочной кривой (рис. 1) на осно-
ве полученных данных в результате анализа 
сывороток крови экспериментальных мышей 
была определена концентрация β2m hom 
(средняя для каждой группы). Так, для груп-
пы I (HLA-A*02:01) эта величина составила 
1750 нг/мл, в группах II (HLA-B*07:02) и III 
(HLA-C*07:02) — 1000 и 1500 нг/мл соот-
ветственно. Апосте-риорный тест Сидака 
для множественных сравнений показал ста-
тистически значимое отличие для всех ука-
занных трансгенных линий (p<0,001–0,0001) 
по сравнению с контрольными мышами 
во всем диапазоне разведений сыворотки кро-
ви мышей. Полученные данные явно показы-
вают наличие функционально активного белка  
β2-микроглобулина человека в сыворотке 
крови у анализируемых линий гуманизиро-
ванных трансгенных мышей HLA-A*02:01  
(рис. 2А), HLA-B*07:02 (рис. 2Б) и HLA-C* 
07:02 (рис. 2В), т.е., трансгенность.

Специфичность реакции с полученны-
ми нами антителами к коммерческому 

Рис. 1. Калибровочная кривая для ИФА определения «сэндвич»-методом белка β2m hom в коммерческом препа-
рате β2m hom. Контроль — β2-микроглобулин мыши β2m mus.
Fig. 1. Calibration curve for determination of β2m hom protein using the ELISA sandwich method in a commercial β2m 
hom preparation. Control — mouse β2-microglobulin β2m mus.
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β2m hom доказывает полное соответствие 
трансгена β2m hom по антигенным свойст-
вам исходному гену β2-микроглобулина че-
ловека, т.е. гуманизированность животных 
по гену β2m hom.
Содержание HLA (А-, В-, С-)  
в экстрактах селезёнки

Для определения HLA (А-, В-, С-) был 
получен иммунопероксидазный конъюгат 
на основе моноклональных антител к соот-
ветствующему типу HLA.

На рис. 3 представлены результаты ко-
личественного определения содержания 
белка HLA A- у трансгенных мышей ли-
нии HLA-A*02:01 в сравнении с мышами 
F1 (WT). Из полученных данных следует, 
что ОП450 в опытных образцах существен-
но превышает аналогичные показатели 
в контроле — селезенке мышей дикого типа. 
Так, при разведении экстракта 1:50, ОП450 
у трансгенных мышей линии HLA-A*02:01 
составила 1,10 о.е., в то время как в конт-
роле средние значения ОП450 составили 
0,05 о.е., что соответствует фоновым значе-
ниям для данного метода.

Рис. 2. Определение β2-микроглобулина человека в сыворотке крови «сэндвич»-методом ИФА у мышей линий 
HLA-A*02:01 (А), HLA-B*07:02 (Б) и HLA-C*07:02 (В). Среднее ± стандартное отклонение (n=6). ** — p<0,01, 

**** — p<0,0001 (двухфакторный дисперсионный анализ ANOVA, апостериорный тест Сидака).
Примечание: на оси абсцисс показаны разведения сыворотки крови.
Fig. 2. Determination of human β2-microglobulin in the blood serum of mice of the HLA-A*02:01 (А), HLA-B*07:02 
(Б), and HLA-C*07:02 (В) lines by the “sandwich” ELISA method. Mean ± standard deviation (n=6). ** — p<0.01, 

**** — p<0.0001 (two-way ANOVA, Sidak post hoc test).
Note: x-axis shows blood serum dilutions.

Рис. 3. Определение HLA-A в экстрактах селезенки 
трансгенных мышей линии HLA-A*02:01 «сэндвич»-
методом ИФА. Среднее ± стандартное отклонение 
(n=6). **** — p<0,0001 (двухфакторный дисперси-
онный анализ ANOVA, апостериорный тест Сидака).
Примечание: на оси абсцисс показаны разведения 
экстракта селезёнки.
Fig. 3. Determination of HLA-A in spleen extracts of HLA-
A*02:01 transgenic mice by the “sandwich” ELISA 
method. Mean ± standard deviation (n=6).

**** — p<0.0001 (two-way ANOVA, Sidak post hoc test).
Note: x-axis shows the dilutions of spleen extract.
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Аналогичные данные были получены 
при исследовании образцов селезёнки, по-
лученных от мышей линии HLA-B*07:02: 
при разведении гомогената 1:50 ОП450 
у трансгенных мышей линии HLA-В*07:02 
составила 0,45 о.е., в то время как в контроле 
средние значения ОП450 оставались на уров-
не фона — 0,05 о.е. (рис. 4). Достоверность 
полученных результатов подтверждается 
двухфакторным дисперсионным анализом 
ANOVA с достоверностью p<0,0001.

При исследовании образцов селезёнки, 
полученных от гуманизированных транс-
генных животных линии HLA-С*07:02, 
экспериментальные данные также подтвер-
дили высокое содержание белка HLA-С 
и его отсутствие у особей WT (рис. 5), ОП450 
в опытных образцах существенно превы-
шает аналогичные показатели в контроле: 
при разведении гомогената 1:50 ОП450 

у трансгенных мышей линии HLA-С*07:02 
составила 0,80 о.е. против 0,05 о.е.

Проведённые нами исследования на-
глядно подтверждают наличие линии спе-
цифических белков HLA у мышей новых 
гуманизированных трансгенных линий 
HLA-A*02:01, HLA-B*07:02 и HLA-C*07:02. 
Апостериорный тест Сидака для множе-
ственных сравнений показал статистиче-
ски значимое отличие для всех указанных 
трансгенных линий (p<0,0001) по сравне-
нию с мышами WT во всем диапазоне разве-
дений экстрактов селезенки. Использование 
качественных коммерческих моноклональ-
ных антител к аллелям HLA при разработке 
тест-системы ИФА, а также подбор опти-
мальных условий для постановки реакции 
позволили с высокой степенью надёжности 
и достоверности доказать наличие у экспе-
риментальных животных заявленных ха-

Рис. 4. Определение HLA-B в экстрактах селезенки 
трансгенных мышей линии HLA-B*07:02 «сэндвич»-
методом ИФА. Среднее ± стандартное отклонение 
(n=6). **** — p<0,0001 (двухфакторный дисперси-
онный анализ ANOVA, апостериорный тест Сидака).
Примечание: на оси абсцисс показаны разведения 
экстракта селезёнки.
Fig. 4. Determination of HLA-B in spleen extracts 
of HLA-B*07:02 transgenic mice by the “sandwich” 
ELISA method. Mean ± standard deviation (n=6).

**** — p<0.0001 (two-way ANOVA, Sidak post hoc test).
Note: x-axis shows the dilutions of spleen extract.

Рис. 5. Определение HLA-C в экстрактах селезенки 
трансгенных мышей линии HLA-C*07:02 «сэндвич»-
методом ИФА. Среднее ± стандартное отклонение 
(n=6). **** — p<0,0001 (двухфакторный дисперси-
онный анализ ANOVA, апостериорный тест Сидака).
Примечание: на оси абсцисс показаны разведения 
экстракта селезёнки.
Fig. 5. Determination of HLA-C in spleen extracts 
of HLA-C*07:02 transgenic mice by the “sandwich” 
ELISA method. Mean ± standard deviation (n=6).

**** — p<0.0001 (two-way ANOVA, Sidak post hoc test).
Note: x-axis shows the dilutions of spleen extract.
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рактеристик — трансгена HLA и его полное 
соответствие по антигенным свойствам ис-
ходному гену человека, т.е. трансгенность 
и гуманизированность по соответствующе-
му линии гену HLA.

Заключение
Биомоделирование является неотъемле-

мой частью прогресса во многих областях, 
включая фармакологию, изучение иммунных 
реакций и исследования в области токсично-
сти и безопасности. Адекватный выбор био-
модели определяет возможность получения 
интересующих данных, а также их коррект-
ность и транслируемость на другие биоло-
гические виды, включая человека. Несмотря 
на существенный прогресс в использовании 
альтернативных методов, ни один из них 
не позволяет даже приблизиться к резуль-
татам, которые можно получить на живых 
организмах. Рациональный подход и гра-
мотный подбор биомодели определяют ход 
всего исследования, возможность использо-
вания инструментальных методов и тестов.

Потребности различных отраслей науки 
в биомоделях всё расширяются, а экспертам 
нужны биомодели нового уровня — мак-
симально воспроизводящие особенности 
патологии, заболевания и пр., но при этом 
экономически эффективные и простые 
в поддержании. Наиболее популярным объ-
ектом в лабораториях всего мира является 
мышь: физиолого-анатомически и биохими-
чески близка к человеку, быстро размножа-
ется и даёт до 6–10 поколений за год, удоб-
на для содержания и исследования. Однако 
с открытием процесса гомологичной реком-
бинации и получением первых нокаутных 
и трансгенных животных возможности учё-
ных в плане биомоделирования существенно 
возросли. Более того, исследования в области 
популяционной медицины и появление фар-
макогенетики обосновали необходимость 
использования гуманизированных биомоде-
лей, воспроизводящих особенности геноти-
пов различных групп населения при иссле-

дованиях в области фармакобезопастности 
и тестировании эффективности новых пре-
паратов. Особую роль играют гены главно-
го комплекса гистосовместимости, которые 
определяют возможности иммунного ответа 
организма и участвуют в формировании 
ответа организма на лекарственные агенты.

Полиморфизм системы HLA, свойствен-
ный конкретной популяции, служит отправ-
ным моментом в комплексном изучении 
многих заболеваний. У людей гены HLA I 
класса играют решающую роль в реакции 
отторжения трансплантата органа и реак-
ции «трансплантат против хозяина» после 
трансплантации гемопоэтических стволо-
вых клеток [25, 31]. Также была показана 
связь между HLA I класса и различными ау-
тоиммунными заболеваниями [7, 9, 21, 24], 
а также инфекционными заболеваниями 
[26] и развитием негативных побочных эф-
фектов на приём лекарственных препаратов 
[12, 16]. Помимо первостепенной роли HLA 
в формировании адаптивного иммунного 
ответа, была показана роль MHC класса I 
в качестве регулятора при поддержании бе-
ременности, выборе партнера и распознава-
нии родственников [30], а также при выборе 
полового партнёра и предотвращении инб-
ридинга [14]. Кроме того, гены HLA I клас-
са оказывают влияние на развитие и пла-
стичность центральной нервной системы 
[6, 8, 11, 19, 29], взаимодействие нервных 
клеток [15, 22], синаптические функции 
и поведение [10, 27], в т.ч. формирование 
некоторых неврологических и психических 
расстройств [5, 20, 23]. Эти особенности 
HLA I класса показывают особое положение 
этих генов и необходимость детального их 
изучения, что приводит нас к актуальности 
создания и поддержания биомоделей, не-
сущих аллельные варианты классических 
и неклассических генов HLA I класса.

В связи с нестабильной геополитической 
обстановкой возможность получения инте-
ресующих линий животных из зарубежных 
источников сильно ограничена как слож-
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ностями в логистике, так и запредельно 
высокой стоимостью генно-модифициро-
ванных животных, что приводит нас к не-
обходимости обеспечения технологическо-
го суверенитета и развитию собственных 
центров получения и поддержания животных- 
биомоделей.

В ФГБУН НЦБМТ ФМБА России был со-
здан ряд линий мышей, гуманизированных 
и трансгенных по генам классического HLA  
I класса (А-, В- и С-). Данные животные 
несут в геноме генетическую конструкцию, 
кодирующую химерную молекулу главно-
го комплекса гистосовместимости (MHC) 
класса I на поверхности клеток, состоящую 
из α1-, α2-доменов HLA человека и α3-
домена комплекса H-2K мыши, стабилизи-
рованную β2-микроглобулином человека, 
соединённым глицин сериновым линкером 
с α1-доменом HLA.

В данной работе нами проведены иссле-
дования, доказывающие состоятельность 
созданных биомоделей и их соответствие 
заявленным характеристикам по наличию 
функционально активного HLA I класса, 
стабилизированного β2-микроглобулином 
человека. Определение β2m hom в сыво-
ротках крови трансгенных мышей, пред-
варительно иммунизированных иммуно-
глобулином лошади с целью активации 
иммунной системы, показало наличие  
β2m hom в концентрациях от 1000 
до 1750 нг/мл, а результаты определения 
HLA A-, B- и C- в селезенке трансгенных мы-

шей линий HLA-A*02:01, HLA-B*07:02, 
HLA-C*07:02 соответственно методом «сэн-
двич» ИФА наглядно подтвердили наличие 
белка HLA (А-, В- или С-) в экстрактах се-
лезёнки всех трех групп эксперименталь-
ных животных. Полученные нами данные 
согласуются с результатами определения 
первичной последовательности трансге-
на, полученными методом секвенирования 
по Сэнгеру (см. статью «Доказательства 
трансгенности и гуманизированности у мы-
шей, полученных в НЦБМТ ФМБА России, 
методом секвенирования по Сэнгеру» в этом 
номере журнала), т.е. доказывают нали-
чие функционально активного трансгена 
не только на уровне транскрипции (мРНК), 
но и на уровне целевого белка.

Таким образом, созданные на базе 
НЦБМТ ФМБА России гуманизированные 
трансгенные линии мышей HLA-A*02:01, 
HLA-B*07:02, HLA-C*07:02 отвечают за-
явленным характеристикам и могут быть 
использованы для исследований, направ-
ленных на решение широкого спектра 
научно-практических задач, включая ис-
следования иммунных реакций, инфекци-
онных, аутоиммунных и онкологических 
заболеваний, разработку и тестирование 
вакцин и исследования в области фармако-
безопасности и иммуногенности, а также 
для создания мультитрансгенных живот-
ных, несущих несколько разных аллелей 
HLA I класса, для обеспечения качествен-
ных исследований на новом уровне.
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