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Создание гуманизированных мышей для 
фармакотоксикологических исследований  
(успехи, неудачи и перспективы)

На основе литературных данных и результатов собственных исследований проведен анализ успе-
хов и неудач при получении трансгенных мышей с интегрированными генами Nat и Cyp3A4 человека, 
для использования их в качестве биомоделей при испытании фармакологической эффективности и 
токсичности лекарственных веществ. Дан анализ возможных причин неудач при получении транс-
генных мышей, обладающих повышенной экспрессией человеческих генов Nat1, Nat2 и Cyp3A4, 
передающих трансген по наследству. Обсуждается важность роли промотора при создании генно-
инженерных конструкций и гуманизированных мышей. Приводятся собственные данные о том, что 
для получения трансгенных животных методом микроинъекции генных конструкций в пронуклеусы 
зигот малопригодны разные варианты цитомегаловирусного промотора (cmv). Этот cmv-промотор на-
чинает включать неконтролируемую экспрессию трансгена на очень ранних стадиях развития эмбри-
она, что зачастую приводит к гибели зародыша. Показаны пути получения гуманизированных мышей 
с интегрированными генами CYP3A4, а также генами Nat1 и Nat2 человека, с пониженным уровнем 
активности эндогенной Nat2, без использования мышей с нокаутом собственных генов Nat1 и Nat2 
для скрещивания с трансгенными мышами. Анализ собственных результатов и причин неудач в созда-
нии трансгенных животных позволил получить нам гуманизированных мышей с интегрированными 
генами NAT1 и NAT2, обеспечивающими специфическую экспрессию трансгенов, а также создать 
ДНК-конструкции для животных, несущих ген CYP3A4.

Ключевые слова: трансгенные мыши с интегрированными генами человека, гуманизированные 
мыши, химерные животные, N-ацетилтрансфераза (Nat1 и Nat2), цитохром Р450, гены CYP3A4, экс-
прессия генов Nat1, Nat2 и CYP3A4, выбор и конструирование промоторов, биологические модели, 
экстраполяция на человека.

Введение
Генетический полиморфизм пре-

допределяет индивидуальную чувст-
вительность человека к лекарствам и 
ксенобиотикам. Информация о гене-

тических особенностях пациента по-
зволяет персонифицировать препарат, 
его дозировку. Фармакогенетические 
исследования в популяционной фарма-
кологии получили новый стимул с ис-
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пользованием новых биомоделей [7], 
развитием фармакомоделирования [3] 
и альтернативных фармакотоксикологи-
ческих подходов [5].

Использование принципов GLP в 
фармакологических исследованиях [7] 
и новых принципов в фундаментальных 
биомедицинских исследованиях откры-
ло новый путь к познанию механизмов 
действия и создания инновационных 
таргетных лекарств. Безусловный про-
рыв в изучении биотрансформации 
лекарств наметился в использовании 
генно-модифицированных животных, 
наиболее удобными моделями из кото-
рых являются гибридные, инбредные, 
конгенные и другие мыши.

Геном мыши на 95% совпадает с 
человеческим. Мыши являются наибо-
лее оптимизированным объектом для 
межвидовой ксенотрансплантации. На-
ибольший научный интерес представ-
ляют гуманизированные мыши, т.е. 
трансгенные животные, содержащие 
функционирующие гены, клетки, ткани 
или иные органоиды человеческого ор-
ганизма.

В процессе эволюции в организме 
человека и животных возникли фермен-
тативные системы биотрансформации 
ксенобиотиков. Эти системы принима-
ют участие в метаболизме как экзоген-
ных, так и эндогенных субстратов. В 
реакциях биотрансформации условно 
подразделяют на три фазы, из которых 
особая роль во второй фазе принадле-
жит цитохром-Р450-зависимым реакци-
ям и реакциям конъюгации, осуществ-
ляемыми целой группой ферментов, 
среди которых значительную роль игра-
ет N-ацетилтрансфераза (NAT). 

Обобщая имеющуюся информацию, 
можно прийти к заключению, что все 

семейство цитохромов Р450 (CYP450), 
отвечающих за метаболизм большин-
ства лекарств и ксенобиотиков, регу-
лируемое генами CYP, произошло два 
миллиарда лет назад от одного пред-
шественника – гена, участвующего в 
утилизации энергии. CYP-гены (CYP1, 
CYP2, CYP3, CYP4) регулируют два 
конкурентных пути: метаболической 
детоксикации или активации. Полимор-
физм генов CYP определяет различия 
(медленный, средний или быстрый) в 
метаболизме лекарств у разных индиви-
дуумов. CYP3A4 – основной цитохром 
печени и кишечника, где его количество 
более 60% от всех цитохромов, на его 
долю приходится около 60% всех мета-
болизируемых лекарств.

N-ацетилтрансфераза, один из 
ферментов второй фазы системы де-
токсикации, которая осуществляет  
N-ацетилирование (обычно дезактива-
ция) ароматических и O-ацетилирова-
ние (обычно активация) гетероцикли-
ческих аминов, к которым относятся 
многие канцерогены и некоторые ле-
карственные препараты. NAT являет-
ся ферментом, которому принадлежит 
важная роль в метаболизме эндогенных 
и чужеродных соединений ариламидной 
природы, включая лекарственные пре-
параты. Среди загрязнителей окружа-
ющей среды, являющихся субстратами 
NAT, широко распространены арила-
мины выхлопных газов двигателей, ла-
кокрасочных производств, компоненты 
табачного дыма, компоненты пищи и 
некоторые другие промышленные за-
грязнители. NAT участвует также в ка-
таболизме биогенных аминов. 

В НЦБМТ ФМБА России активно ис-
следуются особенности генетического 
регулирования NAT-системы [2, 4, 5, 6].  
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Однако до последнего времени меха-
низмы нарушения и даже особенностей 
NAT-ацетилирования изучены относи-
тельно слабо, что связано, в первую оче-
редь, с отсутствием соответствующих 
биологических моделей. Отсутствие ре-
альных биологических моделей серьёз-
но тормозит дальнейший прогресс в 
распознавании интимных процессов, 
протекающих при развитии онкологи-
ческих заболеваний и других социаль-
но-значимых болезней.

Предпосылки создания 
гуманизированных животных
В настоящее время большая часть 

исследований по испытанию влияния 
лекарственных средств на человека про-
водится на животных. Несмотря на раз-
витие компьютерного моделирования, 
субклеточных и клеточных технологий, 
отказаться от экспериментов на много-
клеточных организмах вряд ли удастся. 
Организм млекопитающего чрезвычай-
но сложен, и надежно прогнозировать 
ответные реакции на воздействия раз-
личных веществ без экспериментальной 
проверки на животных пока невозможно. 

Ферменты окислительного мета-
болизма работают практически у всех 
живых организмов. Наиболее универ-
сальной является CYP (цитохром Р450) 
– система, которую за ее мультигенные 
функции называют биологической «па-
яльной лампой». Важно, что пути мета-
болических превращений, как лекарств, 
так и токсикантов. носят однонаправ-
ленный характер, поэтому на путях 
метаболизма лекарственных средств и 
ксенобиотиков возможны реакции взаи-
модействия.

Открытие PXR (прегнан Х рецеп-
тор) как первичного регулятора индук-

ции экспрессии CYP3A, а также SXR-
рецептора [62] в печени и кишечнике 
обнаружило, что его ненамеренная акти-
вация у людей приводит к нежелатель-
ной интеракции лекарств и увеличению 
уровней токсических метаболитов.

У человека идентифицированы четы-
ре формы CYP3A (3A4, 3A5, 3A7, 3A43), 
у кроликов – одна, тогда как в печени 
мышей присутствуют множественные 
его формы. Преобладающей формой у 
человека является CYP3A4, что нельзя 
сказать о таковой у мышей. Поэтому 
создание гуманизированных мышей 
по гену CYP3A4 человека [48] является 
важной и актуальной для фармакогене-
тики и фармакокинетики задачей.

Различные группы химических ве-
ществ иначе влияют на животных, чем 
на людей. Различия на уровне клеточ-
ного метаболизма существуют не толь-
ко между животными и людьми, но и 
между полами и возрастными группа-
ми внутри видов. В настоящее время 
составление прогнозов для людей на 
основе данных, полученных на живот-
ных, всё больше вызывает вопросов и 
сомнений. Из-за межвидовых различий 
метаболизма существует значительная 
степень риска при экстраполяции ре-
зультатов, полученных в экспериментах 
на животных, на физиолого-биохимиче-
ские процессы, происходящие в орга-
низме человека. 

Существуют явные видовые разли-
чия в NAT субстратной селективности 
и функциях у человека и разных живот-
ных [6, 22]. Даже модели дважды нокау-
тированных Nat1/2 мышей имеют огра-
ничения в интерпретации результатов по 
отношению к человеку [56]. Например, 
сульфаметазин (SMZ) – специфический 
субстрат для Nat2 человека у мышей 
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метаболизируется плохо [19]. У мышей 
4-аминобифенол (ABP) метаболизиру-
ется исключительно Nat2 [35], тогда как 
у человека в N-ацетилировании ABP и 
O-ацетилировании N-hydroxy-ABP в пе-
чени, главным образом, участвует Nat2 
и, в меньшей степени, Nat1, который 
принято считать аналогом Nat2 мыши 
[15]. 

В последнее время все большее зна-
чение при испытаниях фармакологиче-
ской эффективности и токсичности но-
вых лекарственных средств отводится 
трансгенным животным, в геноме кото-
рых интегрированы соответствующие 
гены человека – так называемые гума-
низированные животные (рис. 1). Од-
нако при получении гуманизированных 

трансгенных животных возникает це-
лый ряд проблем, без решения которых 
невозможно получение полноценных 
животных биомоделей.

Ключевые моменты получения 
гуманизированных мышей 
При получении трансгенных живот-

ных любой направленности необходимо 
иметь ответы на шесть ключевых во-
просов:

В каких органах и тканях в норме 
экспрессирует собственный ген живот-
ного-хозяина, аналогом которого будет 
являться трансген человека? 

На какой стадии развития организма 
начинает экспрессировать этот ген жи-
вотного?

Рис. 1. Принципиальная схема получения трансгенных мышей с интегрированными генами 
человека.
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В каких физиолого-биохимических 
процессах принимает участие продукт 
экспрессии собственного гена живот-
ного-хозяина, аналогом которого будет 
являться трансген человека? 

В каких органах и тканях планирует-
ся вызывать экспрессию трансгена?

Как может повлиять повышенный 
уровень продукта экспрессии трансгена 
человека, попавшего в организм живот-
ного, на физиолого-биохимические про-
цессы, происходящие в нём?

Насколько повлияет повышение 
уровня экспрессии трансгена на жиз-
неспособность гуманизированных мы-
шей?

Приступая к работе по получению 
трансгенных мышей с интеграцией в 
их геном нуклеотидных последователь-
ностей генов Nat1 и Nat2 человека, мы 
учитывали следующие моменты, даю-
щие в определённой степени ответы на 
выше поставленные вопросы.

Исходя из современных представ-
лений, Nat2 человека, который явля-
ется типичным ферментом, метаболи-
зирующим ксенобиотики и лекарства, 
синтезируется в клетках печени и в 
кишечном эпителии [23, 24, 25, 61]. 
Небольшой уровень экспрессии Nat2 
был обнаружен у человека в молочной 
железе, в эпителии мочевого пузыря 
и предстательной железе [29, 34, 49]. 
Тогда как экспрессия гена Nat1 у че-
ловека обнаружена почти во всех тка-
нях, включая лейкоциты и эритроциты 
[14, 23, 43, 47]. Было отмечено, что 
ген Nat1 начинает экспрессировать в 
ранний период развития человека [44]. 
В человеческой плаценте на ранних 
стадиях развития уровень экспрессии 
Nat1 в 1000 выше уровня Nat2 [53]. 
Позднее было показано, что этот ген 

начинает экспрессировать уже в эм-
брионах, находящихся на стадии бла-
стоцисты, т.е. ещё до момента имплан-
тации и нейруляции [52], что является 
самым неприятным моментом при по-
лучении трансгенных мышей с интег-
рированным геном Nat1 человека.

Nat1 имеет оригинальный субстрат-
носпецифичный профиль и в допол-
нение к метаболизму ксенобиотиков 
может участвовать в ацетилировании 
эндогенных метаболитов таких как п-
аминосалицилата [19] и п-аминобен-
зойной кислоты(р-АВА) [60]. Потен-
циальный эндогенный субстрат был 
идентифицирован как фолатный катабо-
лит п-аминобензоилглутамат (р-ABGlu) 
[39, 59], который выделяется с мочой 
как N-ацетильная форма [37, 38]. Фо-
лат имеет протективный эффект в раз-
витии нервной трубки у зародышей, и 
является чувствительным к изменению 
экспрессии генов Nat, ответственных за 
ацетилирование п-аминобензоилглута-
мата у мышей.

Также было установлено, что мыши-
ный Nat2 является гомологом челове-
ческого Nat1 в отношении субстратной 
специфичности и тканевого распределе-
ния в организме и кодируется полиморф-
ным локусом, который обуславливает 
быструю или медленную активность. 
Мышиный Nat2, подобно человеческо-
му Nat1, метаболизирует р-ABGlu и 
экспрессирует во многих тканях [18, 27, 
36, 45, 54]. Во время раннего развития 
мышей ген Nat2 экспрессирует в эмбри-
ональных стволовых клетках предым-
плантационных эмбрионов, также как и 
ген Nat1 у человека [45]. В то время как 
другие гены Nat мыши и человека не экс-
прессируют на этой ранней стадии раз-
вития организма [9, 52]. Было показано, 
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что у мышей Nat2 (гомолог человече-
ского Nat1) экспрессирует раньше, чем 
на 9-й день развития плода [54]. Изуче-
ние различных тканей от неонатальных 
мышей методом ПЦР в реальном време-
ни показало, что в них преимуществен-
но экспрессирует мышиный Nat2 [40]. 
На 9,5; 11,5 и 13,5 дни беременности 
распределение мышиного Nat2 в тканях 
было неравномерным. Он концентри-
ровался преимущественно в развиваю-
щейся нервной трубке, что может быть 
важным фактором ввиду защитного эф-
фекта фолата в предотвращении дефек-
тов в процессе развития нервной трубки 
[41]. У взрослых мышей [54] и других 
грызунов [28] эквивалент человеческой 
Nat1 экспрессирует в клетках Пуркинье 
мозжечка [54]. Исследования, проведен-
ные на мозжечке взрослых людей, также 
показали аналогичную экспрессию Nat1 
в клетках Пуркинье [26].

Сравнение мышиного Nat2 и челове-
ческого Nat1 в раннем развитии право-
мерно позволяет использовать мышь в 
качестве модели для изучения экспрес-
сии этого гена у человека.

Проблемы, лимитирующие 
получение гуманизированных 
мышей
Получение трансгенных животных, 

продуцирующих биологически актив-
ные вещества (БАВ), у которых продук-
ты экспрессии трансгена попадают в 
кровь, является весьма сложным меро-
приятием, т.к. обладая высокой актив-
ностью, эти вещества, попадая в кровь, 
чаще всего вызывают изменения в регу-
ляции физиолого-биохимических про-
цессов, что приводит к нарушению го-
меостаза и существенным отклонениям 
в функционировании организма. 

Первое краткое сообщение о полу-
чении трансгенных мышей с интегри-
рованным геном Nat2 человека, проду-
цирующим NAT2-активность в кровь, 
было сделано группой исследователей из 
Оксфордского университета в 2000 г. на 
II Международном симпозиуме по NAT 
[16]. По сообщению авторов, им удалось 
получить мышей в результате случайной 
интеграции трансгена, которых можно 
было скрещивать между собой. Однако 
уровень экспрессии человеческого Nat2 в 
организме трансгенных мышей оказался 
невысоким. После этого никаких сооб-
щений от этой группы авторов по данной 
проблеме не поступало. 

В последние годы существенно ак-
тивизировались исследования по изуче-
нию генетической регуляции системы 
CYP3A4 [30, 31, 50], которые привели 
к созданию трансгенных и гуманизиро-
ванных мышей, несущих этот ген чело-
века. В то же время уровень экспрессии 
человеческого гена CYP3A4 в организме 
трансгенных животных также оказался 
достаточно низким. 

Наиболее надёжным направлением 
является получение трансгенных жи-
вотных, продуцирующих БАВ белко-
вой природы автономно отдельными 
органами на экспорт (молочная железа, 
мочевой пузырь, предстательная желе-
за и др.), минуя попадание их в кровь. 
Принципиальная возможность получе-
ния трансгенных животных, продуциру-
ющих биологически активные вещества 
белковой природы автономно в отдель-
ных органах, обусловлена механизмом 
тканеспецифической экспрессии транс-
генов, определяемой регуляторными 
последовательностями генов, использу-
емых в качестве промоторов при созда-
нии генно-инженерных конструкций. 
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Например, при получении транс-
генных животных, продуцирующих 
с молоком БАВ фармакологического 
назначения, в качестве промоторов в 
генно-инженерных конструкциях ис-
пользуют регуляторные участки ге-
нов основных белков молока, которые 
обеспечивают тканеспецифическую 
экспрессию трансгена только в клетках 
молочной железы. В связи с этим, син-
тезированный целевой белок выводит-
ся из организма животного с молоком, 
не попадая в кровоток и не оказывая 
влияния на организм животного, т.к. 
молочная железа является уникальной 
изолированной системой, произво-
дящей продукт на экспорт [1, 13, 46]. 
Аналогичным образом с использова-
нием конструкции, содержащей проба-
зиновый промотор, тканеспецифичный 
для предстательной железы, были по-
лучены трансгенные мыши, у которых 
в 15 раз была увеличена активность 
Nat2 человека (тест с сульфаметази-
ном) в предстательной железе, тогда 
как другие Nat2-активности (N-, O-, 
или N,O-ацетилтрансферазы) не были 
увеличены [34].

Таким образом, к настоящему време-
ни известны следующие факты, которые 
мы учитывали при получении трансген-
ных мышей с интегрированными гена-
ми Nat1 и Nat2 человека:

• Nat2 у человека синтезируется, 
главным образом, в клетках печени и в 
кишечном эпителии, и небольшой уро-
вень экспрессии Nat2 был обнаружен у 
человека в молочной железе, в эпителии 
мочевого пузыря и предстательной же-
лезе;

• экспрессия гена Nat1 у человека 
обнаружена почти во всех тканях, вклю-
чая лейкоциты и эритроциты; 

• ген Nat1 у человека начинает 
экспрессировать уже в эмбрионах, на-
ходящихся на стадии бластоцисты, т.е. 
ещё до момента имплантации и нейру-
ляции, что является самым неприятным 
моментом при получении трансгенных 
животных с интегрированным геном 
Nat1 человека;

• мышиный Nat2 является гомо-
логом человеческого Nat1 в отношении 
субстратной специфичности и тканево-
го распределения в организме; 

• ген Nat2 у мышей экспрессиру-
ет в эмбриональных стволовых клетках 
предымплантационных эмбрионов, так-
же как и ген Nat1 у человека.

Неудачи получения трансгенных 
мышей с интегрированными 
в их геном нуклеотидными 
последовательностями генов 
человека
В 2003 г. группа исследователей из 

Оксфордского университета [51] также 
сообщила о получении трансгенных мы-
шей методом трансплантации в бласто-
цисты эмбриональных стволовых кле-
ток, генетически трансформированных 
с использованием генно-инженерной 
конструкции, состоящей из кДНК гена 
Nat1 человека под сильным многоцеле-
вым цитомегаловирусным промотором 
(cmv), которая была целенаправленно 
интегрирована внутрь локуса мышино-
го гена Nat2.

Как и следовало ожидать, все пер-
вичные трансгенные мыши в этом экс-
перименте были химерами, но их было 
очень мало, т.к. наблюдалась резорб-
ция многих эмбрионов и ненормальное 
развитие большей части плодов. Из 
небольшого числа химерных мышей, 
полученных в этом эксперименте, не-
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которые особи имели узловатые хво-
сты. Ненормальности подобного типа 
наблюдались у животных, которые ис-
пользовались в качестве моделей для 
изучения дефектов развития нервной 
трубки у плодов [42]. 

Авторам не удалось скрестить нем-
ногочисленное потомство живых хи-
мерных мышей, с целью получения 
гомозиготных линий трансгенных мы-
шей, обладающих повышенной экс-
прессией человеческого Nat1 и пере-
дающих трансген по наследству [51]. 
В связи с этим, было выдвинуто пред-
положение, что повышенный уровень 
экспрессии трансгенов Nat человека 
приводит к продукции NAT изофермен-
тов, которые метаболизируют р-ABGlu 
у мышей, что является вредным факто-
ром в раннем развитии, и в результате 
этого происходит резорбция эмбрионов 
или рождение дефектных детёнышей 
[51]. Это предположение авторов бази-
ровалось на более ранних работах, ко-
торыми было установлено, что одним 
из эндогенных субстратов Nat1 явля-
ется фолатный катаболит р-ABGlu [39, 
59], а сам фолат обладает протектив-
ным эффектом при развитии нервной 
трубки у зародышей и является чувст-
вительным к изменению экспрессии ге-
нов Nat, ответственных за ацетилиро-
вание р-ABGlu у мышей.

Результаты всех этих исследований 
привели авторов работы к заключению, 
что высокий уровень экспрессии Nat1 
человека у трансгенных мышей в пери-
од эмбрионального развития приводит к 
нарушению механизма защитного дей-
ствия фолата на развитие нервной труб-
ки и гибели большей части эмбрионов 
или к ненормальному развитию плодов 
[51]. После неудачных экспериментов 

по получению трансгенных мышей с 
интегрированными в их геном генами 
Nat человека эта группа исследователей 
прекратила работы в данном направле-
нии.

Позднее группа исследователей из 
университета штата Аризона [10] на 
основе анализа результатов оксфорд-
ской группы [51] предприняла попытку 
получить трансгенных мышей с интег-
рированными в их геном генами Nat1 и 
Nat2 человека методом микроинъекции 
в пронуклеусы зигот генно-инженер-
ных конструкций, включающих кДНК 
генов Nat человека под цитомегалови-
русным промотором (cmv). На основа-
нии результатов своих исследований 
эта группа в 2005 г. опубликовала ста-
тью под названием «Только низкий уро-
вень экзогенной N-ацетилтрансферазы 
может быть достигнут у трансген-
ных мышей» [10].

Авторами было получено 5 первич-
ных (F0) трансгенных мышей-основа-
телей линий с интегрированной кон-
струкцией cmv-hNat1. Число копий 
трансгена варьировало от 1 до 17. Че-
ловеческая мРНК Nat1 была опреде-
лена в печени, лёгких, почках и мозге 
трансгенных мышей. Наличие функ-
ционального белка было определено 
при измерении NAT с п-аминобензой-
ной кислотой (РАВА) как селективным 
субстратом для Nat1 человека и Nat2 
мыши [17, 21, 45]. 

Несмотря на наличие большого чи-
сла копий трансгена у некоторых линий 
трансгенных мышей, у них было обна-
ружено только умеренное увеличение 
уровня ферментной активности в раз-
ных тканях или вообще не отмечено 
никакого её увеличения. Статистически 
значимые различия уровня фермент-

Создание гуманизированных мышей  
для фармакотоксикологических исследований (успехи, неудачи и перспективы)



Биомедицина • № 3, 2014 12

ной активности были отмечены только 
в печени, при увеличении в пределах  
10-50%, по сравнению с контролем [10].

С конструкцией, в которой к cmv-
промотору был добавлен промотор 
HААТ тканеспецифический для пече-
ни, были получены две первичные (F0) 
трансгенные мыши-основатели линий с 
5-ю и 24-мя копиями трансгена. Одна-
ко, несмотря на большое число копий 
трансгена, увеличение активности Nat2 
в печени не произошло, по сравнению с 
контролем. 

С конструкцией cmv-Nat2 были по-
лучены 3 первичные (F0) трансгенные 
мыши-основатели линий, у которых чи-
сло копий трансгена варьировало от 1 до 
5. В печени этих мышей было найдено 
умеренное количество мРНК Nat2 че-
ловека. Активность фермента в печени, 
измеренная с изониазидом (INH) – се-
лективным субстратом для Nat2 челове-
ка и Nat1 мыши, была в 2 раза выше, по 
сравнению с контролем [10].

Попытки получения трансгенных 
мышей гомозиготных по гену Nat1 ока-
зались безуспешными. Авторы сделали 
предположение, что это обусловлено 
восприимчивостью трансгенных мы-
шей к повышенному уровню продуктов 
экспрессии трансгена.

В этом исследовании [10] был обна-
ружен интересный факт. Присутствие 
трансгена Nat1 человека вызывало в пе-
чени мышей увеличение Nat1 мРНК в 
2-3 раза, тогда как у трансгенных мышей 
с интегрированным геном Nat2 челове-
ка количество эндогенной мРНК Nat1 
незначительно изменялось в печени, 
лёгких, почках и мозге. В противопо-
ложность этому, у трансгенных мышей 
с интегрированным геном Nat2 человека 
синтез эндогенной мРНК Nat2 в печени 

и других тканях мышей был сильно по-
давлен (уменьшение в 6 раз).

Авторы этого исследования так-
же приходят к выводу о трудности до-
стижения значительного повышения 
уровня экспрессии трансгена у мышей 
трансгенных по генам Nat. Только жи-
вотные с относительно низким уровнем 
экспрессии трансгена выживают. Одна-
ко в этом исследовании количество жи-
вых мышей с интегрированным геном 
Nat1 человека и передающих трансген 
по наследству было выше, чем в ис-
следованиях группы из Оксфордского 
университета [51]. Этот факт авторы 
[10] попытались объяснить различием 
линий мышей, используемых в работе 
этих двух групп. 

На наш взгляд, различия в результа-
тах исследований в этих группах свя-
заны со способом получения трансген-
ных животных. Оксфордская группа 
[51] получала трансгенных животных 
методом введения генетически транс-
формированных клеток в бластоцисты, 
что изначально предполагает получение 
химерных животных, последовательное 
скрещивание которых в конечном итоге 
может привести к созданию животных, 
передающих трансген по наследству. 
Однако при таком способе получения 
химерных животных интеграция транс-
гена будет в высшей степени мозаичной, 
и только незначительная часть генетиче-
ски трансформированных клеток может 
принять участие в формировании попу-
ляции гоноцитов, являющихся источни-
ками генеративных клеток. В результате 
этого родившиеся живыми трансгенные 
животные в очень редких случаях будут 
передавать трансген по наследству.

Исследователи из Аризонского уни-
верситета [10] получали трансгенных 
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животных методом микроинъекции 
генно-инженерных конструкций в про-
нуклеусы зигот, при использовании ко-
торого мозаичность встраивания транс-
гена в геном хозяина значительно ниже, 
чем при использовании метода введения 
генетически трансформированных кле-
ток в бластоцисты. Поэтому и переда-
ча трансгена потомству первичными 
трансгенными мышами, полученными 
этой группой, была выше.

Но самым неудачным моментом в 
исследовании аризонской группы, на 
наш взгляд, является использование при 
создании конструкций цитомегалови-
русного промотора, который является 
мощным многоцелевым промотором, 
вызывающим экспрессию трансгена во 
многих клетках и тканях, включая бла-
стомеры ранних эмбрионов. Этот промо-
тор хорош для генетической трансфор-
мации культур клеток, которые содержат 
несколько сотен тысяч клеток, и поэто-
му гибель определённой части клеток с 
повышенной экспрессией трансгена не 
окажет существенного влияния на об-
щие показатели эффективности транс-
формации клеток. Однако при введении 
конструкций с cmv-промотором в еди-
ничные одноклеточные зиготы в даль-
нейшем, чаще всего, будет приводить к 
гибели этих эмбрионов.

Необходим ли предварительный 
нокаут генов мышей?
Группой исследователей были по-

лучены мыши с нокаутом генов Nat1 и 
Nat2, с целью изучения роли этих генов 
в жизнедеятельности организма [56]. 
Первичные исследования показали, что 
фенотипически эти мыши были мень-
ше размером, но отсутствие у них экс-
прессии генов Nat1 и Nat2 не оказалось 

критическим для развития и физиологи-
ческого гомеостаза [56], несмотря на то, 
что мыши с отсутствующим геном Nat2 
не экскретировали р-ABGlu, который 
определяется в моче потомков мышей 
дикого типа [57]. 

Однако последующие дополнитель-
ные исследования показали, что у потом-
ков этих мышей имеются врождённые 
пороки воспроизводительной системы 
и нарушение соотношения в половой 
принадлежности [57, 58]. Кроме того, 
по крайней мере, у потомков одного из 
прародителей с нокаутом гена Nat2 на-
блюдались дефекты со зрением. Эти де-
фекты, по мнению авторов, могли быть 
связаны с изменением метаболизма фо-
лиевой кислоты [58]. Известно, что не-
достаток фолиевой кислоты может быть 
тератогенной причиной миеломенинго-
целе [33] и рассечения верхней губы с 
рассечением или без рассечения твёрдо-
го нёба [32].

Позднее потомки трансгенной мыши 
с интегрированной конструкцией, со-
стоящей из кДНК гена Nat2 человека 
и энхансор/промоторной области гена 
альбумина мыши, были скрещены с мы-
шами, имеющими двойной нокаут обоих 
генов Nat1 и Nat2. Целью этого скрещи-
вания являлось исключение влияния 
мышиной эндогенной NAT-активности 
на процессы, происходящие в организ-
ме мышей под действием интегрирован-
ного чужеродного гена Nat2 человека, 
чтобы использовать полученных мышей 
в качестве модели для предсказания от-
вета человеком на действие ариламинов 
или гетероциклических аминов.

Принимая во внимание результаты 
исследований группы из Аризонского 
университета [10], которые свидетель-
ствуют о том, что экспрессия трансгена 

Создание гуманизированных мышей  
для фармакотоксикологических исследований (успехи, неудачи и перспективы)



Биомедицина • № 3, 2014 14

Nat2 человека значительно подавляет 
синтез эндогенной мышиной мРНК Nat2 
(аналог Nat1 человека) в печени и дру-
гих тканях трансгенных мышей, можно 
предположить, что путём скрещивания 
между собой мышей трансгенных по 
Nat1 и Nat2 человека можно получить 
линии мышей, у которых будут экспрес-
сировать одновременно трансгены Nat1 
и Nat2 человека на фоне пониженного 
уровня мышиного эндогенного Nat2, т.е 
они будут иметь более «человеческий» 
профиль ацетилирования. 

Эти линии гуманизированных мы-
шей могут быть в определённой степени 
сходны с линиями мышей, полученны-
ми от скрещивания трансгенных мы-
шей по Nat2 человека с линией мышей 
с двойным нокаутом обоих генов Nat1/2 
[55]. Но если учесть, что у мышей нока-
утных по генам Nat наблюдаются опре-
делённые физиолого-биохимические и 
морфологические нарушения, то вари-
ант получения гуманизированных мы-
шей путём скрещивания между собой 
линий мышей трансгенных по Nat1 и 
Nat2 человека без использования нока-
утных животных может оказаться впол-
не приемлемым. 

Таким образом, для получения гу-
манизированных трансгенных мышей 
с генами Nat человека и с минималь-
ным влиянием эндогенных Nat мыши 
на процессы ацетилирования, можно 
обойтись без использования нокаутных 
животных. Можно предположить, что 
в результате такого скрещивания будут 
получены линии гуманизированных 
мышей, которые могут служить хоро-
шими биомоделями в прогнозирова-
нии реакции человека на воздействие 
ариламинов или гетероциклических 
аминов.

Оптимизация и конструирование 
промотеров и перспективы создания 
гуманизированных мышей
Наши исследования, проведенные с 

использованием генно-инженерной кон-
струкции, включающей ген гранулоцит-
колониестимулирующего фактора под 
промотором гена αS1-казеина крупного 
рогатого скота и репортёрный ген зе-
лёного белка под цитомегаловирусным 
промотором показали (рис. 1-3), что 
cmv-промотор включал экспрессию гена 
зелёного белка уже на стадии двух бла-
стомеров, а в эмбрионах, погибших на 
ранних стадиях развития, наблюдалась 
сильная экспрессия гена зелёного белка 
[1]. Эти исследования наводят на мысль, 
что чрезмерная экспрессия гена зелёно-
го белка, обусловленная действием cmv-
промотора, приводит к резкому смеще-
нию синтетических процессов в сторону 
синтеза чужеродного зелёного белка, что 
приводит к гибели эмбриона. 

По-видимому, при использовании 
для получения трансгенных животных 
конструкций, включающих ген Nat1 че-
ловека под мощным cmv-промотором, на 
ранних стадиях развития эмбриона начи-
нают действовать сразу 2 процесса, не-
благоприятных для развития эмбриона. 

Во-первых, при высоком уровне экс-
прессии трансгена происходит усилен-
ное отвлечение аминокислот на синтез 
чужеродного белка под действием cmv-
промотора, что само по себе может при-
водить к гибели эмбрионов (рис. 2-4). 

Во-вторых, повышенный синтез фер-
мента NAT1 человека, который вызы-
вает снижение уровня фолиевой кисло-
ты, и тем самым может способствовать 
нарушениям процесса формирования 
нервной трубки и ненормальному раз-
витию плодов. 
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Рис. 4. Эмбрионы, погибшие на ранних стади-
ях развития. Наблюдается сильная экспрессия 
маркерного гена зелёного белка под cmv-про-
мотором в бластомерах.

 А                                                                                    Б 
Рис. 2. Умеренная экспрессия маркерного гена зелёного белка под cmv-промотором в разви-
вающемся эмбрионе (А – микроскопия в обычном свете, Б – в синем свете).

 А                                                                                    Б 
Рис. 3. Мощная экспрессия маркерного гена зелёного белка под cmv-промотором в од-
ном из бластомеров (указан стрелкой) эмбриона, погибшего на стадии двух бластомеров  
(А – в синем свете, Б – в обычном свете).
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Анализ результатов исследования 
группы из Аризонского университета 
[10] наводит на мысль, что неудачи в 
получении трансгенных животных с ин-
тегрированными генами Nat человека 
обусловлены неудачным выбором cmv-
промотора при создании генно-инже-
нерных конструкций, использованных в 
этом эксперименте. Это предположение 
подтвердилось и в последующих иссле-
дованиях этой группы. 

Принимая во внимание тот факт, 
что ген Nat1 человека начинает экс-
прессировать уже на стадии эмбриона, 
а повышенный синтез фермента NAT1 
человека может способствовать ненор-
мальному развитию плодов, исследова-
тели из Аризонского университета [11] 
попытались использовать при получе-
нии трансгенных мышей с интегриро-
ванным геном Nat1 человека конструк-
цию с индуцибельным промотором. В 
качестве такого промотора был исполь-
зован минимальный cmv-промотор с те-
трациклиновой регуляторной системой. 

Предполагалось, что эта конструк-
ция не должна экспрессировать во вре-
мя развития плода до его рождения и не 
оказывать на него вредного влияния, а 
начинать экспрессировать только после 
рождения в результате индукции докси-
циклином, который можно давать жи-
вотному с кормом или водой. Были по-
лучены 4 первичные (F0) трансгенные 
мыши-основатели линий с интегриро-
ванной конструкцией cmv-hNat1. Одна-
ко и в этом эксперименте при индук-
ции экспрессии трансгена наблюдалось 
лишь небольшое увеличение активно-
сти Nat1 человека в почках трансгенных 
мышей. 

Авторы не приводят данных об эм-
бриональной смертности и нарушени-

ях в развитии плодов, но в заключении 
вновь возвращаются к положению, 
выдвинутому ими ранее [10], что повы-
шенный уровень экспрессии трансгена 
(Nat1 человека) в организме мышей вы-
зывает критическое нарушение баланса 
в регуляции фолата с вытекающими из 
этого отрицательными последствиями 
[11]. Исходя из этого заключения авто-
ров, можно сделать вывод, что индуци-
бельный cmv-промотор по каким-то не-
выясненным причинам не сработал и не 
дал ожидаемых результатов. 

После этих неудачных попыток по-
лучения полноценных трансгенных 
мышей, экспрессирующих высокий 
уровень Nat1 и Nat2 человека, и переда-
ющих трансген по наследству, в 2011 г. 
группа канадских исследователей из 
университета г. Торонто опубликовала 
статью, в которой сообщалось о полу-
чении одной первичной (F0) трансген-
ной мыши с интегрированным геном 
Nat2 человека – основательницы линии 
[55]. Эта мышь была получена методом 
микроинъекции в пронуклеус зиготы 
конструкции, состоящей из кДНК гена 
Nat2 человека и энхансор/промоторной 
области гена альбумина мыши, которая 
была использована с целью вызывания 
экспрессии трансгена целенаправленно 
в печени. В геном этой мыши встрои-
лась только одна копия трансгена. 

О частоте интеграции трансгена в 
геном хозяина и об общей эффективно-
сти технологии трансгеноза авторы этой 
работы не сообщают. Поэтому сложно 
судить о влиянии экспрессии трансгена 
на развитие эмбрионов, эмбриональную 
смертность, жизнеспособность рождён-
ного потомства и нарушения постна-
тального развития. Но, судя по тому, что 
была получена только одна мышь, от-
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рицательное влияние повышенной экс-
прессии трансгена было значительным. 
В обсуждении результатов авторы также 
придерживаются версии исследовате-
лей из Аризонского университета [10] 
об отрицательном влиянии повышенно-
го уровня экспрессии Nat человека в ор-
ганизме трансгенных мышей на эмбри-
ональное развитие и жизнеспособность 
потомства [55]. 

В этом исследовании [55] основа-
телем линии послужила только одна 
мышь, в геном которой интегрирова-
лась только одна копия трансгена, ко-
торая создавала не очень высокий уро-
вень продукта экспрессии трансгена, и, 
как полагают авторы, благодаря этому 
мышь родилась живой и способной пе-
редавать трансген потомству. 

Если признать эту версию об одной 
копии трансгена корректной, то мож-
но предположить, что для получения 
трансгенных животных (мышей) с ге-
нами Nat1 и Nat2 человека целесоо-
бразно использовать генно-инженерные 
конструкции, созданные на основе ре-
тровирусных векторов, потому что эти 
конструкции интегрируются в геном хо-
зяина только в количестве одной копии 
[8, 12, 20]. 

В дальнейшем эта мышь была скре-
щена с мышами дикого типа В6 и пере-
давала трансген по наследству. Транс-
миссия трансгена потомкам составляла 
около 50%, что свидетельствует о встра-
ивании трансгена во всю популяцию го-
ноцитов. Эта мышь послужила основа-
телем трансгенной линии, которая была 
получена в результате скрещивания на 
протяжении 10-ти генераций.

Активность фермента NAT2 челове-
ка в печёночном цитозоле трансгенных 
мышей этой линии, измеренная с ис-

пользованием сульфаметазина (SMZ) 
– селективного субстрата для Nat2 че-
ловека, была в 40-80 раз выше чем у 
мышей В6 дикого типа. При этом ак-
тивность фермента была в 2 раза выше 
у самцов, чем у самок. В плазме крови 
у трансгенных мышей также был повы-
шенный уровень активности Nat2 чело-
века.

Заключение
Значительным ограничением в ис-

пользовании животных моделей для из-
учения метаболизма лекарств и оценки 
риска их применения для человека явля-
ется экстраполяция результатов, полу-
ченных в экспериментах на животных, 
на физиолого-биохимические процес-
сы, происходящие в организме челове-
ка, если имеются заметные межвидовые 
различия в ферментах метаболизма ксе-
нобиотиков. Для снятия этого ограниче-
ния необходимо получать трансгенных 
животных с человеческими генами, что-
бы создать более прогнозируемые моде-
ли изучения ферментов биотрансформа-
ции ксенобиотиков. Такие трансгенные 
биомодели будут иметь каталитическую 
активность, в большей степени сравни-
мую с таковой в клетках человека, и мо-
гут дать более точный ответ организма 
человека на тот или иной ксенобиотик.

Анализ литературных данных и ре-
зультатов собственных исследований 
свидетельствует, что при получении 
полноценных трансгенных мышей, экс-
прессирующих высокий уровень Nat1, 
Nat2 и Cyp3A4 человека и передающих 
трансген по наследству, возникают 
определённые трудности. 

Эти трудности связаны с тем, что ген 
Nat1 человека начинает экспрессиро-
вать в эмбрионах, находящихся на ста-
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дии бластоцисты, т.е. ещё до момента 
имплантации и нейруляции [52], а по-
вышенный уровень экспрессии трансге-
нов Nat человека приводит к снижению 
уровня фолиевой кислоты в эмбрионах 
и плодах мышей, что вызывает резорб-
цию эмбрионов или рождение детёны-
шей со значительными дефектами [11, 
51]. По мнению исследователей, зани-
мавшихся получением трансгенных 
мышей с генами Nat1 и Nat2 человека, 
выживают только потомки с невысоким 
уровнем экспрессии трансгена, имею-
щие, чаще всего, 1 копию трансгена [10, 
51, 55]. 

Если признать версию о достаточно-
сти одной копии трансгена корректной, 
то можно предположить, что для по-
лучения трансгенных мышей с генами 
Nat1, Nat2 и Cyp3A4 человека целесоо-
бразно использовать генно-инженерные 
конструкции, созданные на основе ре-
тровирусных векторов, потому что эти 
конструкции интегрируются в геном хо-
зяина только в количестве одной копии 
[8, 20, 46]. 

Существенным моментом, на кото-
рый следует обратить внимание при 
получении трансгенных животных, и в 
частности мышей с интегрированными 
генами Nat1 и Nat2 человека, являет-
ся подбор промоторов для генно-ин-
женерных конструкций. Как показали 
наши исследования [1], для получения 
трансгенных животных малопригодны 
разные варианты цитомегаловирусного 
промотора, т.к. этот промотор начина-
ет включать экспрессию трансгена на 
очень ранних стадиях развития эмбрио-
на, что, чаще всего, приводит к гибели 
эмбриона или плода. 

По нашим данным, чрезмерная экс-
прессия трансгена на ранних стади-

ях развития эмбриона, обусловленная 
действием cmv-промотора, приводит к 
резкому смещению синтетических про-
цессов в сторону синтеза чужеродного 
белка, что вызывает усиленное отвлече-
ние аминокислот на синтез этого белка 
и гибель эмбриона [1]. 

Для исключения влияния мыши-
ной эндогенной NAT-активности на 
процессы, происходящие в организме 
трансгенных мышей под действием ин-
тегрированного чужеродного гена Nat1 
человека, этих мышей скрещивают с 
мышами, имеющими двойной нокаут 
обоих генов Nat1 и Nat2. 

Нами показано, что экспрессия 
трансгена Nat2 человека значительно 
подавляет синтез эндогенной мышиной 
мРНК Nat2 (аналог Nat1 человека) в пе-
чени и других тканях трансгенных мы-
шей [10].

Можно предположить, что путём 
скрещивания между собой мышей 
трансгенных по Nat1 и Nat2 человека 
можно получить линии мышей, у кото-
рых будут экспрессировать одновремен-
но трансгены Nat1 и Nat2 человека на 
фоне пониженного уровня мышиного 
эндогенного Nat2. 

В результате такого скрещивания 
нами получены гуманизированные 
мыши, которые могут служить хоро-
шими биомоделями в прогнозировании 
реакции человека на воздействие арила-
минов или гетероциклических аминов, 
как ксенобиотиков, так и многочислен-
ных лекарств.

Анализ собственных результатов и 
причин неудач в создании трансгенных 
животных позволил получить нам гу-
манизированных мышей с интегриро-
ванными генами Nat1 и Nat2, обеспечи-
вающими специфическую экспрессию 
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трансгенов, а также создать ДНК-кон-
струкции для животных, несущих ген 
CYP3A4. Для получения гуманизирован-
ных трансгенных мышей с генами Nat и 
CYP человека и с минимальным влияни-
ем эндогенных Nat мыши на процессы 
ацетилирования можно обойтись без 
использования нокаутных животных, 
у которых наблюдаются определённые 
физиолого-биохимические и морфоло-
гические нарушения. 
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Creation of humanized mice for pharmacological and 
toxicological research  

(progress, failures and prospects)

N.N. Karkischenko, V.P. Ryabykh, V.N. Karkischenko, E.M. Koloskova 

Analysis of successes and failures in obtaining transgenic mice with integrated human Nat genes and 
CYP3A4, based on the literature data and the results of our own research to use them as biomodels when 
tested pharmacological efficacy and toxicity of drugs. The analysis of possible causes of failure in obtaining 
transgenic mice with increased expression of human genes Nat1, Nat2, and CYP3A4, transmitting the 
transgene inheritance and humanized mice were done. The importance of the role of the promoter in the 
creation of genetically engineered structures discusses. Its own evidence that to obtain transgenic animals by 
microinjection method gene constructs into the zygotes pronucleus little different variants cytomegalovirus 
promoter (cmv). This cmv-promoter starts to include uncontrolled transgene expression at very early stages 
of embryo development, which often leads to his death provides. The possibility to obtain lines of humanized 
mice with integrated human genes Nat1 and Nat2 and a very low level of activity of endogenous Nat2 
without using mice with knockout genes, Nat1 and Nat2 for crossing with transgenic mice. The analysis of 
our own results and causes of failures in obtaining of transgenic animals helped to get us humanized mice 
with integrated Nat1 and Nat2 genes, providing specific transgenes expression and create DNA-construction 
for animals with CYP3A4 gene.

Key words: transgenic mice with integrated human genes, humanized mice, chimera animals,  
N-acetyltransferase (Nat1 and Nat2), cytochrome P450, Cyp3A4 genes, expression of Nat1, Nat2, and 
Cyp3A4 genes, choice and construction of promoters, biomodels, extrapolation to human population.
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