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ции хроматина и высокопроизводительного секвенирования (ChIP-seq) позволяет 
определять сайты, где конкретные белки связаны с ДНК на уровне всего генома 
(полногеномное распределение сайтов связывания). 

Подобно факторам транскрипции, белки Cas, в том числе Cas9, могут узна-
вать и связываться с участком ДНК, связанным направляющей РНК (рис. 4.1).  
В данном методе белок Cas9 заменяется на его каталитически неактивную 
форму (dCas9), которая в комплексе с одной направляющей РНК может свя-
зываться более чем с 1000 локусов ДНК, хотя менее чем 50% этих сайтов 
достоверно гидролизуются белком Cas9 [23]. Ряд исследований подтвердили 
расщепление в сайтах связывания dCas9, тогда как другие обнаружили, что 
редактирование генома в сайтах, связанных с Cas9, практически отсутствует. 
Например, Р. Ченчик и соавторы обнаружили, что из 43 локусов, предсказан-
ных с помощью метода ChIP-seq для направляющей РНК системы CRISPR/Cas,  
нацеленной на локус Trp53, двунитевые разрывы были подтверждены только 
по одному сайту в целевой и нецелевой последовательностях [24]. В другом 
исследовании К. Куску и соавторы картировали сайты связывания dCas9 
по всему геному для 12 различных направляющих РНК и обнаружили значи-
тельное расщепление в 50% предсказанных нецелевых сайтов [25]. Таким об-
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Рис. 4.1. Схема метода ChIP-seq.
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разом, этот метод может дать важную информацию о потенциальных сайтах 
связывания системы CRISPR/Cas9, но его результаты не всегда соответствуют 
реальной активности нуклеаз в сайтах вне целевой последовательности. 

4.2.4. Лентивирусные векторы, дефицитные по интегразе 

Технология с применением лентивирусных векторов, дефицитных по ин-
тегразе (Integrase-Defective Lentiviral Vectors, IDLV), была одной из первых для 
определения целевой и нецелевой активности ZFN на уровне полного генома [26].  
Векторы типа IDLV, как и их интеграза-компетентные лентивирусные гомологи, 
могут встраиваться в большинство клеток с высокой эффективностью. Однако, 
поскольку IDLV являются дефицитными по интегразе, они остаются в ядрах 
клеток-мишеней в качестве эписомальной ДНК. Такие эписомальные векторы 
могут быть интегрированы в сайты двунитевых разрывов, что легло в основу их 
применения для оценки неспецифической активности не только ZFN, но и TALE- 
и CRISPR/Cas-нуклеаз [27]. 

Для анализа потенциальных нецелевых сайтов векторы IDLV трансдуциру-
ются в клетки одновременно с системой редактирования генома, например, ZFN 
(рис. 4.2). Как только образуется двунитевой разрыв, IDLV интегрируется в это 
место. Затем выделяется геномная ДНК, которая фрагментируется до необходи-

Рис. 4.2. Схема метода IDLV.
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мого размера, и полученные фрагменты лигируются с адапторами. С помощью 
ПЦР и последующего секвенирования определяется геномное распределение 
сайтов встраивания IDLV, которые и представляют собой потенциальные неце-
левые локусы генома [26]. 

Основное преимущество данной технологии объясняется высокой эффек-
тивностью встраивания векторов IDLV в ядра клеток-мишеней, включая труд-
но трансфецируемые первичные клетки человека. Однако этот метод требует  
постановки соответствующих контрольных образцов, т.к. не исключено случай-
ное встраивание IDLV в геном клеток-мишеней [28].

4.2.5. Полногеномное определение двунитевых разрывов  
с помощью секвенирования 

Метод полногеномного определения двунитевых разрывов с помощью 
секвенирования (Genome-wide Unbiased Identification of DSBs Enabled by  
sequencing, GUIDE-seq) основан на включении в двунитевые разрывы, внесен-
ные Cas9, коротких двуцепочечных олигодезоксирибонуклеотидов (dsODN), 
защищенных фосфотиоатной связью (рис. 4.3) [30]. Такие dsODN служат меткой  
для дальнейшей амплификации участков генома, содержащих двунитевые раз-
рывы, которые затем идентифицируются с помощью высокопроизводительного 
секвенирования. Определение двунитевых разрывов происходит путем карти-
рования полученных прочтений на референсный геном. GUIDE-seq достаточно 
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Рис. 4.3. Схема метода GUIDE-seq.
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чувствителен и способен обнаруживать нецелевые сайты, встречающиеся с ча-
стотой 0,1% на клеточную популяцию.

Впервые данный метод был использован для выявления нецелевых сай-
тов 10 различных направляющих РНК, соответствующих разным генам клеток 
двух типов. Авторам удалось обнаружить нецелевые локусы, содержащие  
до 6 несоответствий между предполагаемыми сайтами связывания направляю
щей РНК и последовательностью мишени (т.е. в последовательности прото-
спейсера) [29]. С помощью метода GUIDE-seq было показано, что расщепление 
некоторых нецелевых сайтов встречается гораздо чаще, чем образуются двуни-
тевые разрывы в целевых локусах.

Принципиальным преимуществом данной технологии является точность, 
с которой встраивание dsODN может определять нецелевые сайты, а также пря-
мая корреляция между количеством прочтений в том или ином сайте и частотой 
образования двунитевых разрывов, внесенных системой CRISPR/Cas. Основное 
ограничение данного метода связано с низкой эффективностью трансфекции 
клеток-мишеней [28]. 

4.2.6. Прямое мечение разрывов in situ,  
обогащение с помощью стрептавидина и NGS

Технология прямого мечения разрывов in situ, обогащения с помощью 
стрептавидина и NGS (direct in situ Breaks Labeling, Enrichment on Streptavidin, and 
next-generation Sequencing, BLESS) предполагает картирование двунитевых разры-
вов по всему геному с помощью лигирования к свободным концам этих разрывов 
биотинилированного линкера с последующей гибридизацией биотинилированных 
фрагментов со стрептавидином (рис. 4.4). Меченные таким образом фрагменты 
затем лигируются с баркодирующим линкером; после чего проводят ПЦР с прай-
мерами, специфичными к использованным меткам, и секвенирование [30]. 

Преимуществом данного метода по сравнению с другими, основанными  
на мечении двунитевых разрывов, является то, что сами разрывы метятся лег-
че, чем белки, ассоциированные с ними. Несколько исследовательских групп, 
применивших BLESS для определения разрывов, привнесенных разными ва-
риантами Cas9, на мышах и человеческих клетках наблюдали низкую частоту 
нецелевой активности [31, 32]. Несмотря на то, что данный метод позволяет 
картировать разрывы по всему геному, с его помощью можно определить толь-
ко те двунитевые разрывы, которые имеются в момент их мечения, но не так 
называемые ранние разрывы, которые уже подверглись репарации [33].

4.2.7. �Полногеномное секвенирование транслокаций,  
опосредованное линейной амплификацией

Для определения («отслеживания») геномных транслокаций, полученных 
вследствие репарации двунитевых разрывов, внесенных программируемыми ну-
клеазами (TALEN и Cas9), разработана технология полногеномного секвенирова-
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ния транслокаций, опосредованного линейной амплификацией (Linear Amplifica-
tion-Mediated High-Throughput Genome-wide Translocation Sequencing, LAM-HT-
GTS) [34]. Согласно этому методу, введенная в клетку программируемая нуклеа-
за расщепляет последовательность затравки (DSB-затравки), полученный разрыв 
репарируется путем лигирования с другим двунитевым разрывом (рис. 4.5).  
В результате этого процесса могут возникать хромосомные транслокации 
в случае, если разрывы расположены в разных хромосомах или в разных ло-
кусах одной хромосомы. Затем геномная ДНК выделяется и фрагментируется 
с помощью ультразвука. Ввиду того, что последовательность затравки известна, 
с помощью линейной ПЦР с биотинилированным олигонуклеотидом, специфич-
ным к затравке, можно амплифицировать область транслокации, включающую 
неизвестный двунитевой разрыв. Биотинилированная одноцепочечная ДНК 
очищается с помощью магнитных частиц с иммобилизованным на поверхности 
стрептавидином. К концу очищенной биотинилированной ДНК лигируются 
адаптеры и проводится ПЦР. Полученные амплифицированные фрагменты 
подвергаются пробоподготовке для последующего высокопроизводительного 
секвенирования. Репарированные двунитевые разрывы, которые не подверглись 
транслокации, несут сайт узнавания эндонуклеазы рестрикции, который может 
быть использован для селективного расщепления, и не будут амплифицированы 
и секвенированы.

С помощью стандартной технологии LAM-HTGTS не удается идентифи-
цировать маленькие инсерции, делеции или однонуклеотидные замены, но она 
может быть модифицирована в соответствии с такими задачами. В этом случае 
потребуется бóльшая глубина секвенирования, что позволит компенсировать 
большое число прочтений нетранслоцированных мутаций и самой затравки. 

Рис. 4.4. Схема метода BLESS.

Секвенирование

Стрептавидин

Биотинилированный
адаптор

Геномная ДНК DSB

— Лигирование адапторов

— ПЦР

— Обогащение на магнитных 
     шариках со стрептавидином



Генетические технологии

146

Технология LAM-HTGTS представляет собой качественный метод для скрини-
рования клеток на крупные геномные перестройки, произошедшие в результате 
действия программируемых нуклеаз как в целевых, так и нецелевых последо-
вательностях. Однако следует отметить, что после образования двунитевых 
разрывов транслокации возникают с достаточно низкой частотой, по некото-
рым оценкам, — 1 транслокация на 300 клеток, что говорит об ограничениях 
применения данного метода для достоверного определения всех нецелевых 
локусов [35]. 

4.2.8. Секвенирование полного генома, «расщепленного» Cas9 in vitro

Белок Cas9 может выступать не только в роли инструмента редактиро-
вания генома, но также может быть использован in vitro в качестве нуклеазы 
для профилирования off-target эффектов выбранных направляющих РНК.  
Это и лежит в основе технологии секвенирования полного генома, «расщеплен-
ного» Cas9 in vitro (in vitro Cas9-digested whole genome sequencing, Digenome-
seq), согласно которой внеклеточная геномная ДНК расщепляется белком Cas9 
in vitro, и полученные фрагменты секвенируются с помощью NGS (рис. 4.6). 
Геномная ДНК выделяется из трансфицированных клеток двух типов — как 
с введенными нуклеазами, так и без них. Полученная ДНК подвергается мо-
дификации с использованием CRISPR/Cas9 in vitro. Для немодифицированных 
генов двунитевые разрывы будут внесены в точных (конкретных) позициях, 
таким образом, представляя профили прямого выравнивания после секве-

Рис. 4.5. Схема метода LAM-HTGTS.
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нирования [36]. Последовательности генов с мутациями будут отличаться 
от таковых у немодифицированных генов, которые не могут быть распознаны 
Cas9 in vitro, что приводит к ступенчатому выравниванию после секвениро-
вания. Таким образом, технология Digenome-seq дает возможность на основе 
профилей выравниваний последовательностей создать список потенциальных 
нецелевых сайтов распознавания нуклеазы CRISPR/Cas.

Технологию Digenome-seq можно применять и в формате мультиплекcи-
рования, что позволяет анализировать до 10 направляющих РНК одновре-
менно. Преимуществом данного метода является то, что для Digenome-seq 
не требуется амплификация, а разрывы, полученные in vitro, не подверга-
ются репарации. Также с помощью данной технологии не определяются 
двунитевые разрывы ДНК, возникающие в клетке случайным образом [37]. 
Однако искусственная среда внеклеточной геномной ДНК, в свою очередь, 
порождает потенциальный недостаток технологии Digenome-seq: различия 
между активностью in vitro и in vivo и специфичностью Cas9 могут привести 
к ложноположительным или ложноотрицательным результатам [38].

Чтобы выяснить, влияет ли структура хроматина в эукариотических 
клетках на мишень и на активность CRISPR/Cas9, авторы технологии 
Digenome-seq сначала идентифицировали серию идентичных эндогенных 
последовательностей ДНК, присутствующих в областях как с высокой,  
так и с низкой степенью компактизации хроматина, а затем измерили частоты 
мутаций для этих сайтов в клетках человека с помощью Cas9 в комплексе 
с полностью комплементарными (точными) и содержащими замены на-

Рис. 4.6. Схема метода Digenome-seq.
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правляющими РНК [39]. В отличие от точных направляющих РНК, те, что 
содержали замены, были очень чувствительными к состояниям хроматина.  
Это позволило предположить, что хроматин препятствует расщеплению ДНК 
вне цели. Затем с помощью методики Digenome-seq, проведенной параллель-
но на бесклеточной хроматиновой ДНК и не содержащей гистонов геномной 
ДНК, было показано, что в хроматиновой ДНК можно идентифицировать 
лишь небольшую часть двуцепочечных разрывов, обнаруженных в геномной 
ДНК. Это свидетельствует о том, что хроматин может ингибировать нецеле-
вые эффекты Cas9 по всему геному в клетках в пользу его специфичности.

4.2.9. �Селективное обогащение и идентификация меченых концов  
геномной ДНК с помощью секвенирования 

Технология селективного обогащения и идентификации меченых концов 
геномной ДНК с помощью секвенирования (Selective enrichment and Identification 
of Tagged genomic DNA Ends by sequencing, SITE-seq), как и BLESS, основыва-
ется на мечении двунитевых разрывов. Выделенная геномная ДНК подвергается 
модификации с помощью CRISPR/Cas9 in vitro (рис. 4.7), что приводит к воз-
никновению двунитевых разрывов как в целевых, так и в нецелевых областях. 
К свободным концам разрывов лигируется биотинилированнный адаптер, после 

Рис. 4.7. Схема метода SITE-seq.
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фрагментации ДНК следуют лигирование второго адаптера и гибридизация на 
магнитных частицах с иммобилизованным на поверхности стрептавидином. 
Полученные фрагменты амплифицируются, и проводится секвенирование [40]. 

В отличие от технологии BLESS, SITE-seq не зависит от эндогенной репа-
рации. Таким образом, с помощью данной технологии можно выявлять большее 
число нецелевых сайтов, которые, в свою очередь, определяются в соответствии 
с профилями (паттернами) выравнивания, благодаря чему величина покрытия 
анализируемых последовательностей может быть значительно снижена [37].

4.2.10. �Циркуляризация для определения  
двуцепочечных разрывов и секвенирование

Технология циркуляризации для определения двуцепочечных разрывов 
и секвенирования (Circularisation for in vitro reporting of cleavage effects by sequen-
sing, CIRCLE-seq) характеризуется большей чувствительностью по сравнению 
с описанной ранее Digenome-seq [41]. Для применения CIRCLE-seq выделенная 
фрагментированная геномная ДНК замыкается в ковалентно замкнутое кольцо 
(т.е. циркуляризуется) и подвергается расщеплению с помощью CRISPR/Cas9  
in vitro (рис. 4.8). При взаимодействии нуклеазы Cas9 как с целевыми,  
так и с нецелевыми локусами кольцевые ДНК превращаются в линейные 
структуры со свободными концами, к которым лигируются адаптеры, затем 
проводится ПЦР с последующим секвенированием.

Следует отметить, что авторы данной технологии при ее разработке при-
меняли стратегии, не зависимые от эндонуклеаз рестрикции, для генерации 

Рис. 4.8. Схема метода CIRCLE-seq.
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и последующего ферментативного отбора одного из двух типов ковалентно 
замкнутых структур ДНК: присоединение «шпильки» к концам ДНК или 
циркуляризация линейных фрагментов ДНК. Сравнение этих двух подходов 
показало, что циркуляризация на несколько порядков более эффективна в обо-
гащении фрагментов геномной ДНК, расщепленной Cas9-нуклеазой. Важно 
отметить, что почти все идентифицированные сайты, обнаруженные при 
использовании линейных фрагментов ДНК с концами, замкнутыми в шпиль-
ки, также были определены по циркуляризованной ДНК, и число прочтений 
в обоих случаях строго коррелировало. Это позволило предположить, что 
циркуляризация не смещает диапазон или частоту идентифицированных не-
целевых сайтов. 

Технология CIRCLE-seq характеризуется достаточно низкой частотой 
фоновых прочтений (ридов), занимающих небольшую долю (~1,7%) от общего 
числа полученных прочтений, что позволяет с ее помощью достоверно иден-
тифицировать нецелевые сайты. Полученные результаты с помощью данного 
метода можно анализировать и без референсной последовательности.

На сегодняшний день метод CIRCLE-seq является высокочувствитель-
ным и наиболее эффективным, с точки зрения секвенирования, подходом 
in vitro для полногеномного определения нецелевых сайтов расщепления 
нуклеаз CRISPR/Cas9 [41]. По сравнению с CIRCLE-seq, прочтения SITE-seq  
и Digenome-seq дают только половину сайтов расщепления. По сравнению 
с Digenome-seq, CIRCLE-seq практически исключает высокий фон случай-

Рис. 4.9. Схема метода GOTI.

LoxP   LoxP
Cas9/BE + направляющая РНК
+ мРНК Cre рекомбиназы

Эмбрион на стадии 
двух клеток

14-дневный 
эмбрион

(линия мышей Ai9)

Сортировка клеток 
на проточном цитофлуориметре

Полногеномное высокопроизводительное
секвенирование

Выделение ДНК

CAG   STOP Tdtomato



Глава 4. Способы определения неспецифической активности систем редактирования генома

151

ных прочтений. Для обнаружения off-target сайтов CIRCLE-seq является 
более чувствительным, чем основанные на клетках методы. В большинстве 
случаев CIRCLE-seq может идентифицировать все нецелевые сайты в че-
ловеческой геномной ДНК, найденные с помощью GUIDE-seq — одного 
из наиболее чувствительных клеточных методов. Кроме того, CIRCLE-seq 
также идентифицировал новые «достоверные» нецелевые сайты, которые 
встречаются в клетках человека, демонстрируя, что он может обнаруживать 
новые нецелевые локусы, которые находятся ниже пределов обнаружения 
GUIDE-seq [42].

Стоит отметить, что каждый образец для проведения CIRCLE-seq требу-
ет относительно большого количества геномной ДНК для «циркуляризации»  
(~25 мкг), что может быть ограничивающим фактором, в зависимости от  
доступности исследуемых клеток.

4.2.11. �Полногеномный анализ нецелевых сайтов  
с помощью инъекции двуклеточного эмбриона

Авторы технологии полногеномного анализа нецелевых сайтов с помо-
щью иньекции двуклеточного эмбриона (Genome-wide Offtarget analysis by 
Two-cell embryo Injection, GOTI) редактировали одну бластомеру двуклеточно-
го эмбриона с помощью CRISPR/Cas9 и пометили ее красным флуоресцентным 
белком (рис. 4.9). На 14-е сутки развития мышиный эмбрион был разделен 
на отдельные клетки. Сортировка редактированных клеток и клеток дикого 
типа осуществлялась с помощью проточной цитофлюориметрии. Полученные 
группы клеток были отсеквенированы с помощью NGS с последующим био-
информатическим сравнительным анализом [43]. 

Следует отметить, что данный анализ in vivo позволяет максимально  
избежать «шумовых эффектов», вызванных экспансией клеток in vitro. Более 
того, поскольку как экспериментальная, так и контрольная группа относятся 
к одной оплодотворенной яйцеклетке, это может исключить влияние генети-
ческого фона. 

Высокая эффективность редактирования, удобство применения и низкая 
стоимость являются основными причинами популярности систем CRISPR/Cas 
как в академических, так и в трансляционных приложениях. Тем не менее, 
важно отметить, что самым большим ограничивающим фактором для кли-
нического использования программируемых нуклеаз (CRISPR/Cas, TALEN, 
ZFN) является наличие нецелевых эффектов. Определение как целевых, так 
и нецелевых сайтов расщепления имеет решающее значение не только для 
того, чтобы понимать потенциальные побочные эффекты технологий ре-
дактирования генома, но и для создания новых систем, характеризующихся 
большей специфичностью. 

Наиболее часто применяемые методы для оценки нецелевой активности 
нуклеаз представлены в табл. 4.1. Все эти методы можно разделить на две 
большие категории: клеточный (cell-based) и in vitro подходы. 
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Таблица 4.1. Методы оценки нецелевой активности нуклеаз
Метод Описание Преимущества Ограничения
IDLV Метод, использующий 

клеточные культуры,  
в котором дефектные  
по интегразе лентивирус-
ные векторы встраивают 
селективный маркер в 
сайты индуцированных 
нуклеазой двуцепочеч-
ных разрывов. Сайты 
интеграции векторов 
обогащаются с помощью 
линейной амплификации 
с последующим высо-
копроизводительным 
секвенированием

Некоторые типы 
клеток могут 
эффективнее 
инфицироваться 
лентивирусными 
частицами, чем 
трансфецировать-
ся двуцепочечной 
олигодезоксинуклео
тидной (dsODN) 
меткой

Относительно  
нечувствителен из-за не-
высокой эффективности 
интеграции  
и необходимости обога-
щения для преодоления 
этого. Высокий уровень 
фона, поскольку IDLV 
все еще сохраняют 
способность случайной 
интеграции в клеточ-
ный геном в отсутствие 
нуклеазоиндуцированных 
двуцепочечных разрывов. 
Интеграция IDLV может 
происходить на некото-
ром расстоянии от раз-
рыва, вызванного нуклеа-
зой, поэтому может быть 
сложнее картировать 
соответствующие сайты

GUIDE-
seq

Основан на эффективной 
интеграции олигонуклео
тидных меток (dsODN)  
в двуцепочечные разры-
вы в живых клетках  
с последующей  
амплификацией  
и высокопроизводитель-
ным секвенированием

Высокая эффектив-
ность интеграции 
меток (dsODN) 
в двуцепочечные 
разрывы повышает 
чувствительность. 
Количественная 
корреляция меж-
ду числом ридов 
GUIDE-seq и часто-
той мутаций  
в живых клетках

Требуется эффективная 
трансфекция клеток 
dsODN меткой, что может 
быть затруднительно  
для чувствительных  
типов клеток или  
в условиях  
in vivo

HTGTS Обнаруживает нецелевые 
двунитевые разрывы, 
индуцированные нуклеа
зой, путем наблюдения 
транслокационных 
соединений между двумя 
нуклеазоиндуцированны-
ми двунитевыми разры-
вами

Может применяться 
для обнаружения 
off-target активно-
сти нуклеаз, когда 
нуклеазы доставля-
ются in vivo

Индуцированные нуклеа-
зой транслокации редки. 
Транслокации происходят 
чаще с сайтами в одной и 
той же хромосоме  
или между хромосомами, 
расположенными  
в ядре в непосредствен-
ной близости

BLESS Основан на лигировании 
in situ адаптеров  
к концам нуклеазо-инду-
цированных двуцепочеч-
ных разрывов в фиксиро-
ванных клетках

Не требует  
доставки  
и включения  
экзогенной ДНК

Потеря информации  
о нуклеазоиндуциро-
ванных двуцепочечных 
разрывах, которые были 
ранее восстановлены с 
помощью репарационных 
систем клеток

Окончание табл. 4.1 см. на стр. 153.
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Метод Описание Преимущества Ограничения
DIGE-
NOME- 
seq

In vitro метод, основан-
ный на обнаружении 
Cas9-расщепленной 
геномной ДНК путем 
секвенирования всего 
генома

Не требует ПЦР Нет обогащения для 
расщепленных нуклеазой 
последовательностей и 
требуется большое коли-
чество ридов (~400 млн). 
Высокий уровень фона. 
Не дает информации о 
том, как клеточные фак-
торы влияют на off-target 
активность нуклеаз

SITE-
seq

Метод in vitro, основан-
ный на расщеплении вы-
сокомолекулярной ДНК  
с помощью Cas9,  
с последующей фермен-
тативной фрагментацией, 
лигированием биотини-
лированного адаптера, 
обогащением и секвени-
рованием

Обогащаются рас-
щепленные нукле-
азой фрагменты. 
Уменьшает количе-
ство необходимого 
числа ридов

Прочтения содержат 
только половину расще-
пленного сайта. Не дает 
информации о том, как 
клеточные факторы вли-
яют на off-target актив-
ность нуклеаз

CIRCLE-
seq

Метод in vitro, в котором 
геномная ДНК рандомно 
фрагментируется, цирку-
ляризируется с образова-
нием ковалентно замкну-
тых молекул двуцепочеч-
ной ДНК. Полученные 
кольца расщепляются  
с помощью Cas9 как по 
целевым, так и по off-tar-
get-сайтам. Это позволяет 
селективно секвенировать 
двуцепочечные разрывы, 
индуцированные  
нуклеазой

Высокое обога-
щение, поэтому 
требуется меньше 
прочтений (3–5 млн 
прочтений);  
прочтения содержат 
обе половины  
сайтов расщепления

Отсутствует информация 
о том, как клеточные 
факторы влияют на  
off-target активность  
нуклеаз. Требуется боль-
шое количество геномной 
ДНК

В целом, с помощью клеточных подходов можно непосредственно обна-
ружить нецелевые сайты, которые расщепляются в конкретном типе клеток; 
однако такие методы отличаются повышенными требованиями к исследуе-
мым клеткам, а именно, их способности к культивированию и трансфекции. 
Напротив, подходы (методы) in vitro могут быть более чувствительными 
и более масштабируемыми, чем клеточные. Оба подхода, в конечном счете, 
требуют последующей валидации in vivo, чтобы подтвердить, приводят ли 
нецелевые сайты, идентифицированные этими методами, к «достоверному» 
(настоящему) мутагенезу в клетках или тканях, модифицированных геном-ре-
дактирующими нуклеазами [42]. 

Все методы, рассмотренные в данной главе, имеют сильные и слабые сто-
роны, и необходим тщательный отбор, чтобы найти лучший для конкретного 
эксперимента по редактированию генома. Методы in vitro, такие как CIRCLE-
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seq, Digenome-seq и SITE-seq, являются наиболее полными, тем не менее, 
обнаруженные с их помощью нецелевые мутации должны быть подтверждены 
в последующих экспериментах на клетках. Методы, подобные GUIDE-seq,  
напрямую и количественно оценивают нецелевые мутации в клетках, но имеют 
ограничения для последовательного обнаружения сайтов с низкой частотой му-
таций (<0,1%). Методы, основанные на лигировании, могут быть полезны для 
понимания кинетики целевого и нецелевого редактирования генома. 

Алгоритмы для конструирования направляющих РНК будут совершенство-
ваться с ростом знаний о механизмах активности на мишени и вне ее, а сочетание 
нуклеаз с высокой точностью воспроизведения с оптимально сконструированны-
ми направляющими РНК еще больше повысит точность системы CRISPR/Cas9. 
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ГЛАВА 5
Нозологические и терапевтические аспекты 
редактирования генома животных

Процедуры генной терапии, как и любое другое внедрение в обращение 
нового лекарственного препарата, должны пройти тестирование, в том числе 
на животных моделях на стадии доклинических испытаний.

Как и во всех животных моделях, для изучения эффективности генной 
терапии наиболее ценными считаются те из них, которые максимально точно 
воспроизводят физиологические и патологические процессы, возникающие 
и протекающие в организме человека.

В большинстве своем животные, используемые для моделирования, явля-
ются в той или иной степени генетически модифицированными организмами. 
Не редки случаи, когда для моделирования того или иного заболевания в ходе 
одного эксперимента производится скрещивание различных линий, например, 
грызунов. В последние годы учащаются примеры создания трансгенных жи-
вотных под конкретные цели и направления исследовательской деятельности. 
Для этого питомники, занимающиеся разведением лабораторных животных, 
предлагают трансгенные, нокаутные линии грызунов с «выключенными» по вы-
бору заказчика генами, животных с гиперэкспрессией (нок ин) или со сниженной 
экспрессией (нокдаун) какого-либо гена. Помимо этого, по мере необходимости 
многие исследователи самостоятельно создают животных с генными мутациями 
в зависимости от тематики их научных изысканий.

Учитывая разнообразие заболеваний, лечение которых допустимо посред-
ством генной терапии, для создания моделей используются разнообразные виды 
животных — от плодовых мух (Drosophila melanogaster) до крупного рогатого 
скота или лошадей.

Сравнительные исследования показали, что геном человека примерно на 
70–90% гомологичен геному мышей, но с большим количеством ключевых 
вариаций (например, некоторые мышиные и человеческие генные продукты 
практически идентичны, в то время как другие почти не распознаются как близ-
кородственные), на 75% — геному собак и на 71% — геному свиней. Кошки 
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и приматы имеют гомологию с геномом человека на 73%. Среди 768 извест-
ных генов крупного рогатого скота 638 (83%) могут быть идентифицированы 
как идентичные генам человека. Все кроличьи хромосомные окраски, кроме 
окраски Y, гибридизуются с хромосомами человека, и все хромосомные окра-
ски человека, кроме окраски Y, гибридизуются с хромосомами кролика.  По-
следовательность ДНК шимпанзе на 98,8% идентична нашей, в то время как 
геном плодовой мухи и геном человека имеют 60% общих генов. Кроме того, 
мы разделяем около 50% наших генов с бананом [1].

И все же, несмотря на сходство последовательностей генома с человеком, 
большинство модельных организмов обычно не страдают от тех же генетических 
заболеваний, что и люди. Поэтому ученые должны находить способы вносить 
изменения в геномы животных, чтобы вызвать патологические состояния, свой-
ственные человеку. Таким образом, для того, чтобы попытаться создать генети-
ческую животную модель для человеческого заболевания, важно знать, какая му-
тация вызывает заболевание, чтобы внести ее в соответствующий ген животного.

Трансгенные животные используются для моделирования различных забо-
леваний человека, таких как нейродегенерация, артериосклероз, онкологические 
и инфекционные заболевания, а также многие другие.

Исследователи подходят к задаче создания животных моделей двумя ос-
новными способами: один направлен и обусловлен заболеваниями, а другой 
не направлен и не подвержен мутациям. Направленный подход, основанный на 
заболевании, может использовать любой из нескольких способов в зависимости 
от конкретного типа мутации, вовлеченной в исследуемое заболевание.  Об-
щие направленные методы включают трансгенез, нокин, нокдаун или нокаут 
по одному гену, условные модификации генов и  хромосомные перестройки. 
Ненаправленный, управляемый мутациями способ генерирования мутации 
подразумевает использование радиационного излучения  или химических 
веществ.  Одним из распространенных приемов, связанных с этим методом, 
является крупномасштабный мутационный скрининг [2].

Наиболее эффективными методами получения мутаций, относящимся 
к крупномасштабному мутационному скринингу, являются воздействие рент-
геновского излучения и химического мутагена — N-этил-N-нитрозомочевины. 
Рентгеновские лучи часто вызывают большие делеционные и транслокационные 
мутации, в которые вовлекается множество генов. В свою очередь, применение 
N-этил-N-нитрозомочевины связано с мутациями внутри отдельных генов, 
например, точечными мутациями, и поэтому ее зачастую используют при мо-
делировании на таких организмах, как данио-рерио (Danio rerio). Такие модели 
считаются особенно полезными для выявления новых путей и генов, которые 
способствуют развитию заболевания. Таким образом, данные методы заключа-
ются в скрининге с целью определения родства фенотипов полученных моделей 
с заболеваниями человека посредством использования косвенных подходов для 
провоцирования мутаций в геномах животных моделей.

Вставка полных человеческих генов в геномы соответствующих видов 
животных представляет собой привлекательное объединение соответствую
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щих сильных сторон для каждой системы, которое может быть особенно 
полезным для тестирования специфических для человека элементов функции 
гена, регуляции или реакции на потенциальные терапевтические средства для 
заболевания или состояния. Этот подход часто включает вставку протяженных 
последовательностей ДНК с промоторами, нетранслируемыми фланкирую-
щими областями и интронами, которые чаще всего превышают пропускную 
способность обычно используемых плазмидных и вирусных систем. Трансгенез 
может быть произведен как путем внесения чужеродной ДНК непосредственно 
в эмбрион, так и путем внедрения трансгена в ДНК организма посредством 
ретровирусного вектора. Впервые переносы генов мышей были выполнены ещё 
в 1980 г., однако в то время методы трансгенеза были далеки от оптимальных. 
В результате чужеродная ДНК внедрялась в небольшое количество эмбрионов 
и непоследовательно передавалась следующему поколению. Также небольшие 
трансгены могли встроиться в случайные сайты генома, и, в зависимости от их 
расположения, они не всегда экспрессировались. Недавно был разработан 
способ увеличения размеров фрагментов ДНК, используемых в трансгенезе, 
путем их клонирования в бактериальных (bacterial artificial chromosome, BAC) 
или дрожжевых (yeast artificial chromosome, YAC) искусственных хромосомах. 
Для доставки ВАС- или YAC-ДНК к зародышевой линии мышей могут быть 
использованы три различных метода: пронуклеарная инъекция очищенной ДНК, 
липофекция ДНК в эмбриональные стволовые клетки или слияние сферобластов 
дрожжей с эмбриональными стволовыми клетками. Среди этих трех методов 
микроинъекция выделенной ВАС- или YAC-ДНК в  зиготу является наиболее 
распространенным методом получения трансгенных животных [3].

Модели нокаут и нокин являются способами нацеливания мутации  
на определенный локус гена. Эти методы особенно полезны, если доказано, что 
основной причиной заболевания является один ген.  Нокаутированные мыши 
несут ген, который был инактивирован, что создает меньшую экспрессию 
и потерю функции; мышей нокин получают путем введения трансгена в точное 
место, где он гиперэкспрессируется. За эти годы у мышей было «нокаутировано» 
более 3000 генов, и большинство этих генов были связаны с заболеваниями [4].

Принцип создания нокаут и нокин животных одинаков: специфическая 
мутация вносится в эндогенный ген, а затем она передается следующему 
поколению посредством селекции. В некоторых случаях для этой процедуры 
требуется использование эмбриональных стволовых клеток (рис. 5.1), а в не-
которых проще и удобнее применять современную технологию направленного 
редактирования генома CRISPR/Cas (рис. 5.2). Одна из особенностей эмбрио-
нальных стволовых клеток заключается в их способности вносить изменения 
во все клеточные популяции при инъекции в бластоцисты, и они могут быть 
генетически модифицированы и отобраны для желаемых изменений гена.

В ходе гомологичной  рекомбинации происходят мутации.  Это процесс, 
который физически перестраивает две нити ДНК для обмена генетическим мате-
риалом. Таким образом, в модельный ген могут быть введены многие типы му-
таций, включая нулевые или точечные мутации, а также сложные хромосомные 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/dna-flanking-region
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/dna-flanking-region
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/intron
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/plasmid
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/embryonic-stem-cell
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1569199317308809#bb0335
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/microinjection
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/zygote
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/transgenic-animal


Генетические технологии

160

перестройки, такие как большие делеции, транслокации или инверсии. Многие 
нокаут и нокин мыши имеют очень сходные фенотипы с людьми и, следователь-
но, являются хорошими моделями для заболеваний человека.

Одним из недостатков использования трансгенных, нокаут и нокин мы-
шей для изучения заболеваний человека является то, что многие нарушения 
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ассоциированный

с болезнью человека

Редактирование
генома

Трансфекция Трансфекция
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Рис. 5.1. Способы модификации генов у приматов для изучения заболеваний человека 
посредством инъекций эмбриональных или плюрипотентных стволовых клеток в бластоцисты, 

переносом ядер соматических стволовых клеток или внутрицитоплазматической инъекцией 
сперматогониальных стволовых клеток в цитоплазму зиготы. 
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возникают в позднем возрасте, и когда гены изменяются для моделирования 
таких заболеваний, мутации могут оказывать глубокое влияние на разви-
тие и вызывать раннюю смерть.  Эти эффекты исключают использование 
животных моделей для изучения заболеваний взрослых людей.  К счастью, 
новая технология позволила генерировать мутации в определенных тканях  
и на разных стадиях развития, включая взрослое состояние. Для этого нужны 
мыши с двумя различными типами генетических изменений: одна — содер-
жащая условный вектор, который похож на «включенный  переключатель» 
для мутации, и другая — содержащая определенные сайты, называемые loxP, 
вставленные по обе стороны от целого гена или части гена, который кодирует 
определенный компонент белка, который будет удален. Условный вектор для 
гена получают, вставляя последовательности распознавания для бактериальной 
Cre-рекомбиназы (сайты loxP) с использованием гомологичной рекомбинации 
в эмбриональных стволовых клетках. Вектор содержит устойчивый к препа-
рату (чаще всего антибиотику) маркерный ген, который позволяет выживать 
только целевым эмбриональным стволовым клеткам при воздействии пре-
парата. Таким образом, мутантные эмбриональные стволовые клетки могут 
быть отобраны и введены в эмбрион мыши-хозяина, который имплантируется 
суррогатной матери. 

Полученное потомство является химерами и имеет множество популяций 
генетически отличных клеток. Химерное потомство затем скрещивают, и полу-

Рис. 5.2. Схема получения нокаут и нокин мышей посредством технологии CRISPR/Cas.
А — инъекция направляющей РНК (gRNA) и Cas9 приведет к возникновению инсерций/делеций, которые 

могут привести к сдвигу рамок трансляции и ранней остановке синтеза белка (за счет возникновения 
стоп-кодона), тем самым создавая нокаутных (КО) мышей. В — добавление высокогомологичной 
ДНК-матрицы, содержащей специфическую мутацию, приведет к созданию нокин (KI) мышей в 

процессе гомологичной репарации. Реагенты вводятся в цитоплазму зиготы. Альтернативно они могут 
быть введены в пронуклеус зиготы, но цитоплазматическая инъекция является более простой и менее 

токсичной.
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ченное поколение имеет рекомбинантный эффекторный ген. Мышей, содержа-
щих Cre-рекомбиназу под контролем тканеспецифичных или индуцибельных 
регуляторных элементов, скрещивают с мышами, имеющими необходимые сай-
ты loxP. Когда Cre экспрессируется, рекомбинация происходит в сайтах  loxP, 
которые удаляют промежуточные последовательности, и результирующая му-
тация индуцируется в определенное время в определенных областях [5]. 

Вышеупомянутые достижения в использовании эмбриональных стволовых 
клеток и условных мутаций Cre/loxP помогли проложить путь к созданию моде-
лей для сложных заболеваний человека, включающих хромосомные перестрой-
ки. Мышиные модели этих расстройств могут быть созданы с использованием 
косвенных подходов, таких как облучение, но их полезность ограничена, по-
скольку патологические конечные точки непредсказуемы и не определены. Ис-
пользование  системы рекомбинации  Cre/loxP  преодолевает эти недостатки 
за счет внесения сайт-специфических мутаций, необходимых для получения 
точных моделей дефектов, вызванных хромосомными перестройками чело-
века. Эти мутации могут включать делеции хромосом, дупликации, инверсии 
и транслокации, а также хромосомные инсерции.

При всем разнообразии видов животных, на которых возможно моде-
лирование посредством создания точечных мутаций, те или иные из них 
более подходят для создания модели конкретного заболевания. Отдельно 
можно выделить моделирование на рыбах и нечеловекообразных приматах. 
Первые применяются, в основном, в качестве исходных моделей доставки 
генов. Тем не менее показана возможность их использования в качестве 
животных моделей заболеваний печени или рака [6]. Также были получены 
данные о создании на основе данио-рерио моделей для имитации развития 
сосудов [7, 8] и сердца [9, 10], регенерации сердца [11] и наследственной 
кардиомиопатии [12]. В свою очередь, моделирование заболеваний на не-
человекообразных приматах, если это необходимо, обычно происходит на 
завершающих этапах исследований, после получения положительных ре-
зультатов на других животных моделях. Это связано с высокой стоимостью 
данных моделей, т. к. манипулирование генами у обезьян гораздо сложнее, 
чем у других животных.

5.1.	 Рыбы

Рыбка данио-рерио является хорошей моделью для понимания патогенеза 
врожденных заболеваний человека, таких как ахроматопсия, кампомеличе-
ская дисплазия или нарушение развития нервного гребня. Одной из причин 
врожденной ахроматопсиии являются мутации в трансдуцине колбочек глаза 
GNAT2. С помощью рыбок-мутантов, у которых смоделировано отсутствие 
оптокинетического ответа f W21 (nof), была продемонстрирована возможность 
терапии данного нарушения с помощью направленной экспрессии белка дикого 
типа. В качестве вектора в данном исследовании использовались плазмидные 
ДНК [13].

https://www.nature.com/scitable/topicpage/Chromosomal-Abnormalities-Aneuploidies-290
https://www.nature.com/scitable/topicpage/Chromosomal-Abnormalities-Aneuploidies-290
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Другим примером может служить синдром Ваарденбурга (СВ), клинически 
проявляющийся телекантом, гетерохромией радужки, врожденной тугоухостью 
и отсутствием пигментации отдельных прядей волос. Известно, что данные 
нарушения вызваны мутациями в генах PAX3, MITF, WS2B, WS2C, SNAI2, 
SOX10, EDNRB, EDN3. Однако для моделирования проявления каждого кли-
нического признака было необходимо создать конкретную животную модель. 
Так, для моделирования частичного дальтонизма использовались nof-мутанты 
данио-рерио, для моделирования глухоты — мутанты японской оризии (Oryzias 
latipes), полученные химическим способом в результате крупномасштабного му-
тационного скрининга [14]. В свою очередь Н. Хомма и соавторы использовали 
CRISPR/Cas9 для разрушения длинноволнового опсина оризии и производили 
рыб-дальтоников [15]. Помимо этого, на основе японской оризии создаются 
модели для изучения органогенеза, метаболизма гемоглобина-билирубина 
и многих других процессов.

Для моделирования болезни Ниманна–Пика типа CI (NPC1), относящейся 
к группе лизосомных болезней накопления и характеризующейся аутосомаль-
но-рецессивным наследованием, В.Ч. Тсенг и команда, используя CRISPR/Cas9, 
сгенерировали двух npc1-null-мутантов. Поскольку NPC1 характеризуется пато-
логическим накоплением неэтерифицированного холестерина и гликолипидов 
в поздних эндосомах и лизосомах, а общие признаки заболевания выражаются 
в желтухе новорожденных, гепатоспленомегалии, судорогах, мозжечковой 
атаксии и снижении когнитивных функций, одна из моделей демонстрировала 
раннее поражение печени, а вторая представляла собой неврологический фено-
тип. Посредством CRISPR/Cas9 индуцировались разрывы двуцепочечной ДНК:  
на одноклеточной фазе развития в эмбрионы рыбок дикого типа (F0) инъеци-
ровали npc1-специфическую направляющую РНК (sgРНК) и мРНК, кодирую-
щую Сas9. Полученных таким образом рыбок выращивали до половозрелого 
состояния и скрещивали с особями дикого типа, получая эмбрионов F1. Посред-
ством ПЦР и фрагментного анализа эмбрионы F1 исследовались на возмож-
ность передачи зародышевой линии мутации npc1. В свою очередь, особи F0,  
несущие потенциальные мутации в зародышевой линии, были скрещены 
с особями дикого типа. Полученные от этого второго скрещивания рыбки F1 
выращивались до взрослого состояния и исследовались на наличие мутаций 
в гене npc1. В результате были идентифицированы два мутантных аллеля: 
npc1 y535 и npc1 hg37. Наблюдения показали задержку роста и преждевремен-
ную летальность npc1-мутантов, а гистологические исследования подтвердили 
содержание большого количества неэтерифицированного холестерина в печени 
молоди рыб [16].

Достаточно точную модель Х-сцепленной адренолейкодистрофии (ALD), 
взяв за основу данио-рерио, удалось создать Л. Р. Страчан и его команде. Это за-
болевание относится к группе пероксисомных болезней с Х-сцепленным рецес-
сивным типом наследования и обусловлено мутациями гена abcd1, что приводит 
к поражению миелина периферической и центральной нервных систем, а также 
надпочечников. Ген abcd1 кодирует трансмембранный белок ALDP, необходи-

https://ru.wikipedia.org/w/index.php?title=PAX3&action=edit&redlink=1
https://ru.wikipedia.org/w/index.php?title=Microphthalmia-associated_transcription_factor&action=edit&redlink=1
https://ru.wikipedia.org/w/index.php?title=WS2B&action=edit&redlink=1
https://ru.wikipedia.org/w/index.php?title=WS2C&action=edit&redlink=1
https://ru.wikipedia.org/w/index.php?title=SNAI2&action=edit&redlink=1
https://ru.wikipedia.org/w/index.php?title=EDNRB&action=edit&redlink=1
https://ru.wikipedia.org/w/index.php?title=EDN3&action=edit&redlink=1
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мый для метаболизма очень длинноцепочечных жирных кислот. Показано, что 
аминокислотная последовательность гена abcd1 данио-рерио на 70% идентична 
последовательности гена abcd1 человека, и в процессе онтогенеза экспресси-
руется в гомологичных областях. Для генерации мутантных аллельных линий 
abcd1 данио-рерио использовалась технология TALEN, с помощью которой 
в экзоне 1 генерировались мутации, приводящие к возникновению преждевре-
менных стоп-кодонов. Наблюдения показали у мутантных особей повышение 
концентрации в организме очень длинноцепочечных жирных кислот, развитие 
гипомиелинизации, снижение выживаемости, нарушение двигательной мото-
рики и задержки развития межпочечного органа (аналог надпочечников) [17].

5.2.	 Грызуны

Особенности биологии мышей позволили им стать излюбленными осно-
вами для моделей самых разных патологических состояний и процессов, даже 
с учетом того, что биология мелких грызунов значительно разнится с биологией 
более крупных видов животных, не говоря уже о человеке. Основная проблема 
состоит в том, что продолжительность жизни мышевидных грызунов коротка, 
поэтому изучение эффективности генной терапии обычно дополняется иссле-
дованиями на более крупных животных моделях. В связи с этим исследования 
генетических заболеваний на моделях крупных животных дополняют исследо-
вания на мышах, поскольку они имеют более протяженную продолжительность 
жизни, их размеры более схожи с размерами новорожденных младенцев или 
детей, их фоновая генетическая гетерогенность сходна с таковой у людей, 
и они генетически более тесно связаны с людьми, чем мыши.

Несмотря на это мыши и крысы относительно недороги, половое созре-
вание у них происходит быстро, плодовитость достаточно высока. Они непри-
хотливы к условиям содержания и кормления, а небольшие размеры позволяют 
содержать большое количество животных на сравнительно небольшой площади. 
Именно доступность мышиных моделей, а также наличие обширной базы знаний 
в отношении генетики и иммунологии позволяют проверить влияние генетиче-
ских манипуляций и экспериментальной терапии на физиологические и патоло-
гические процессы, протекающие в организмах-моделях. В свою очередь крысы 
значительно крупнее мышей, а следовательно, проводить с ними манипуляции 
и наблюдать развитие требуемого патологического процесса гораздо удобнее. 

Пептидный гормон лептин, относящийся к адипокинам, регулирует 
липидный обмен, оказывая анорексигенное действие, поэтому снижение его 
концентрации ведет к ожирению. Ю. Чен и коллеги в 2017 г. представили ме-
тодику получения модели крыс, страдающих ожирением, взяв за основу крыс 
линии Sprague Dawley. Нокаутирование рецептора лептина (Lepr) происходило 
посредством прямой инъекции транскрибированных in vitro мРНК, кодирующих 
пару TALEN, в зиготы крыс, в результате чего у 2 из 3 полученных детенышей 
были индуцированы соматические мутации, с высокой эффективностью пере-
дающиеся по зародышевой линии [18].
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Т. Ларчер и соавторы  для изучения МДД сгенерировали  DmdMDX-крыс 
посредством TALEN, направленных на экзон  23 гена Dmd [19]. Эти модифи-
цированные крысы демонстрировали значительное снижение мышечной силы 
и снижение спонтанной двигательной активности. DmdMDX-крысы могут стать 
новой адекватной некрупной животной моделью МДД.

Мышиные модели продолжают использоваться при изучении некоторых 
клинических проявлений муковисцидоза, неврологических и онкологических 
заболеваний, тяжелого комбинированного иммунодефицита, гемофилии, МДД, 
болезни Хантингтона, β-гемоглобинопатий, болезней обмена и многих других 
заболеваний, возможность генной терапии которых пока еще не доказана. 

При экспериментальной генной терапии заболеваний внутреннего уха 
(глухота, вестибулярная дисфункция) на мышах-мутантах была показана воз-
можность частичного восстановления утраченных функций посредством замены 
гена, увеличения гена, а также нокаута и нокдауна генов [20]. К.Дж. Кэролл 
и соавторы инъецировали плазмидные ДНК, кодирующие Cas9, экспрессия кото-
рого регулировалась промотором Myh6, в зиготы мыши для получения трансген-
ных мышей. Этот тип мышей устойчиво экспрессировал Cas9 исключительно 
в кардиомиоцитах сердца.  Авторы доставили sgРНК, нацеленные на  Myh6, 
с помощью аденоассоциированного вируса (AAV) и индуцировали редактиро-
вание специфичного для сердца гена. В итоге они вызывали гипертрофическую 
кардиомиопатию у трансгенных мышей [21]. Внедрив миссенс-мутацию в ло-
кусы Scn8a, команда Дж. М. Джонс создала мышиную модель эпилептической 
энцефалопатии с ранним началом, используя TALEN. Данные показали, что эта 
мышиная модель будет полезна для изучения развития патогенеза и терапии 
ранних приступов [22].

В 2014 г. группа исследователей под руководством В. Ксю описала новую 
методику создания модели злокачественных новообразований печени in vivo 
у мышей дикого типа с помощью системы CRISPR/Cas, демонстрируя возмож-
ность индукции прямой мутации генов-супрессоров опухолей и онкогенов в пе-
чени. Для этого плазмидная ДНК, кодирующая Cas9 и sgРНК, непосредственно 
нацеленные на гены-супрессоры опухолевой активности Pten и p53, вводились 
сочетанно и по отдельности посредством гидродинамической инъекции непо-
средственно в печень (рис. 5.3) [23]. 

В том же году Р. Платт и его коллеги продемонстрировали прямое редакти-
рование генома посредством AAV-обусловленной экспрессии Cre и sgРНК в мозге 
Cre-зависимых трансгенных нокин Cas9-мышей. Спустя 3 недели после инъекции 
глубокое секвенирование локуса NeuN показало, что белок Cas9 был функциона-
лен и способствовал образованию инсерций/делеций на мишени. На основании 
полученных результатов эта же группа исследователей провела эксперимент 
по AAV-доставке кассет U6-sgРНК для супрессоров неоплазий KRAS, p53 и LKB1 
(AAV-KPL). Спустя 2 мес после инокуляции вируса с помощью компьютерного 
томографического исследования у всех обработанных AAV-KPL мышей в легких 
обнаружились узелки, средняя опухолевая нагрузка которых за 2 мес составила 
приблизительно 10% объема легких. Гистологическое и генетическое исследо-
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вания этих новообразований показали, что это аденокарциномы легкого, развив-
шиеся из множественных альвеолярных аденом, возникших в течение первого 
месяца после инокуляции векторной конструкции [24].

Для фармакологических и токсикологических исследований особенно 
востребованы гуманизированные модели — трансгенные животные, содержа-
щие функционирующие гены, клетки, ткани или иные морфофункциональные 
структуры организма человека. Так, были созданы модели мышей, несущие му-
тантный или человеческий ген β-гемоглобина, позволившие изучить и улучшить 
понимание нормальной регуляции генов гемоглобина, а также основы развития 
серповидно-клеточной анемии или β-талассемии [25].

Вначале проводились исследования по получению in vivo гуманизированных 
моноклональных антител, ценность которых заключается в большей терапевтиче-
ской эффективности по сравнению с оригинальными антителами грызунов [26, 27].  
Еще в конце XX в. были созданы гомозиготные гуманизированные мыши, у ко-
торых был заменен оригинальный ген константной области легкой цепи каппа 
на ген каппа-C человека. Причем полученные мыши продуцировали нормальные 
концентрации сывороточных антител, большинство из которых несли химерные 
легкие каппа-цепи и проявляли нормальные иммунные ответы [26]. В 2014 г. 
было сделано сообщение о крупномасштабной генетической гуманизации in situ 
генов мышиного иммуноглобулина. Процедура выполнялась с помощью специ-
ально сконструированных рекомбинантых таргетирующих векторов на основе 
BAC, сочетающих ВАС человека и мыши, посредством пронуклеарной инъек-
ции бластоцисты или восьмиклеточной морулы мышей. В результате 6 млн пар 
нуклеотидов мышиных генов иммунной системы были точно и in situ заменены 
ортологичными генами человека, причем функционально и морфологически 
сама иммунная система гуманизированных мышей была неотличима от таковой 
у мышей дикого типа [28]. Результаты этого исследования открыли возможность 
для гуманизации других массивных локусов, например, основных локусов гисто-
совместимости или локусов, кодирующих Т-клеточный рецептор [29].

Рис. 5.3. Гидродинамическая инъекция плазмид pX330, экспрессирующих Cas9 и sgРНК, 
нацеленных на последовательность гена Pten, мышам дикого типа для индукции временной 

экспрессии компонентов системы CRISPR/Cas в гепатоцитах.

Cas9+sgPten

Pten
ATG
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Такие животные особенно востребованы для моделирования инфекцион-
ных заболеваний (рис. 5.4), при которых размножение патогена в организме 
грызунов невозможно, или ввиду отсутствия способности вызывать у мышей 
иммунный ответ, аналогичный человеческому. 

Для репликации возбудителей заболеваний, таких как корь или ко-
ронавирусная инфекция ближневосточного респираторного синдрома  
(MERS-CoV), в организме мыши достаточно внесения одного или неболь-
шого числа провирусных генов. Так, путем экспрессии на всю длину чело-
веческого варианта белка вирусного рецептора дипептидилпептидазы IV или  
CRISPR/Cas-опосредованным внесением аминокислотных изменений в мы-
шиную молекулу дипептидилпептидазы IV мышь сделали пермиссивной для 
репликации возбудителя MERS-CoV [30, 31].

В другом докладе сообщалось о создании полностью иммунокомпетентной 
мышиной модели заболевания вирусом Зика путем адаптации возбудителя через 
замену гена stat2 мыши геном stat2 человека (рис. 5.5) [32]. 

Несмотря на подобные успехи в редактировании генома, некоторым 
вирусным патогенам требуется целый ряд генов в организме хозяина, способ-
ствующих внедрению и репликации вирионов, а также индукции заболевания. 
И, конечно, не стоит забывать об ограничениях, накладываемых различиями 
в иммунной системе человека и грызунов, при использовании стандартных 
или генетически гуманизированных линий мышей. Поэтому для преодоле-
ния этих осложнений, препятствующих моделированию ответной реакции 
человеческого организма на патоген, используются мыши с ксенотрансплан-
тированными тканями человека. За основу таких моделей берутся линии 
мышей с функционально отсутствующей адаптивной иммунной системой 
(например, мыши, нокаутированные по генам rag-1 или IL2RG). Эти мыши 
являются пермиссивными для приживления клетками иммунной системы че-
ловека при условии удаления некоторых других мышиных генов (например, 
обычной гамма-цепи рецептора IL-2). Мышей с ксенотрансплантированной 

Рис. 5.4. Примеры мышиных моделей, используемых при исследованиях инфекционных 
заболеваний человека.
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иммунной системой человека используют для изучения терапии широкого 
спектра заболеваний, включая малярию, лихорадку Денге, туберкулез и вирус 
гриппа. Особую пользу принесли эти модели при изучении патогенеза ВИЧ 
и эффективности антиретровирусной терапии ВИЧ, имитируя процессы, про-
исходящие в организме человека. Надо учитывать, что до появления в 1988 г. 
мышей с привитой иммунной системой человека СВ17 единственной моделью 
для изучения ВИЧ были шимпанзе [33].

В настоящее время популярны три основных метода внедрения иммунной 
системы человека в организм иммунодефицитных мышей (рис. 5.6). 

Первая из них — модель Hu-PBL-SCID — создана посредством внутри-
венной инъекции лейкоцитов периферической крови человека. Эта модель 
прекрасно подходит для изучения функции Т-клеток человека in vivo, т.к. при-
водит к приживлению CD3+ T-клеток в течение первых 7 дней после инъекции, 
вследствие развития летальной ксеногенной болезни в течение 4–8 нед имеет 
короткое экспериментальное окно. 

Вторая модель — Hu-SRC-SCID — представляет собой внутримышечное 
(в область бедра) или внутривенное введение CD34+-гемопоэтических стволо-

Рис. 5.5. Создание иммунокомпетентной мышиной модели вирусной инфекции Зика.
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вых клеток, полученных из костного мозга, пуповинной крови, печени плода 
или периферической крови. Эта модель поддерживает полное приживление 
иммунной системы человека, демонстрируя присутствие В-клеток, Т-клеток, 
миелоидных клеток и антигенпрезентирующих клеток в периферических кровет-
ворных тканях. Однако образующиеся в костном мозге гранулоциты, эритроциты 
и тромбоциты детектируются в цельной крови только в небольших количествах. 
BLT-модель является продуктом третьего варианта внедрения иммунной системы 
человека в мышиный организм. Модель создана в результате трансплантации 
клеток печени и тимуса плода человека под капсулу почки мыши в сочетании 
с внутривенной инъекцией аутологичных гемопоэтических стволовых клеток 
печени плода. Как и у предыдущей модели, у BLT-модели развиваются все линии 
кроветворных клеток человека, и помимо этого, надежная мукозальная иммунная 
система. Кроме того, Т-клетки образуются в тимусе, аутологичном человеческо-
му, и ограничены человеческим лейкоцитарным антигеном. Несмотря на это, 
данная модель также имеет ограниченные временн'ые рамки для эксперимента 
по причине развития синдрома «трансплантат против хозяина» [34]. 

Несмотря на свою полезность, животные модели ксенотрансплантатов 
человека имеют ограничения, основными из которых является эффективность 
приживления и отторжение ткани и невозможность полностью предсказать 
иммунные реакции человека, такие как ответы антигенспецифических антител. 
Однако не стоит забывать, что именно благодаря этим моделям был осуществлен 
прорыв в изучении патогенеза и терапии чумы в XX в.

Необходимость создания трансгенных животных, несущих высокодиффе-
ренцированные человеческие гепатоциты, возникла для моделирования инфи-
цирования вирусом гепатита В человека в связи с тем, что обычные мыши ока-
зались невосприимчивы к HBV (cccDNA не встроена в мышиные гепатоциты). 
Еще в середине 1980-х гг. первые HBV-трансгенные мыши могли применяться 
только с целью изучения роли белков HBsAg, HBeAg, HBx и их онкогенного 
потенциала. Полученные данные оказались противоречивы, но они заложили 
основу для дальнейших исследований HBV.

Рис. 5.6. Основные способы внедрения иммунной системы человека в организм 
иммунодефицитных мышей.
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В 1995 г. Ф.В. Чисари с коллегами продемонстрировали способность 
человеческих вирионов HBV воспроизводиться в мышиных гепатоцитах. 
При этом повреждения гепатоцитов у самих мышей не наблюдались, таким 
образом показывая, что HBV не обладает цитопатическими свойствами. Данные 
мышиные модели были получены с использованием терминально избыточной 
конструкции вирусной ДНК, которая начинается непосредственно перед эн-
хансером HBV, полностью покрывает вирусный геном и заканчивается чуть 
ниже уникального сайта полиаденилирования в HBV [35]. Несколькими годами 
ранее было продемонстрировано, что адоптивный перенос цитотоксических 
Т-лимфоцитов трансгенным мышам приводит к острому гепатиту [36]. Таким 
образом, HBV-трансгенные мыши оказались полезны для тестирования про-
тивовирусных веществ, препятствующих репликации вируса. Поэтому для 
изучения механизмов патогенеза HBV и вирусного клиренса были разработаны 
мышиные модели, основанные на передаче генома вируса мышам посредством 
трансдукции вирусными векторами или гидродинамической инъекцией вирус-
ного генома гепатита В.

Вирусные векторы на основе аденовирусов или аденоассоциированных 
вирусов, содержащих геномы HBV, трансдуцируют гепатоциты с высокой эф-
фективностью, однако при использовании аденовирусных векторов у мышей 
происходит бурный иммунный ответ на сам вектор. Данный недостаток удалось 
частично компенсировать использованием аденоассоциированных вирусных 
векторов, но это привело к устойчивости мышей против вирусных антигенов, 
сопровождающейся персистентной виремией у мышей без HBV-специфического 
гуморального иммунного ответа [37].

Метод гидродинамической инъекции заключается в быстрой инъекции 
мышам через хвостовую вену большого объема жидкости, содержащей на-
тивную ДНК, что приводит к поглощению ДНК в гепатоцитах и дальнейшей 
транзиентной экспрессии генов. Несмотря на некоторые недостатки данного 
метода, способные нарушать экспрессию генов хозяина или сигнальные пути, 
преимущества метода гидродинамической инъекции заключаются в том, что 
различные генотипы и варианты HBV или мутанты могут быть инъецированы 
мышам и проанализированы in vivo за относительно короткое время. Также бла-
годаря методу гидродинамической инъекции появилась возможность исследова-
ния иммунных реакций при острой форме течения инфекционных заболеваний.

Обнаружение системы CRISPR/Cas9 вселило надежду на использование ее 
для селективного удаления cccDNA, однако, в связи с тем, что наличие cccDNA 
в гепатоцитах мышей не установлено, направленность нуклеаз CRISPR/Cas9  
на cccDNA не может быть протестирована. Кроме того, основное беспокойство 
представляет нарушение последовательностей HBV, которое может привести 
к нестабильности генома и появлению новообразований. В целом, все выше-
перечисленные модели не выдерживают критики при оценке их с точки зрения 
генотерапевтических вмешательств, поэтому для достижения долгосрочной 
выживаемости высокодифференцированных гепатоцитов человека, пермиссив-
ных для инфицирования HBV in vivo, были созданы гуманизированные мыши, 
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имеющие гепатоциты человека, стабильно интегрированные в паренхиму печени 
мышей.

Для изучения гепатотропных вирусных инфекций сегодня доступны три 
модели химерной печени. Основой создания uPA-модели стало свойство трансге-
на uPA (активатора плазминогена типа урокиназы) сверхэкспрессировать под 
контролем промотора альбумина мыши, что, в свою очередь, приводит к высо-
ким уровням uPA в плазме, гипофибриногенемии и подострой печеночной недо-
статочности у молодых мышей. Чтобы осуществить приживление ксеногенных 
гепатоцитов, uPA-мышей подвергали обратному скрещиванию с мышиными 
линиями, имеющими генетический иммунодефицит (Rag2–/–; Scid). Уровни 
химерности оценивали путем измерения уровня сывороточного альбумина 
человека в крови мышей [38].

Другая гуманизированная модель основана на использовании мышей с де-
фицитом фумарилацетоацетата гидролазы [39].

Третья модель выполняется на мышах TK-NOG, которые несут трансген 
тимидинкиназы вируса простого герпеса под контролем специфичного для пе-
чени промотора альбумина и тройного иммунного дефекта, потому что были 
получены методом обратного скрещивания с мышами  NOG. К недостаткам 
данной модели можно отнести то, что самцы данной популяции бесплодны [40].

5.3.	 Кролики 

В отличие от мышей, получение трансгенных кроликов длительное время 
затруднялось низкой эффективностью методов использования эмбриональ-
ных стволовых клеток и переноса ядер соматических клеток. Только в 2011 г.  
посредством ZFN был получен первый генетически модифицированный кролик 
с нарушенным локусом генов IgM [41]. Однако уже в 2017 г. с помощью тех-
нологии TALEN были получены животные с нокаутами генов Rag1, Rag2 [42]  
и Fah [43]. Использование технологии CRISPR/Cas9 позволило создавать модели 
кроликов с нокаутом не только одного, но и нескольких генов одновременно, 
причем возможность одновременного нокаута нескольких генов достигала 
приблизительно 100% [44]. Недавно команда Т. Сью создала кроличью модель 
МДД путем совместной инъекции мРНК, кодирующей Cas9, и sgРНК в зиго-
ты кролика.  Эта система CRISPR предназначалась для модификации экзона 
51  mdd,  и  кролики, нокаутированные  по  mdd,  имели типичные фенотипы 
МДД. Более того, специфическая патология в диафрагме и сердце была похожа 
на таковую у пациентов с МДД. Эта новая модель может быть более ценной для 
доклинических исследований, чем предыдущие модели грызунов [45].

Благодаря кроликам результаты других исследований наводят на мысль, 
что  ген  GJA8, кодирующий белок разрыва соединения 50, связан с аутосом-
но-доминантной врожденной катарактой [46, 47]. Л. Юан и соавторы совместно 
инъецировали мРНК, кодирующую Cas9, и sgРНК в зиготу кролика, чтобы 
сконструировать  нокаутированную модель кролика  GJA8  [48].  В результате 
эффективность генной мутации участка GJA8 достигла 98,7% и 100% в эмбрио
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нах и тканях молодого кролика соответственно. Они добились эффективного 
редактирования генов кроличьего генома с помощью системы CRISPR/Cas9 
и предоставили хорошую модель заболевания для исследований, связанных 
с катарактой.

Командой исследователей под руководством Д. Жао были продемонстри-
рованы интересные результаты, связанные с применением генной терапии для 
регенерации костных дефектов посредством сочетанного воздействия рекомби-
нантной плазмиды pcDNA3.1-VEGF 165, кодирующей фактор роста эндотелия 
сосудов, и желатиновой губки. Посттерапевтическое гистологическое исследо-
вание показало наличие большого количества вновь образованных кровеносных 
сосудов спустя 2 нед после начала лечения, ряд костных трабекул с пролифе-
рацией остеобластов через 4 нед, свежую надкостницу и преобразованную 
медуллярную полость спустя 12 нед, в то время как в контрольной группе эти 
структуры сформировались в более поздние сроки [49]. 

Болезнь Вильсона является аутосомно-рецессивным наследственным 
нарушением метаболизма меди, вызванным вариациями последовательно-
сти гена ATP7B. ATP7B является важным белком, способствующим трансмем-
бранному транспорту меди.  Недавно на основе одиночной аминокислотной 
замены, внесенной с помощью CRISPR/Cas9, В. Йианг и соавторы  создали 
кроличью модель болезни Вильсона. В начале заболевания содержание меди 
в печени модифицированных кроликов увеличилось в 9 раз по сравнению 
с кроликами дикого типа, однако срок выживаемости этих моделей составил 
примерно 3 мес. Таким образом, эту модель можно считать потенциальной моде-
лью болезни Вильсона для применения в патологическом анализе, клиническом 
лечении и исследованиях эффективности генной терапии [50].

Учитывая, что последовательности генов кроликов имеют бóльшую гомо-
логию с генами человека, чем у грызунов, а многие заболевания сопоставимы 
с теми, что встречаются у человека, использование кроликов в качестве живот-
ной модели ставит их в более выгодное положение по сравнению с мышевид-
ными грызунами [51].

5.4.	 Свиньи 

Свиньи физиологически, анатомически и генетически схожи с людьми. 
Таким образом, они кажутся идеальной моделью для изучения сердечно-со-
судистой системы. В 2011 г. исследование объединило применение ZFN с тех-
нологией переноса ядер соматических клеток для создания свиней с мутацией 
в γ-рецепторе, активируемом пролифератором пероксисом (Ppar-γ). PPAR-γ-но-
каутированная модель свиньи предоставила полезный инструмент для изучения 
роли PPAR-γ в развитии сердечно-сосудистых заболеваний [52]. 

Синдром Марфана является аутосомно-доминантным заболеванием соеди-
нительной ткани, вызванным мутациями в гене FBN1, проявляется симптомами 
сердечно-сосудистых и скелетных нарушений. К. Умеяма и соавторы успешно 
получили  FBN1-мутантных свиней с помощью ZFN.  Фенотипы полученных 
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животных, такие как сколиоз, замедление минерализации эпифиза, воронко-
образная деформация грудной клетки и нарушение структуры эластических 
волокон медианной ткани аорты, указывают на ценность FBN1-модифициро-
ванных свиней в качестве модели для лучшего понимания патогенеза синдрома 
Марфана и разработки методов лечения [53].

Для лучшего понимания механизмов болезни Хантингтона в 2018 г.  
С. Ян и соавторы применили технологию CRISPR/Cas9 для точной интеграции 
мутации, опосредующей болезнь Хантингтона человека, содержащей повтор 
150CAG, в эндогенный локус гена htt свиней. Таким образом были созданы 
модифицированные нокин свиньи, экспрессирующие мутантный ген челове-
ческого хантингтина (mHTT) посредством трансплантации ядер соматических 
клеток (рис. 5.7). Более того, данная мутация оказалась наследуемой. Это была 
первая в мире модель крупного животного, созданная для воспроизведения ге-
нетических мутаций у пациентов с нейродегенеративными заболеваниями [54].

Важным прорывом в области изучения нейродегенеративных заболеваний 
является создание свиней, способных к образованию гена htt, которые могли 
бы способствовать разработке новых лекарственных средств для терапии ней-
родегенеративных заболеваний.

Технологии редактирования генома позволяют создавать в том числе модели 
болезней обмена веществ. Патогенез одного из них — семейной гиперхолестери-
немии — берет свое начало из нарушений в генах рецепторов аполипопротеина  
Е (ApoE) и липопротеинов низкой плотности (LDLR), способных вызвать атеро-
склероз. В 2012 г. Д.Ф. Карлсон и соавторы опубликовали результаты исследований 
по клонированию TALEN-модифицированных свиней. Клонирование осуществля-
лось путем переноса хроматина. В результате супоросности 6 свиноматок были 
получены 18 жизнеспособных клонов, 8 из которых содержали моноаллельные 

Рис. 5.7. Создание нокин свиней посредством переноса ядер фетальных фибробластов, 
редактированных с помощью CRISPR/Cas, для изучения болезни Хантингтона.
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мутации, а 10 — двуаллельные модификации гена LDLR [55]. Несколькими годами 
позже, в связи с распространением технологии CRISPR/CAS, Л. Хуанг и команда 
сообщили о создании двуаллельных нокаутных свиней с отсутствующими генами 
ApoE и LDLR. Хотя ApoE–/–/LDLR–/–-мыши широко использовались для изучения 
атеросклероза, исследования показали, что профили липопротеинов и метаболизм 
мышей, помимо невозможности воспроизведения других важных признаков атеро-
склероза, отличаются от таковых у людей и свиней. Биохимические исследования 
сыворотки крови полученных нокаутных поросят подтвердили повышение общего 
холестерина почти на 57%, а триглицеридов — на 120%, причем данные свойства 
сохранялись на протяжении длительного времени [56].

5.5.	 Крупный рогатый скот

Крупный рогатый скот редко используется в исследованиях, связанных 
с генной терапией, ввиду своих размеров, и, следовательно, потребности в боль-
ших количествах препаратов рекомбинантного белка или вирусного вектора. 
В то же время размеры и масса тела молодых особей делают их подходящими 
основами для моделирования детских заболеваний. Поэтому основными типами 
заболеваний, которые можно моделировать на крупном рогатом скоте, являются 
заболевания опорно-двигательного аппарата и нарушение цикла мочевины. 

Одним из таких заболеваний является цитруллинемия, возникающая вслед-
ствие мутаций в гене ASS1 либо в гене SLC25А13. Цитруллинемия является 
основной причиной гипераммониемии у детей и приводит к серьезным невро-
логическим заболеваниям и гибели. У крупного рогатого скота цитруллинемия 
вызывается нонсенс-мутацией в гене, кодирующем аргиносукцинат-синтетазу. 
Для исследования этого дефекта цикла мочевины новорожденные телята, как наи-
более подходящие модели для растущих детей, получали аденовирусный вектор, 
содержащий интактную копию гена аргиносукцинат-синтетазы. Спустя неделю 
в сыворотке телят были повышены концентрации аргиносукцинат-синтетазы, 
в то время как все остальные печеночные показатели оставались в норме [57].

5.6.	 Мелкий рогатый скот

Овцы и козы имеют близкие к людям подросткового возраста массу и разме-
ры. Однако вследствие особенностей их физиологии, а также высокой стоимости 
их содержания, их использование в качестве основ для моделирования заболева-
ний человека ограничено, хотя доказана сопоставимость некоторых заболеваний 
овец с человеческими аналогами [58]. Еще в 2000-х гг. сообщалось о попытках 
использования овец в качестве доноров роговицы для человека. Поскольку эн-
дотелий роговицы является основной мишенью при отторжении роговичного 
трансплантанта у человека, были опробованы варианты генной терапии на основе 
трансдукции вирусом простого герпеса I типа (HSV-I) и аденовирусного вектора, 
каждый из которых кодирует репортерный ген lacZ E. coli. В результате иссле-
дования было показано, что вектор HSV-I не обладал способностью эффективно 
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трансдуцировать эндотелий роговицы овцы, в то время как с помощью аденови-
русного вектора возможность трансдукции достигала 70% эндотелиоцитов [59]. 

Кроме того, овцы являются единственной экспериментальной моде-
лью болезни Тея–Сакса, относящейся к лизосомным болезням накопления, 
обусловленной мутацией в гене HEXA. Он кодирует α-субъединицу фер-
мента гексозоаминидазы A, что приводит к ее дефициту и, следовательно, 
поражениям центральной нервной системы. На TSD-овцах проводили 
оценочную генную терапию посредством внутримозговой инъекции моно-
цистронных векторов AAVrh8, кодирующих α-субъединицу Hex, и объеди-
ненных векторов, кодирующих как α-, так и β-субъединицы по отдельности, 
инъецированных в высоких и низких дозах. Отсрочка появления клинических 
признаков или уменьшение выраженности уже существующих проявлений 
были отмечены у всех животных, получавших аденоассоциированную ви-
русную терапию, однако лучшее распределение HexA и векторного генома 
в головном мозге животных моделей было достигнуто в случае объединения 
двух векторов, хотя распределение по спинному мозгу оставалось низким 
во всех группах [60].

Другим достаточно редким заболеванием, относящимся к лизосомным 
болезням накопления, является гликогеноз V типа (болезнь Мак-Ардля), вы-
ражающаяся в деформации мышц, мышечных болях и усталости при мышеч-
ных нагрузках, вызванных отложением значительного количества гликогена 
в мышечной ткани вследствие нарушения каталитической функции мышечной 
фосфорилазы (миофосфорилазы). Используя аденовирусный вектор AdV5, 
аденоассоциированный вектор AAV2 и плазмидные ДНК, были проведены 
исследования по генной терапии для доставки ДНК, кодирующей миофосфори-
лазы, и репортерного гена LacZ (кодирует фермент β-галактозидазу) в мышцы 
пораженных овец. Плазмиды доставлялись как методами электропорации или 
сонопорации, так и без них. Среди вирусных векторов было выявлено большее 
количество трансдуцированных мышечных волокон, которые более длительное 
время сохранялись после использования AdV5, а плазмиды, доставленные мето-
дом электропорации, приводили к большему уровню трансфекции по сравнению 
с другими плазмидами [61].

5.7.	 Лошади

Наиболее распространенным общим и экономически значимым заболе-
ванием для лошади и человека является остеоартрит. С помощью общеприня-
той модели остеоартрита лошадей, имитирующей клинический остеоартрит,  
Д. Д. Фрисби и соавторы исследовали терапевтические эффекты, возникающие 
в результате внутрисуставной гиперэкспрессии гена-антагониста рецептора 
интерлейкина-1 (IL-1Ra) лошади аденовирус-опосредованным переносом гена. 
По окончании исследования клиническое обследование лошадей показало, что 
терапевтическая экспрессия IL-1Ra значительно уменьшала признаки боли 
в суставах, измеренные по степени хромоты [62].

https://ru.wikipedia.org/w/index.php?title=%D0%93%D0%B5%D0%BA%D1%81%D0%BE%D0%B7%D0%B0%D0%B0%D0%BC%D0%B8%D0%BD%D0%B8%D0%B4%D0%B0%D0%B7%D0%B0_%D0%90&action=edit&redlink=1
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Другое заболевание, исследование генной терапии которого проводи-
ли Л.М. Хейнзерлинг с коллегами [63], — меланома. Согласно статистиче-
ским данным, заболевание поражает до 80% лошадей серой масти старше  
12 лет. При этом форма и течение заболевания имеют мало общего с аналогич-
ными характеристиками у человека, однако гистологические и иммуногистохи-
мические особенности демонстрируют многие схожие черты с человеческими 
неоплазиями. Это дало возможность использовать лошадь серой масти в каче-
стве адекватной модели для генной терапии меланомы. Результаты исследова-
ний показали, что инъекция плазмидной ДНК, кодирующей интерлейкин-12 
человека, в метастазы меланомы вызывала значительную регрессию во всех 
очагах поражения. Более того, в одном из обработанных очагов наблюдалось 
полное исчезновение метастазов без рецидива по прошествии 6 мес. Во время 
лечения и в посттерапевтический период ни у одного из животных не наблю-
далось побочных эффектов [63].

5.8.	 Кошки

Считается, что кошки реже страдают наследственными заболеваниями, 
но особенности анатомии и физиологии кошек позволили выбрать их в каче-
стве адекватных моделей для исследования органов зрения и нервной системы. 
Кошки обладают крупными глазами, их головной мозг анатомически сходен 
с человеческим. Это делает их наиболее привлекательными для моделирования 
таких заболеваний, как лизосомные болезни накопления и спонтанные забо-
левания сетчатки. О том, что некоторые породы кошек являются своего рода 
готовыми моделями для некоторых заболеваний глаз, стало известно благодаря 
генетическому картированию.

Для изучения дегенерации сетчатки было предложено использование кошек 
абиссинской породы — rdAc-модель и Rdy-модель [64]. К сожалению, инфор-
мация о начале исследований по терапии данного заболевания на генетическом 
уровне отсутствует.

С другой стороны, постоянно поступают сообщения об успешных резуль-
татах экспериментальной терапии различных лизосомных болезней накопления. 
Наследственный α-маннозидоз вызывается недостаточной активностью фермен-
та α-маннозидазы и приводит к накоплению богатых маннозой олигосахаридов 
в лизосомах. Основными симптомами данного заболевания у человека являются 
умственная отсталость, атаксия, гепатоспленомегалия, гиперплазия десен, поте-
ря слуха, патологии скелета и др. У кошек персидской породы данное заболева-
ние может наследоваться и выражается в прогрессирующей атаксии мозжечка, 
поликистозе почек, гепатомегалии, скелетных аномалиях и других клинических 
признаках, схожих с человеческими. Результаты серии исследований на кошках 
выглядят весьма обнадеживающими: после 6 инъекций аденоассоциированного 
вируса, несущего корректную копию гена α-маннозидазы, в каждое ростральное 
полушарие головного мозга и ростральный ствол головного мозга, а также 2 инъ-
екций в мозжечок отмечалось уменьшение выраженности признаков дисфункции 
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мозжечка, в то время как в контрольной группе животных, не получавших лече-
ния, наблюдалось усиление дисфункции мозжечка. Положительную динамику 
показал и анализ лизосомальных хранилищ, хотя их количество увеличивалось 
вместе с увеличением расстояния от места введения иглы. Ни в одном из участ-
ков мозга кошек, подвергшихся терапии, не отмечалось такого существенного 
количества лизосомальных хранилищ, как у контрольных животных [65].

Эксперименты по генной терапии ганлиозидоза GM1 проводились  
на GM1-моделях кошек посредством доставки AAV вектора, экспрессирующего 
β-Gal (β-галактозидазу), путем билатеральной инъекции в таламус и глубокие 
ядра мозжечка. Долгосрочные наблюдения за GM1-кошками показали статисти-
чески значимое увеличение выживаемости по меньшей мере в 5 раз по срав-
нению с GM1-моделями, не получавшими терапевтического средства [66].  
Кошачий ганглиозидоз GM2, обусловленный одной из четырех мутаций в гене 
HEXB, вызывающий дефицит как ферментов HexA, так и HexB, является ис-
тинной моделью ганглиозидоза GM2 человека (болезнь Сандхоффа). Терапия 
подобных моделей проводилась также посредством двусторонних интратала-
мических инъекций AAV-векторов, кодирующих α- и β-Hex-субъединицы, что 
привело сначала к удвоению продолжительности жизни животных, а после 
модификации методики — к увеличению в 4 раза продолжительности жизни 
животных, получавших лечение, по сравнению с контрольной группой [65].

МПС типа I (МПС I) у человека характеризуется дефицитом лизосомаль-
ного фермента α-L-идуронидазы (IDUA; фермент, гидролизующий концевые 
остатки α-L-идуроновой кислоты двух гликозаминогликанов — дерматансуль-
фата и гепарансульфата), влекущим за собой накопление в лизосомах частично 
разложившихся дерматансульфата и гепарансульфата. Это служит причиной 
проявлений клинических признаков, чаще всего выражающихся в сочетании 
запаздывающего умственного и физического развития, помутнения роговицы, 
органомегалии, высокого содержания гликозаминогликанов в моче и др. Кошачья 
модель МПС I по клиническим проявлениям наиболее близка к тяжелой форме 
МПС I человека. Успешное клонирование последовательности кДНК кошачье-
го IDUA (fIDUA) командой К. Хиндерера позволило проводить исследование 
генной терапии не только на собачьих моделях, но и на моделях кошек. Ранние 
исследования на кошках проводились путем применения генетического продукта 
собачьего IDUA, что приводило к развитию цитотоксического Т-лимфоцитарно-
го иммунного ответа. Обобщенные результаты терапевтической интратекальной 
доставки AAV9-fIDUA показали глобальную трансдукцию ЦНС, нормализацию 
вторичных лизосомальных ферментов и уменьшение повреждений, связанных 
с накоплением гликозаминогликанов, холестерина и GM3-ганглиозида [67], 
несмотря на присутствие иммунного ответа. Результаты дальнейших исследо-
ваний при внутривенной доставке AAV9-fIDUA показали полную коррекцию 
сердечно-сосудистых поражений, связанных с МПС I, у кошачьих моделей [68].

Говоря о заболеваниях инфекционной этиологии, в первую очередь 
следует остановиться на кошачьей модели ВИЧ. Все представители семей-
ства кошачьих подвержены собственному иммунодефицитному заболеванию 
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(FIV), вызываемому лентивирусом из семейства Retroviridae и приводя-
щему к прогрессирующему истощению иммунитета и, в конечном итоге, 
к синдрому приобретенного иммунодефицита. По структурной и последо-
вательной организации FIV очень близок к ВИЧ, который также относится 
к роду Lentivirus, морфологически представляет собой сферический вирион 
диаметром около 120 нм (против 100 нм у FIV), содержащий диплоидный 
набор генов — пару копий одноцепочечной позитивной смысловой РНК, 
упакованной вместе с нуклеокапсидом (р7) и дополнительными белками 
(обратная транскриптаза, интеграза, протеаза). По аналогии с FIV в плотном 
ядре капсидного белка (p24) вириона ВИЧ содержится рибонуклеопроте-
иновый комплекс, окруженный сферической оболочкой матричного белка 
(р17) [69]. Как и FIV, ВИЧ требуется исходное взаимодействие с первичным 
связывающим рецептором. Однако, в отличие от FIV, рецептором для при-
крепления которого служит поверхностная молекула CD134, что позволяет 
инфицировать В-клетки и CD8+-Т-клетки в дополнение к лимфоцитам CD4+, 
макрофагам или моноцитам, ВИЧ использует CD4+ в качестве основного свя-
зывающего рецептора, а CCR5 — в качестве основного рецептора проникно-
вения. Кроме того, ген orfA, кодирующий белок OrfA, ошибочно считавшийся 
трансактиватором транскрипции FIV, имеет схожую локализацию с геном, 
кодирующим трансактиватор ВИЧ, — Tat [70]. Было показано, что вирио-
ны FIV, как и ВИЧ, в острой фазе течения проникают в ЦНС посредством 
инфицированных лимфоцитов и моноцитов, либо свободный вирус прохо-
дит сквозь гематоэнцефалический барьер, в дальнейшем распространяясь  
на микроглию и астроциты, которые затем служат резервуаром латентной 
вирусной персистенции [71]. 

Такие особенности не могли не привлечь внимание исследователей 
к подобной «естественной» модели для изучения иммунодефицита человека,  
поэтому FIV-инфицированные кошки используются для изучения патогенеза 
ВИЧ, например, неврологической или иммунной дисфункции, а также ВИЧ-ас-
социированных заболеваний [71]. В свою очередь, результаты исследований 
по созданию вакцины против FIV с перспективой дальнейшего получения 
данных, способных стать базисом для разработки стратегии вакцинации против 
ВИЧ, неоднозначны. Установлено, что созданная вакцина не обеспечивает им-
мунитет против некоторых штаммов FIV. В то же время другие разработанные 
вакцины против FIV либо не вызывали защитный иммунитет, либо приводили 
к повышенной восприимчивости к возбудителю посредством антитело-зависи-
мого усиления или общей иммунной активации [72, 73]. Несмотря на это, модель 
FIV обладает значительным потенциалом в качестве надежного носителя для 
оценки эффективности новых методов терапии ВИЧ.

5.9. Собаки

Многие составляющие иммунной системы собак аналогичны с таковыми 
у людей. Кроме того, их размеры и продолжительность жизни сопоставимы 
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с детьми. Поэтому неудивительно, что более 50% генетических заболеваний 
собак вызываются мутациями в тех же генах, что и у человека.

Для оценки эффективности и безопасности экспериментальной генной 
терапии МПС на моделях собак исследовали влияние на головной мозг адено-
ассоциированных вирусных векторов, посредством которых осуществлялась 
доставка IDUA. Исследования проводились на известных моделях МПС типа 
IIIВ (синдром Сан-Филиппо В) и упомянутого ранее МПС I. В ходе исследова-
ния показано, что для эффективного воздействия терапевтических комплексов 
на функции головного мозга необходимо поддержание собак в состоянии им-
муносупрессии, т.к. ее отсутствие у некоторых МПС IIIВ-моделей приводило 
к низкому числу копий векторов, отсутствию определяемой активности N-аце-
тил-альфа-глюкозаминидазы (фермента, расщепляющего гепарансульфат путем 
гидролиза концевых остатков N-ацетил-D-глюкозамина в N-ацетил-альфа-D-глю-
козаминидах), незначительным улучшениям степени тяжести патологии и вы-
раженному воспалительному ответу [74].

МДД первоначально была выявлена у молодого золотистого ретривера 
(GRMD), поэтому, несмотря на наличие мышиных моделей, GRMD-модель 
является клинически более близкой моделью этого заболевания у человека. 
Текущие исследования генной терапии на животных моделях МДД включают 
терапию на основе плазмидных ДНК и вирусных векторов. Прямые внутримы-
шечные инъекции плазмиды, кодирующей дистрофин человека, генерировали 
несколько дистрофин-позитивных клеток, в то время как электроперенос плаз-
мид, кодирующих и полноразмерный вариант дистрофина, и микродистрофин, 
вызывал ограниченную экспрессию и увеличение клеточных инфильтратов. 
Использование аденовирусных (AdV) и AAV-векторов также давало положи-
тельные результаты, однако побочным эффектом было проявление первичного 
клеточного ответа против капсидных и трансгенных белков, что, впрочем, было 
решено посредством создания у животных иммунной супрессии. 

Несколько многообещающие данные позволил получить пропуск муль-
тиэкзонов с использованием антисмысловых нуклеотидов для восстановления 
рамки считывания и получения более коротких, но функциональных белков 
дистрофина. Исследования векторной доставки этих РНК посредством AAV 
или AAV-U7 в мышцы предоставили данные о безопасности и эффективности 
для доклинических исследований посредством дозозависимого ответа, который 
увеличил экспрессию дистрофина и уменьшил степень патологии в скелетной 
мышце, подвергшейся терапии [75].

Наиболее часто встречающейся формой гемофилии является гемофилия А,  
вызванная врожденным дефицитом белка фактора свертывания крови VIII 
(FVIII), связанным с рецессивной мутацией в X-хромосоме. Поскольку режим 
терапии посредством введения больным рекомбинантных или полученных 
из плазмы белков FVIII по прошествии времени становится неэффективным 
вследствие появления FVIII-специфических антител, а также дороговизны са-
мого лечения, методы генной терапии становятся привлекательными способами 
поддержания стабильности здоровья пациентов с гемофилией А (ГА).
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Выбор собак в качестве основы для моделирования гемофилий был 
особенно удачен не только потому, что физиологически они близки к детям, 
но и потому, что данные модели являются естественными (собаки оказались 
подвержены трем типам заболевания: А, В и С). 

Первые шаги по генной терапии ГА-моделей собак, хотя и имели  
некоторый успех, однако введение человеческой кДНК, кодирующей FVIII, 
посредством AdV-векторов было малоэффективным ввиду кратковременно-
сти экспрессии [76], вызванной, по утверждению некоторых авторов [77, 78], 
двухфазной токсичностью векторов более раннего поколения. В связи с этим 
все последующие исследования были связаны с уменьшением токсичности 
векторных вирусов. В.М. МакКормак и коллеги сообщали, что, сконструировав 
аденовирусный вектор HDV-PEPCK/BDD-cFVIII/WPRE для доставки собачьей 
кДНК FVIII (cFVIII), они наблюдали временное дозозависимое повышение 
уровня печеночных ферментов и тромбоцитопению, нивелировавшееся в течение 
2 нед. При этом показатели, по которым проводилась оценка эффективности 
терапии (время свертывания цельной крови, концентрация и активность cFVIII 
в плазме, активированное частичное тромбопластиновое время), у всех экспери-
ментальных животных значительно улучшились, а у 2 животных, получавших 
повышенную дозу, время свертывания цельной крови достигло практически 
нормальных значений, несмотря на снижающийся уровень активности cFVIII 
на протяжении 2 лет. Кроме того, в ткани печени были обнаружены персисти-
рующие вектор-специфические ДНК и РНК, в то время как противовирусных 
антител не обнаружено. Авторы отмечают и тот факт, что после пункций вен 
у собак не проявлялось такого клинического признака гемофилии, как про-
должительное кровотечение [79]. Таким образом, была показана возможность 
преобразования тяжелого течения гемофилии А в умеренную форму. 

Генная терапия дефицита другого фактора свертываемости крови — про-
конвертина (FVII) — была успешно продемонстрирована на FVII-G96E-моделях 
собак. В качестве терапевтического средства применялись возрастающие дозы 
(от 2E11 до 4.95E13 векторных геномов на 1 кг массы тела) векторной кон-
струкции AAV серотипа 8, содержащей комплементарную для зимогена ДНК 
cFVII. Результаты исследования показали пролонгированную эффективность 
и безопасность выбранной конструкции, а также адекватность выбора собак 
FVII-G96E в качестве моделей [80].

Х-сопряженный тяжелый комбинированный иммунодефицит  (XSCID)  
человека связан с мутациями в гене γ-цепи интерлейкина-2, что является смер-
тельно опасным для детей с данным диагнозом в первые годы жизни ввиду пол-
ного отсутствия клеточного и гуморального иммунитета. В свою очередь, у собак 
выявлены две различные спонтанные мутации, приводящие к истинным кли-
ническим, патологическим и иммунологическим XSCID-моделям. Стандартом 
лечения пациентов с XSCID была признана трансплантация гемопоэтических 
стволовых клеток, минуя предварительное трансплантационное кондициониро-
вание. Подобную схему терапии применяли на собачьих XSCID-моделях с ис-
пользованием в качестве доноров костного мозга нормальных собак. В отличие 
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от пораженных XSCID людей, у которых наблюдалось приживление донорских 
Т-клеток и восстановление функции Т-клеток, но отмечалось незначительное 
приживление донорских В-клеток и плохое восстановление гуморального 
иммунного ответа, собачьи XSCID-модели продемонстрировали циркуляцию 
100% донорских Т-клеток и 20–50% донорских В-клеток и достигли полного 
восстановления иммунной функции [81]. Несмотря на снижение разнородности 
Т-клеток по прошествии времени после трансплантации, XSCID-собаки могли 
достичь предела выживаемости более 10 лет [82]. 

Попытка применения генетически улучшенных аутологичных гемопоэти-
ческих стволовых клеток в качестве альтернативы классической трансплантации 
гемопоэтических стволовых клеток посредством терапии γ-ретровирусным 
геном поначалу имела неплохие результаты, однако постепенное снижение 
уровня Т-клеток привело к гибели всех собак в течение 11 мес после транс-
плантации [83].

Генная терапия in vivo посредством внутривенного введения RD114-псев-
дотипированного ретровирусного вектора продемонстрировала вирусную 
экспрессию в лимфоцитах периферической крови через 3 нед после инъекции, 
которая увеличивалась до 85% Т-клеток с исправленными генами спустя 8 нед 
после терапии. Продолжительные наблюдения выявили у собак устойчивую 
коррекцию Т-лимфоцитов и постоянную циркуляцию до 26% генетически ис-
правленных В-лимфоцитов, а также присутствие вектора в миелоидных линиях 
и нормализацию функции иммунной системы до 18 мес после окончания те-
рапии [84]. П. Й. Фелсбург и коллеги сообщали, что коррекция генов Т-клеток 
у собак посредством лентивируса сохранялась и поддерживалась на протяжении 
4,5 года [85]. В 2014 г. были опубликованы результаты исследования по генной 
терапии XSCID in vivo с использованием пенистого вирусного вектора, согласно 
которым все собаки из терапевтической группы демонстрировали наличие гене-
тически скорректированных лимфоцитов уже спустя 2 нед после инъекции, и их 
количество продолжало увеличиваться в течение 12 нед, однако выживаемость 
XSCID-моделей варьировала от 3 до 10,5 мес [86].

Врожденный амавроз Лебера составляет около 15% заболеваний, связан-
ных с наследуемой врожденной слепотой. Причиной амавроза Лебера может 
быть исчезновение в результате мутации в гене RPE65 фермента лецитин/
ретинолацилтрансферазы, необходимого для регенерации фотопигмента 
в сетчатке. Естественная животная RPE65– /–-модель имеет аналогичные с че-
ловеком, страдающим врожденным амаврозом Лебера, ранние и серьезные 
нарушения зрения. Терапия рекомбинантным AAV, несущим RPE65 дикого 
типа, дала хорошие результаты: улучшение зрения позволило собакам пройти 
через лабиринт [87]. Это дало возможность проводить успешные исследования 
и на людях.

На свойстве Fas-лиганда вызывать апоптоз клеток меланомы было основа-
но исследование С. Р. Бианцо и коллег. Для этого липосомы, конъюгированные 
с ДНК, кодирующей Fas-лиганд, инъецировали интралезионно, а также в окру-
жающие новообразование ткани. Дальнейшие наблюдения продемонстрировали 
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регрессию меланомы ротовой полости на 12–58% у 3 из 5 собак [88]. Данную 
модель можно считать адекватной, т. к. она является естественной. 

5.10. Нечеловекообразные приматы

У нечеловекообразных приматов (НЧП) есть врожденное превосходство 
по сравнению с другими моделями животных из-за сходства с людьми в генетике, 
физиологии, биологии развития, социальном поведении и познании. НЧП могут 
быть идеальной моделью, особенно для заболеваний нервной системы [89].

 Хотя манипулирование генами у обезьян гораздо сложнее, чем у других 
животных (после того, как была создана первая трансгенная мышь, потребова-
лось более 25 лет исследований для создания трансгенных НЧП), разработка 
редактирования генома ускоряет исследования по созданию моделей НЧП. 

Синдром Ретта является Х-связанным нарушением нервного развития 
в спектре аутизма. Известно, что мутационные потери функции метил-CpG-свя-
зывающего белка 2 (MECP2) приведут к синдрому Ретта.  В исследовании  
Й. Чена и коллег были разработаны три пары TALEN, нацеленных на несколько 
областей экзона 3 MECP2. Все три плазмиды, кодирующие TALEN, по отдель-
ности и в комбинациях вводили в одноклеточные зиготы обезьян. Результаты 
показали, что  MECP2-мутантные самцы имели эмбриональную летальность, 
в то время как у мутантных самок появлялись физиологические и поведенческие 
расстройства. Важно отметить, что эти нарушения были похожи на наблюдаю-
щиеся у пациентов с синдромом Ретта. Эта модель на животных предоставила 
больше возможностей для изучения механизмов заболевания и поиска вариан-
тов лечения [90]. В другом исследовании CRISPR/Cas9 был нацелен на экзоны  
4 и 46 МДД для создания МДД-моделей обезьян [91].

Первичные иммунодефициты составляют разнообразную группу редких 
и хронических заболеваний. Часть иммунной системы отсутствует или непра-
вильно функционирует, угрожая жизни пациентов. Тяжелый комбинированный 
иммунодефицит является наиболее сложной формой проявления иммунодефи-
цита [92]. 

В 2016 г. японские ученые оптимизировали ZFN и TALEN для создания 
инсерций или делеций в  локусе, кодирующем  субъединицы γ-рецептора ин-
терлейкина-2 (IL2RG), у эмбрионов мартышек на стадии пронуклеуса. Обна-
руживаемые мутации ДНК в целевом локусе приводили к инактивации IL2RG 
одновременно с иммунодефицитом (рис. 5.8). Они продемонстрировали высо-
коэффективное поколение НЧП-основателей с фенотипами тяжелого комбини-
рованного иммунодефицита [93]. 

Для изучения HBV и HCV оптимальными основами для моделей всегда 
считались шимпанзе. Однако в последние годы из-за ужесточения этических 
норм и правил проведение таких исследований крайне ограничено. В связи 
с этим возникла необходимость получения моделей данных инфекционных 
заболеваний на НЧП и других животных моделях. До настоящего времени все 
попытки передать HBV НЧП не увенчались успехом. Исключение составляли 
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макаки, которые поддерживают репликацию HBV после внутрипеченочной 
инокуляции ДНК-конструкций HBV (плазмидных). Но даже в этом случае мак-
симальный полученный результат — это самоограничивающийся гепатит [94]. 
В связи с этим необходимо проведение дальнейших исследований для оценки 
пригодности данной модели для изучения противовирусных и иммунологиче-
ских аспектов инфекции, вызванной HBV.

Вернувшись к проблеме моделирования HBV-инфекции, хочется упо-
мянуть животных, не являющихся приматами, однако экспериментально 
восприимчивых к HBV, — тупайах (Scandentia). Низкая эффективность 
инфицирования стандартных лабораторных животных в совокупности с эти-
ческими и экспериментальными ограничениями сделали HBV-модель тупай 
наиболее приемлемой при исследованиях in vivo. Показано, что заражение 
новорожденных животных HBV-индуцированной хронической инфекцией 
приводит к умеренным уровням виремии и иммунопатологическим измене-
ниям в печени инфицированных животных, в том числе фиброзу и развитию 
гепатоцеллюлярной карциномы [95].

Казалось бы, обладание НЧП высокоразвитой корой головного мозга, ког-
нитивными возможностями, сложными моторными навыками и нейроанатомией, 
сходной с человеком, должно делать их выгодными базисами для моделирования 
возрастных нейродегенеративных заболеваний человека, характеризующихся 

Рис. 5.8. Схема получения НЧП с фенотипом тяжелого комбинированного иммунодефицита 
посредством технологий ZFN и TALEN.
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прогрессирующей гибелью нейронов, таких как болезни Альцгеймера, Пар-
кинсона или Хантингтона. Однако успехи последних лет в области изучения 
этих расстройств позволили лишь незначительно приблизиться к пониманию 
патогенеза и терапии некоторых симптомов этих болезней. 

Типичными методами имитации болезни Альцгеймера у приматов счита-
лись старение или целенаправленное поражение обогащенных холинергических 
областей головного мозга. Возрастные нарушения, отмечавшиеся у пожилых 
приматов, частично имели признаки болезни Альцгеймера, однако они не могли 
полностью отразить всех аспектов заболевания [96–99]. Когнитивный дефицит, 
связанный с утратой холинергических нейронов, моделировался посредством сте-
реотаксических инъекций цитотоксина иботеновой кислоты в базальный передний 
мозг [100], в то время как повреждение гиппокампа и хвостатого ядра приводило 
к угнетению способности обучаться выполнению сложных задач [101]. Недавние 
исследования подтвердили участие фактора роста нервов (NGF) в сохранении 
холинергических нейронов, однако NGF не способен самостоятельно преодолеть 
гематоэнцефалический барьер, поэтому терапия моделей требовала адресной 
интрацеребральной доставки NGF, осуществляемой, к примеру, генетически 
модифицированными аутологичными фибробластами [102]. Эффективность этих 
методов послужила основанием для проведения в 2005 г. фазы I клинических ис-
пытаний, положительные результаты которых были опубликованы в 2015 г. [103].  
Альтернативным вариантом персонализированной клеточной доставки NGF по-
служили AAV и лентивирусные векторы. М.Х. Тужински и соавторы показали 
способность AAV-NGF вызывать длительную биологически активную экспрессию 
NGF [103].

Первые попытки смоделировать на приматах двигательные расстройства, 
характерные для болезни Хантингтона, также сводились к нейротоксин-опо-
средованной индукции повреждения нейронов полосатого тела (стриатума). 
Лишь в 2008 г. были опубликованы данные, описывающие первую НЧП-модель 
болезни Хантингтона. Перенос генов осуществлялся посредством инъекции 
зрелых яйцеклеток макак-резусов в перивиттелиновое пространство, добавляя 
затем лентивирусный вектор, обладающий высоким титром и экспрессирую-
щий экзон 1 HTT человека с 84 CAG-повторами. Все приматы родились в срок 
и несли трансгенные мутантные HTT-гены, хотя длина повторов колебалась 
от 27 до 88 повторов, что привело к гибели 2 животных в течение суток, а одно-
го — в возрасте 1 мес [104]. Что касается применения методов генной терапии 
нового поколения, то в настоящее время они находятся на стадии исследований 
на клеточных культурах, а также мышиных и НЧП-моделях. 

Болезнь Паркинсона представляет собой нейродегенеративное заболева-
ние, возникающее, главным образом, вследствие дегенерации нигростриаль-
ных дофаминергических нейронов, и выражающееся в треморе, ригидности, 
постуральной неустойчивости, медлительности и трудности при ходьбе [105]. 
Для имитации моторной дисфункции, как и в предыдущих случаях, большой  
популярностью пользовались нейротоксины, действие которых, конечно, не мог-
ло воспроизвести полную картину, т. к. они оказывают острое воздействие 
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на нейроны, слабо имитируя прогресс заболевания. Среди генов, связанных 
с болезнью Паркинсона, можно выделить α-синуклеин (SCNA) и киназу-2 лей-
цин-богатых повторов (LRRK2). 

Одной из острых проблем, препятствующей прогрессу в разработке эффек-
тивных вариантов терапевтических средств для лечения болезни Паркинсона, 
является отсутствие многогранной животной модели. Существующие модели 
представлены двумя вариантами: острые (нейротоксин-индуцированные) 
и хронические (генетические). Принцип нейротоксиновых моделей основан  
на губительном воздействии свободных радикалов, образующихся при введении 
6-гидроксидопамина [106] или 1-метил-4-фенил-1,2,3,6-тетрагидропиридина 
[107, 108], на дофаминергические нейроны. Как и нейротоксиновые модели 
предыдущих нейродегенеративных заболеваний, острые модели болезни Пар-
кинсона имитируют лишь двигательные симптомы заболевания без прогресси-
рующей гибели дофаминергических клеток, что является значительной помехой 
при разработке терапевтических стратегий. Создание трансгенных мышей, несу-
щих миссенс-мутации в генах, ответственных за SNCA (α-синуклеин) и LRRK2 
(богатая лейцином повторная киназа 2, дардарин), позволило воспроизвести 
ограниченный паркинсонизм, опосредованный умеренной нигростриатальной 
дегенерацией дофаминергических нейронов [109–111]. Для создания хрониче-
ской модели были успешно проведены исследования по интрацеребральной 
инъекции AAV-векторов или лентивирусных векторов, содержащих мутирован-
ный SNCA [112–114]. У НЧП-моделей, полученных из макак-крабоедов (Macaca 
fascicularis, циномолгус) или макак-резусов (Macaca mulatta), отмечались 
двигательные нарушения и нейропатологические особенности, характерные  
для болезни Паркинсона.

Обнадеживающие данные исследований о применении в качестве век-
тора доставки хелпер-зависимого аденовируса собак (CAV-2) [115] делают 
его идеально подходящим для моделирования болезни Паркинсона на НЧП. 
Эти векторы у грызунов и НЧП трансдуцируют преимущественно нейроны,  
при этом не оказывая продолжительного воздействия на гомеостаз новорожден-
ных нейронов, и имеют клонируемую вместимость до 30 тыс. пар нуклеотидов. 
На основании этих данных недавно были созданы векторы CAV-2, содержа-
щие кассету экспрессии LRRK2 G2019S, которую вводили в путамен (от лат. 
putamen — скорлупа) достаточно интересного НЧП — серого мышиного лемура 
(Microcebus murinus), обладающего положительными чертами как мышевидных 
грызунов (небольшие размеры, хорошая продуктивность в условиях неволи), 
так и особенностями нервной системы НЧП [116].

Что же касается самой генной терапии болезни Паркинсона, то, в связи 
с несовершенством животных моделей, на сегодняшний день лечение пациентов 
малоэффективно.

В 2018 г. многопрофильной командой ветеринарных врачей и ученых было 
сделано сообщение о носительстве небольшой популяцией японских макак 
(Macaca fuscata) мутации в гене CLN7, вызывающем одну из форм болезни Бат-
тена — редкого смертельного нейродегенеративного рецессивно наследуемого 
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заболевания, входящего в группу восковидных липофусцинозов нейронов. Это 
открытие сделает возможным разработку и тестирование стратегии генной тера-
пии болезни Баттена, поскольку данная популяция макак является единственной 
известной моделью этого заболевания среди НЧП в мире [117].

НЧП-модели служат промежуточным звеном для понимания механизмов 
заболевания и связующим мостом, ведущим от экспериментального лечения 
имитированных патологических состояний к терапии реально страдающих 
пациентов.  Совершенствование технологий направленного редактирования 
генома и методов эмбриональной инженерии позволят перенести НЧП в катего-
рию рутинных моделей лабораторных животных для изучения генной терапии 
и скрининга лекарственных препаратов. 

Возможность ознакомить читателя со всем многообразием существующих 
животных моделей, конечно, ограничена рамками нашей монографии. Исследова-
тели всего мирового сообщества делают попытки имитировать не просто отдельные 
симптомы (хотя на начальных этапах это вполне оправдано), но и патогенез, приво-
дящий к проявлению полного симптомокомплекса заболевания, характерного для 
человека. Крайне важно и необходимо тесное сотрудничество исследовательских 
институтов и лабораторий с мировым ветеринарным сообществом, ведь некоторые 
заболевания, характерные для животных, могут стать адекватными моделями для 
заболеваний человека, а полная расшифровка генома, в том числе диких животных, 
позволит выявить новые адекватные базисы для моделирования. 

Моделирование на одном виде животных на сегодняшний день не может 
полностью продемонстрировать весь путь повреждающего агента от его внедрения 
до развития тяжелого комплекса полиорганной дисфункции, будь то патоген или 
наследуемая мутация гена. Поэтому вполне естественно, что ни рыбки данио-ре-
рио, ни даже плоские черви, которым, к сожалению, мы не уделили должного вни-
мания, в ближайшие десятилетия не потеряют своей актуальности при изучении 
патогенеза различных заболеваний и разработке стратегий изучения эффективно-
сти генной терапии посредством систем направленного редактирования генома.
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Направленное геномное редактирование с использованием программи-
руемых нуклеаз заняло передовые позиции среди генетических технологий 
и широко применяется в различных областях, связанных с модификацией 
генома. Открытия последних лет показали нам, что системы направленного 
редактирования генома могут нести в себе огромный потенциал, который можно 
применить для современной науки и медицины. Направленное геномное редак-
тирование может применяться для создания клеточных моделей наследствен-
ных заболеваний человека и животных, функционального скрининга геномов, 
изучения эпигеномов и визуализации клеточных процессов, а также в пищевой 
промышленности для получения обогащенных продуктов питания, в сельском 
хозяйстве для создания новых пород животных и сортов растений. Системы 
направленного редактирования генома представляют особый интерес с точки 
зрения разработки терапевтических подходов для лечения генетических, инфек-
ционных, онкологических, иммунологических и других заболеваний, которые 
ранее считались неизлечимыми.

Технологии направленного редактирования генома могут применяться 
в качестве противовирусной терапии и в борьбе с персистирующими вирусными 
инфекциями, вызванными ВИЧ, вирусом гепатита B, вирусом Эпштейна–Барр, 
цитомегаловирусом, папилломавирусами человека и др. Также геномное ре-
дактирование позволяет исправлять мутации, напрямую вызывающие то или 
иное заболевание. Разработаны подходы для лечения мышечной дистрофии 
Дюшенна, буллезного эпидермолиза, серповидноклеточной анемии, бета-та-
лассемии, пигментной ксеродермы и других моногенных заболеваний человека. 
Кроме того, системы направленного редактирования генома представляют собой 
революционный инструмент для терапии злокачественных новообразований, 
обладая огромным потенциалом для разработки новых методов генной и кле-
точной терапии.

В мире проводятся клинические испытания кандидатных терапевтичес
ких препаратов, для создания которых использованы программируемые ну-
клеазы — главные компоненты систем направленного редактирования генома. 
Эффективность применения генной и клеточной терапии исследуют в борьбе 
с гематологическими и солидными новообразованиями, наследственными  
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и инфекционными заболеваниями. Нет сомнений, что клинических исследований 
лекарственных препаратов, созданных с применением технологий направленного 
редактирования генома, с каждым годом будет становиться все больше.

Некоторые из систем направленного редактирования генома могут быть 
использованы для диагностики болезней путем идентификации генетических 
последовательностей, например вирусов или онкогенов, профилактики инфек-
ционных болезней за счет модификации генов не человека, а переносчиков 
возбудителей заболеваний, например малярии. В перспективе диагностические 
системы на основе систем направленного редактирования генома могут быть 
использованы не только для качественного и/или количественного определения 
нуклеиновых кислот вместо специфических ПЦР-анализов, но и для быстрого 
мультиплексного определения экспрессии РНК, выявления загрязнения образцов 
нуклеиновыми кислотами, отслеживания транскриптов, ассоциированных с пато-
логическими процессами, в пределах биологических систем. Такие диагностиче-
ские системы могут стать многофункциональными, устойчивыми к ошибкам ме-
тодами, пригодными для быстрой постановки диагнозов, включая инфекционные  
заболевания или чувствительное генотипирование микроорганизмов, в том числе 
у постели больного или в полевых условиях.

С момента открытия и описания первых систем, позволяющих производить 
направленное редактирование генома, было сделано множество впечатляющих 
открытий. С каждым днем методы направленного редактирования генома со-
вершенствуются и развиваются. Технологический прогресс и развитие науки 
позволяют повышать безопасность и эффективность программируемых нуклеаз, 
совершенствуются методы доставки элементов систем редактирования генома, 
а также методы определения целевых и внецелевых эффектов, вызванных про-
граммируемыми нуклеазами. Использование систем направленного редактиро-
вания генома стало неотъемлемой частью научного прогресса, а ученые каждый 
день продолжают работать над открытием новых инструментов редактирования 
генов.



195

Приложение



196

Генетические технологии



197

Генетические технологии



Генетические технологии



199

Для заметок



Научное издание

Тюменцев Александр Игоревич
Тюменцева Марина Алексеевна
Михайлова Юлия Владимировна
Шеленков Андрей Александрович

Петров Вадим Викторович
Нагорных Алексей Михайлович

Судьина Анна Евгеньевна

Генетические технологии

Под редакцией академика РАН  
В.Г. Акимкина

Редактор О.В. Устинкова
Корректор Ю.В. Смирнова
Художник Н.Ю. Палочкина

Верстка В.И. Архипов
 

ФБУН Центральный НИИ Эпидемиологии Роспотребнадзора
111123, Москва, ул. Новогиреевская, д. 3А. www.crie.ru

Подписано в печать 25.10.2020. Формат 70 × 100 1/16. Объем 12,5 п.л.
Тираж 1000 экз. 

Отпечатано в ООО «Объединенный полиграфический комплекс»  
г. Москва, Дербеневская набережная, д. 7, стр. 2,  

тел. +7(499)1306019, e-mail: info@opk.bz, www.opk.bz 






