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РЕЗЮМЕ

В обзоре рассмотрены основные направления работы с  модельными организмами 
(Danio rerio, Mus musculus) в области современной персонализированной медицины, 
представлены основные подходы к трансгенезу, позволяющие более точно моделиро-
вать конкретные патологии человека. Описаны существующие модельные системы 
для изучения атеросклероза, дислипидемических растройств, нейродегенеративных 
заболеваний. Упомянуты трехмерные клеточные технологии, применимые в  рамках 
персонализированного подхода к пациенту.
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ВВЕДЕНИЕ

Трансгенные животные используются в  лабо-
раториях в  качестве биомоделей в  медицинских 
исследованиях. Более 90 % из них — генетически 
модифицированные грызуны, преимущественно 
мыши (Mus musculus). Использование генетически 
модифицированных животных является важным 
инструментом для исследования заболеваний че-
ловека, они используются для понимания функции 
отдельных генов и  геномов в  контексте воспри-
имчивости к  разным заболеваниям, их причины 
и прогрессирования, а также для создания альтер-
нативных подходов для лечения патологий. В дан-
ном обзоре мы обсудим как уже ставшие класси-
ческими методы трансгенеза, так и новые подходы 
к  получению трансгенных животных, которые 
наиболее часто используются в  фундаменталь-
ной и прикладной медицине, а также рассмотрим 
детально некоторые патологии, где модифициро-
ванные животные — основной инструмент и ключ 
к понимаю молекулярных и клеточных аномалий, 
приводящих к заболеваниям позвоночных живот-
ных, включая человека.

ОБЗОР КЛАССИЧЕСКИХ И НОВЫХ 
ПОДХОДОВ ТРАНСГЕНЕЗА

Применение трансгенных моделей получило ши-
рокое распространение в биологии и медицине. Од-
ним из наиболее ранних инструментов генной инже-
нерии, стал метод конвенционального нокаута гена, 
позволяющий получить линию животных, у кото-
рых полностью отсутствует функциональный про-
дукт гена на всех этапах онтогенеза. Благодаря де-
ятельности нескольких консорциумов практически 
достигнута цель получить нокауты всех известных 
генов мыши, интенсивно развивается получение 
трансгенных организмов данного типа для экспе-
риментальных животных других видов [1]. Однако 
традиционная техника конвенционального нокаута 
гена имеет целый ряд ограничений. В ходе масштаб-
ных программ фенотипирования трансгенных мы-
шей было обнаружено, что нокаут около 30 % генов 
в гомозиготном состоянии ведет к летальному фе-
нотипу и еще 7 % — к репродуктивным дефектам 
[2]. Также подобные линии животных не позволяют 
исследовать роль гена в  течение отдельно взятого 
периода онтогенеза или в  пределах определенной 
морфологической структуры.

Методы создания трансгенных стабильных 
линий животных многочисленны и  разнообраз-
ны, зависят от целей и задач исследователей. Они 
включают в  себя нокаут генов для определения, 

например, сигнального пути, индукцию сверхэкс-
прессии белков и  экспрессии, которые позволяют 
изменять клеточные процессы, визуализировать 
клетки или уничтожать их путем образования ток-
сичных продуктов, осуществляемых с  помощью 
направленного мутагенеза, трансгенов или вирус-
ной трансдукции [3–5].

Большинство подходов к экспрессии трансгена 
в  определенном типе клеток требуют промотор, 
который управляет транскрипцией гена в  дан-
ной клетке. Существует несколько способов ак-
тивации промотора в  определенном типе клеток. 
Если известны промоторные последовательности, 
специфичные для интересующего типа клеток, их 
можно использовать для создания конструкции 
и последующей случайной вставки в геном мыши 
[6]. Однако часто этот подход требует создания 
и скрининга многих трансгенных линий, посколь-
ку уровень экспрессии трансгена и эффективность 
передачи могут варьировать в зависимости от ко-
личества копий трансгена в геноме и их интеграци-
онных сайтов [7].

Экспрессия гена в  интересующей клетке так-
же может быть достигнута с помощью «нокаута», 
когда трансген вставлен в геномную кодирующую 
последовательность специфичного для клетки 
гена с использованием специфического мутагене-
за. Данный подход обеспечивает наиболее точную 
экспрессию трансгена, поскольку все внутренние 
регуляторные элементы промотора сохраняются, 
но приводит к нежелательному гомо- или гетеро-
зиготному нокауту специфичного для клетки гена. 
Этого можно избежать, если трансген вставлен 
вместе с  IRES-участком (internal ribosome entry 
site), который обеспечивает внутреннюю инициа-
цию трансляции, и экспрессия обоих генов проис-
ходит параллельно [8].

Еще одним способом осуществления прямой 
экспрессии трансгена являются трансгенные кон-
струкции на  основе бактериальных, дрожжевых 
или других искусственных хромосом (BAC, YAC 
или PAC). Искусственные хромосомы содержат 
большие фрагменты геномной ДНК, а  конкрет-
ный клон будет включать в себя кодирующую по-
следовательность специфичного гена и  элементы 
промотора [9, 10]. Данный подход обладает двумя 
преимуществами: во-первых, большие геномные 
фрагменты могут содержать большую часть или 
все промоторные области, которые управляют 
экспрессией трансгена в  интересующей клетке; 
и  во-вторых, эндогенная кодирующая последова-
тельность специфичного гена не изменяется, если 
только трансген случайно не интегрируется в ко-
дирующую последовательность гена.
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Прямой контроль экспрессии трансгена требу-
ет активации промотора в интересующей клетке 
в  определенное время. С  помощью индуцируе-
мой экспрессии трансгена можно осуществить 
такой жесткий пространственный и  временной 
контроль. Широко используемые подходы Tet-
On и Tet-Off позволяют активировать экспрессию 
трансгена в интересующей клетке в определенное 
время [11, 12]. В системе Tet-Off и Tet-On исполь-
зуется белок-трансактиватор тетрациклина (tTA), 
способный связываться с  ДНК в  определенных 
последовательностях оператора TetO. Активация 
tTA может подавляться (Tet-On) или активиро-
ваться (Tet-Off) тетрациклином и  его произво-
дными и  тем самым предотвращать активацию 
специфических генов [13].

В качестве принципиально иного подхода к ре-
дактированию применяются сайт-специфичные 
рекомбиназы, позволяющие осуществлять манипу-
ляции непосредственно на уровне генома в экспери-
ментальном организме. Наиболее распространен-
ной системой для генерации неконвенциональных 
нокаутных животных является Cre-Lox система 
[14]. Cre-рекомбиназа  — фермент, обнаруженный 
у бактериофага P1 — специфически распознает по-
следовательности, названные LoxP-сайтами. Дан-
ный фермент вырезает последовательность, распо-
ложенную между двумя LoxP-сайтами и сшивает 
концы исходной ДНК. Таким образом, у модельно-
го организма ген или его фрагмент заключен меж-
ду LoxP-сайтами, и процесс его рестрикции управ-
ляется экспрессией Cre.

Применение сайт-специфичных рекомбиназ 
также открывает новые возможности для созда-
ния моделей для генетического трейсинга — тех-
ники, позволяющей идентифицировать потомков 
клеток, экспрессирующих ген интереса. Типичная 
модельная система состоит из двух генетических 
конструкций. Первая представлена кодирующей 
последовательностью Cre-рекомбиназы, распо-
ложенной под промотором интересующего гена. 
Вторая конструкция состоит из гена, кодирующего 
репортер и  расположенного перед ним флоксиро-
ванного (расположенного между двумя LoxP-сай-
тами) стоп-кодона. Таким образом, в  клетках, 
в которых активен промотор гена интереса, проис-
ходит рекомбинация и коэкспрессия репортерного 
гена. Дальнейшим путем модификации системы 
являлось создание фьюжн-белка  — CreERT и  его 
модификаций  — рекомбиназ, активируемых аго-
нистами эстрогенового рецептора человека [15]. 
Подобная система позволяет запускать рекомби-
нацию в определенный период времени путем вве-
дения соответствующего лиганда не  затрагивая 

клетки, экспрессирующие ген интереса в  другие 
периоды онтогенеза.

Дальнейшим путем модификации данного мето-
да является создание новых химерных белков-ин-
дукторов рекомбинации на  основе Cre. Один из 
многообещающих вариантов  — фьюжн-белок из 
Cre и дигидрофолатредуктазы E. Coli [16]. В данном 
случае в  качестве индуктора может применяться 
малотоксичный препарат триметоприм, для кото-
рого нет эндогенного рецептора в организме мыши.

Вместе с  развитием генетических конструктов 
индукторов рекомбинации также развиваются 
и  репортерные. Существование множества вари-
антов LoxP-сайтов и различных по спектральным 
характеристикам и внутриклеточной локализации 
флуоресцентных белков позволило создать ряд 
сложных репортерных линий животных, таких как 
Brainbow, Zebrabow, Confetti и  другие, в  которых 
рекомбинация приводит к случайной комбинации 
коэкспрессии нескольких репортеров, что позволя-
ет проводить эксперименты типа клонального ана-
лиза [17], исследования коннектома и  процессов 
развития нейронных сетей [18].

В кодирующей последовательности таргетной 
для рекомбиназы конструкции могут быть раз-
мещены не  только флуоресцентные белки. Один 
из эффективных методов исследования роли от-
дельных типов клеток в  развитии организма  — 
генетическая абляция  — основан на  индукции 
рекомбиназой экспрессии дифтерийного токсина, 
вызывающего смерть клеток [19].

Ряд классических методов нейробиологии по-
лучил дополнительные возможности благодаря 
сконструированным белкам-сенсорам. Так, доступ-
ны линии мышей, у  которых вместо репортерных 
белков экспрессируются кальций-чувствительные, 
чувствительные к  трансмембранному потенциалу 
и пероксидам флуоресцентные белки [20]. Таким об-
разом, возможно применение классических методов 
регистрации нейрональной активности в приложе-
нии к определенному типу или популяции клеток, 
идентифицируемым по экспрессии Cre.

Хорошо охарактеризованным маркером ней-
рональной активности является экспрессия генов 
класса IEG (immediate early genes), таких как c-foc, 
c-jun и Arc. Экспрессирующиеся под промоторами 
данных генов рекомбиназы позволяют идентифи-
цировать нейрональные ансамбли, участвующие 
в реализации поведенческих актов у мышей [20].

Cre-Lox-система также является базисной для 
множества модельных конструкций в  оптогене-
тических исследованиях в нейробиологии. В дан-
ном случае рекомбиназа индуцирует экспрессию 
фотореактивных белков. Первоначально наиболее 



98

ОБЗОРЫ   |   REVIEWERS

   Том  № 1      1      2021   

распространенными были фотоактивируемые ион-
ные каналы, обнаруженные у  ряда бактерий. Все 
большее распространение получают фьюжн-бел-
ки из фотореактивной и ферментативно-активной 
частей, позволяя индуцировать внутриклеточные 
биохимические реакции направленным действием 
света. В сочетании с вышеупомянутыми конструк-
циями, включающими в себя Cre под промотором 
IEG, становится возможным реактивировать ней-
ронные сети, участвовавшие ранее в ходе интере-
сующего поведенческого акта [21].

Альтернативным методом является применение 
Flp-FRT-системы, получившей, однако, меньшее 
развитие. Среди проблем выделяется термола-
бильность фермента Flp и относительно низкая эф-
фективность рекомбинации, что не  позволяет его 
использовать у  гомойотермных организмов [22]. 
В  ходе дальнейших модификаций рекомбиназы 
данные проблемы были частично разрешены, од-
нако эффективность ее все еще уступает Cre-Lox.

Сходный с  Cre-Lox принцип используется 
в трейсинге с применением Dre-rox, которая пока 
не  получила широкого распространения. Соче-
тание из нескольких систем рекомбинации в  од-
ном модельном организме позволяет создавать 
сложные управляемые модели, визуализировать 
несколько типов или популяции клеток одновре-
менно, при условии одновременной коэкспрессии 
нескольких генов [23].

ДАНИО — УНИКАЛЬНЫЕ БИОМОДЕЛИ 
ДЛЯ ИЗУЧЕНИЯ ПАТОЛОГИЙ

Модели на Brachydanio rerio экономически более 
выгодны, чем модели грызунов, ввиду меньшей сто-
имости содержания модельного организма. К преи-
муществам относится простота содержания и  воз-
можность получения большого числа эмбрионов 
за короткий промежуток времени. Жилищно-се-
лекционные системы гораздо проще. Теоретически 
одна пара рыбок данио может производить тысячи 
генетически идентичных эмбрионов. Специфика 
воспроизводства позволяет исследовать редкие ге-
нетические события и проводить параллельное те-
стирование на большой гомогенной выборке [24].

Внешнее оплодотворение делает манипуля-
ции с  эмбрионами гораздо более доступными, 
чем у млекопитающих. Кроме того, прозрачность 
эмбрионов Danio Rerio позволяет исследовать ор-
ганогенез прижизненно, в частности при использо-
вании специфических линий и витальных красите-
лей, включая флуоресцентную маркировку.

Кроме того, эмбрионы рыбок данио чрезвычай-
но быстро развиваются: к  24 часам после ферти-

лизации большинство этапов органогенеза завер-
шается, что позволяет визуализировать в реальном 
времени все стадии развития организма [25, 26].

Важно отметить, что в дополнение к этому бы-
строму анатомическому развитию нейронные, гор-
мональные и паракринные связи также устанавли-
ваются и  обеспечивают гомеостаз уже на  ранних 
стадиях развития [27–29].

Небольшой размер эмбрионов рыбок данио 
и  взрослых особей также может быть преимуще-
ством в лабораторных условиях за счет снижения 
расхода ценных реагентов при проведении скри-
нинговых исследований. Малый размер также 
облегчает whole-tissue [30], whole-organ и  whole-
organism транскриптомный [31, 32], протеомный 
[33] и  другие «омиксные» анализы [34], а  также 
whole-organ клональный анализ [35] и cell-cell кар-
тирование [36].

Несмотря на то что общие предки рыб и чело-
века разошлись около 450 млн лет назад, известно, 
что порядка 82 % генов, ответственных за генети-
ческие заболевания, представлены ортологичными 
генами у рыб данио [37]. Удобство редактирования 
генома и обилие генов-ортологов у этих животных 
позволили создать точные биомодели на данио.

Редактирование генома рыб с  помощью про-
граммируемых нуклеаз позволяет вносить двуце-
почечные разрывы в интересующем участке ДНК, 
что приводит к  целевой мутации, приводящей 
к  инактивации гена интереса или изменению его 
работы.

Исследования на  рыбах играют центральную 
роль в развитии и применении технологий редак-
тирования генома: первоначально редактирование 
генома рыбок проводили с  помощью технологии 
ZFN (zink finger nuclesases)— специально сконстру-
ированных специфичных протеаз, которые можно 
нацелить на желаемый участок ДНК и  с высокой 
точностью вносить изменения в геном.

Следующий шаг в  развитии редактирования 
генома и получении модельных рыбок — появле-
ние технологии TALEN (Transcription Activator-
Like Effector Nucleases): преимущество этого типа 
эндонуклеаз в том, что они могут быть сконстру-
ированы для связывания с  любой интересующей 
последовательностью ДНК и  в том, что они мо-
гут вызывать широкий спектр мутаций у  рыбок 
при эффективности свыше 98,5  % [38]. Техноло-
гия CRISPR (Clustered Regulatory Interspaced Short 
Palindromic Repeats) / Cas9 — самый современный 
подход в  редактировании генома, она позволяет 
быстро и  точно редактировать геном и  является 
самой распространенной техникой для данио [39]. 
Перечисленные технологии направлены на  инак-
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тивацию генов путем внесения инсерции или вне-
сения небольших вставок, что позволяет всего за 
2 поколения вывести линии рыбок с гомозиготны-
ми мутациями модельных патологий [40]. Таким 
образом, на  рыбах впервые были смоделированы 
заболевания крови [41], получены биомодели сер-
дечно-сосудистых [42] и нейродегенеративных за-
болеваний [43].

Отличительная черта использования рыбок 
в  персонализированной медицине  — получение 
гуманизированных моделей болезней. Как правило 
гуманизированная модель основана на повышении 
функциональности целевых генов. Самый простой 
метод  — временное повышение экспрессии гена, 
это позволяет проследить взаимосвязь между эф-
фектом сверхэкспрессии у биомодели и физиологи-
ческим эффектом мутации человека [40].

Например, оверэкспрессия мРНК гена NRAS 
у эмбрионов данио моделирует процесс, при кото-
ром оверэкспрессия ортологичного гена у человека 
приводит к развитию синдрома Нунана [44]. Похо-
жие исследования показывают, что гиперэкспрес-
сия гена PTDSS1, связанная с развитием синдрома 
Маевского, связана с аномалиями в развитии ске-
лета у мальков данио [45].

Гуманизированные рыбы активно используются 
при исследованиях процессов нейродегенерации, 
например в качестве моделирования токсического 
воздействия синуклеинов, в  частности человече-
ского α-синуклеина, участвующего в развитии бо-
лезни Паркинсона [46]. Накопление α-синуклеинов 
в  нейронах связывали с  нейродегенеративными 
процессами, механизмы которых были неясны.

С помощью системы GAL4/UAS, которая по-
зволяет искуственно активировать гены интереса, 
было показано, что гиперэкспрессия человеческого 
α-синуклеина в нейронах приводит к токсическому 
эффекту и дегенерации нервных клеток. Похожий 
подход, который заключался в  том, чтобы искус-
ственно создать в  гене C9orf72 последовательно-
сти, отвечающие за синтез глицин-аланиновых 
повторов, также позволил создать модель бокового 
амиотрофического склероза на рыбках данио [47].

На рыбках могут быть исследованы доминант-
ные наследственные болезни и влияние различных 
мутаций на  пенетрантность патологического при-
знака. Например, спинальная мозжечковая атаксия 
3-го типа вызвана отмиранием нейронов мозжечка 
и  вызвана мутацией гена потенциал-зависимого 
калиевого канала Kv3.3. Детская и взрослая формы 
этого заболевания связаны с мутациями и гиперэкс-
прессией различных аллелей гена, что приводит 
к  формированию различных фенотипов у  модель-
ных рыбок. Младенческая, тяжелая форма заболе-

вания ведет к нарушению миграции мотонейронов, 
в то время как взрослая форма приводит к наруше-
нию ветвления аксонов мотонейронов [48].

ТРАНСГЕННЫЕ ЖИВОТНЫЕ 
ДЛЯ ИЗУЧЕНИЯ АТЕРОСКЛЕРОЗА 
И ДИСЛИПИДЕМИЧЕСКИХ РАССТРОЙСТВ

Идеальная модель дислипидемических рас-
стройств и  атеросклероза на  животных для био-
медицинских и  фармацевтических исследований 
должна обладать соответствующим потенциалом 
для экстраполяции данных на  человека. В  ос-
новном, такие модели базируются на  индукции 
и  ускорении формирования атеросклеротической 
бляшки за счет применения специализированных 
диет, генетических манипуляций и средовых воз-
действиях.

В первой половине ХХ века применялись ди-
ет-индуцированные модели атеросклероза, пре-
имущественно на  кроликах. Было показано, что 
высоко холестериновая диета (HCD), а также диета 
с высоким содержанием животного белка приводят 
к атеросклерозу и гиперхолестеринемии.

С 1950-х по 1970-е годы на крысах и кроликах 
были разработаны и  протестированы различные 
диеты, способные индуцировать гиперлипидемию. 
Исследования индуцируемого диетой атеросклеро-
за внесли принципиальный вклад в понимание па-
тогенеза этого состояния.

В 1970-х и 1980-х годах для исследования атеро-
склероза начали активно применять лабораторных 
мышей. Исследования в области метаболизма ли-
попротеинов в плазме в 1980-х годах, в сочетании 
с появлением технологий трансгенеза в 1990-х го-
дах, привели к появлению таких нокаутных линий 
мышей, как ApoE-/-, Ldlr-/-, PCSK9-/-. Кроме того, 
в 2002 году был секвенирован геном мышей линии 
C57BL/6, являющейся сравнительно чувствитель-
ной к моделированию метаболических нарушений 
посредством диеты.

Показано, что модели атеросклероза на  мышах 
в основном не демонстрируют нестабильность ате-
рослеротической бляшки с  последующим тром-
бозом, которые чаще всего являются факторами, 
связанным с клинически значимыми острыми сер-
дечно-сосудистыми эпизодами [49]. Этиопатогенез 
образования нестабильной атеросклеротической 
бляшки включает в  себя наличие факторов риска 
развития сердечно-сосудистых заболеваний, ко-
торые индуцируют эндотелиальную дисфункцию 
и повышают проницаемость сосудов, приводя к ин-
фильтрации липидов и усиливая адгезию и транс-
миграцию моноцитов. В интиме сосудов моноциты 
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дифференцируются в  макрофаги и  поглощают из-
мененные липиды, превращаясь в  пенистые клет-
ки. Одновременно на  этом этапе гладкомышечные 
клетки сосудов мигрируют в интиму, где синтези-
руют внеклеточный матрикс и способствуют обра-
зованию фиброзной капсулы. По мере прогрессиро-
вания бляшки количество гладкомышечных клеток 
уменьшается, пенистые клетки подвергаются апоп-
тозу, высвобождая активные металлопротеиназы, 
которые разрушают капсулу, повышая вероятность 
разрыва бляшки. Иммунная система принимает ак-
тивное участие в этом процессе и играет ключевую 
роль в дестабилизации бляшек [50].

Кроме этого, в отличие от людей, у мышей редко 
развивается атеросклероз в коронарных артериях, 
но легко развивается атеросклероз в корне аорты. 
Таким образом, распределение поражения тканей 
у мышей и человека не идентично. 

На данный момент большой интерес в  каче-
стве биологической тест-системы для изучения 
атеросклероза и  дислипидемических расстройств 
представляют рыбки Danio Rerio, что находит от-
ражение в  статистическом анализе публикаций, 
освещающих соответствующие модели [24, 51]. 
Danio Rerio анатомически схожи с  более высоко-
организованными позвоночными. Патологические 
процессы в  тканях могут быть изучены и экстра-
полированы для широкого спектра сердечно-сосу-
дистых и метаболических заболеваний у человека 
[52].

Генетические модификации рыбок Danio также 
берут начало в 1980-х годах. В 2000-х годах коли-
чество опубликованных исследований с  исполь-
зованием рыбок Danio стало увеличиваться, была 
получена первая генетически модифицированная 
модель гиперлипидемии Apoc2-/-, а вскоре и модель 
гиперхолестеринемии LDLR-/-.

Направленная делеция гена Apoc2 является од-
ним из векторов дальнейшей разработки моделей 
дислипидемий на  рыбках Danio. Люди, лишен-
ные Apoc2, имеют семейную хиломикронемию, 
характеризующуюся повышенным уровнем триг-
лицеридов и  рецидивирующими эпизодами панк-
реатина. Мутантные Danio Rerio демонстрируют 
отличительные признаки дефицита Apoc2 чело-
века: снижение активности липазы в плазме и тя-
желую гипертриглицеридемию. Визуализация со-
судистой сети у Apoc2-/- мутантных рыб выявляет 
накопление липидов и нагруженных липидами ма-
крофагов, что является признаком формирования 
атеросклеротических бляшек. Эта модель дисли-
пидемии может оказаться особенно полезной при 
изучении стадий экстравазации, окисления и  по-
глощения ЛПНП макрофагами стенок сосудов [53].

Зебрафиш, мутантные по LDLR, являются био-
логической моделью для изучения гиперхолесте-
ринемии и  накопления липидов в  кровеносных 
сосудах, что эквивалентно раннему этапу развития 
атеросклероза человека. Для этой модели харак-
терно развитие умеренной гиперхолестеринемии 
при нормальном питании. Однако кратковремен-
ное 5-дневное кормление личинок дефицитных 
по LDLR рыбок диетой с высоким содержанием хо-
лестерина (HCD) приводит к обострению гиперхо-
лестеринемии и накоплению и отложению липидов 
в сосудах [54].

Несмотря на  принципиальные различия в  фи-
зиологии обмена веществ у  пойкилотермных 
и  гомойотермных видов, именно Danio Rerio по-
зволяют воспроизвести некоторые из тех патологи-
ческих процессов, которые не могут быть изучены 
с применением моделирования на грызунах, в свя-
зи с чем и приобретают популярность как ценная 
модель для изучения липидного обмена и связан-
ных с ним нарушений [55].

Известно, что ортологи ключевых факторов, 
регулирующих метаболизм липидов, такие как 
микросомальный белок переноса триглицеридов 
(MTTP), ацил-КоА-синтетаза (ACS) и аполипопро-
теин C2 (APOC2) экспрессируются у рыбок данио 
также, как у млекопитающих [56, 57]. В то же вре-
мя, в  отличие от  грызунов, рыбки данио облада-
ют белком переноса сложного эфира холестерина 
(CETP), так как ортолог CETP сохранен в их гено-
ме. Таким образом, как и у людей, сложные эфиры 
холестерина у  рыбок данио отклоняются от  «хо-
роших» ЛПВП к «плохим» ЛПНП, тем самым по-
вышая восприимчивость к атерогенным событиям 
[58].

Кроме того, Danio Rerio являются подходящей 
моделью для изучения аутовоспалительных рас-
стройств, которые, как известно, являются зна-
чимым фактором риска при развитии атероскле-
ротических изменений и  сердечно-сосудистых 
осложнений, который может сыграть свою роль 
даже при низком уровне ЛПНП в крови [59].

Хроническое воспаление, через активацию 
NLRP3 inflammosome-IL-1β сигнального пути, 
является важным фактором развития атероскле-
ротических сердечно-сосудистых заболеваний 
(ASCVD), будучи запущенным путем накопления 
внутриклеточного холестерина в клетках [60].

Пириновый домен семейства NLR, содержа-
щийся в 3 (NLRP3) inflammasome, является одним 
из наиболее полно охарактеризованных у  людей 
и  других млекопитающих. Была произведена мо-
лекулярная и функциональная идентификация го-
молога NLRP3 (DrNLRP3) на модели Danio Rerio. 
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За счет нокдауна DrNLRP3 у  личинок зебрафиш 
и генерации нокаута DrASC-/- удалось охарактери-
зовать функцию DrNLRP3 inflammasome в  анти-
бактериальном иммунитете in vivo.

Таким образом, интерес в сфере изучения ате-
росклероза и  дислипидемических расстройств 
в  качестве модельных организмов представляют 
как лабораторные мыши, так и рыбки данио. Раз-
витие сферы биомоделирования патологических 
процессов с  использованием экспериментальных 
модельных систем и применением технологий ре-
дактирования генома позволяет расширять спектр 
доступных генетических и  сочетанных моделей 
атеросклероза и дислипидемических расстройств.

СОВРЕМЕННЫЕ 
ГЕНЕТИЧЕСКИЕ ТЕХНОЛОГИИ 
ДЛЯ ИЗУЧЕНИЯ НЕЙРОГЕНЕЗА 
И НЕЙРОДЕГЕНЕРАТИВНЫХ 
ЗАБОЛЕВАНИЙ

Процесс развития нервной системы (нейроге-
нез)  — это сложный многоступенчатый процесс 
формирования (специализации) нервных клеток, 
формирующих отделы нервной системы (цен-
тральный и  периферический отделы) [61]. Безус-
ловно, понимание молекулярных и  клеточных 
механизмов развития нервной системы необходи-
мо для расшифровки функционирования работы 
мозга и  его пластичности у человека. К наиболее 
используемым методам изучения нейрогенеза от-
носятся методы генетического трейсинга, позво-
ляющие проследить за судьбами эмбриональных 
клеток и  методы тканеспецифического нокаута 
(нокина), выявляющие роль одного или ансамбля 
генов в нейроразвитии или специализации отдель-
ных нейронов или глии. Отслеживание иерархии 
клеток в  развитии —это процесс, направленный 
на  выявление потомства, которое происходит 
от одной клетки-предшественника (стволой клетки 
или предшественника, бластных клеток). Трейсинг 
может быть реализован разными стратегиями, ос-
нованными на  генетически модифицированных 
организмах, с  использованием генетических мар-
керов, трансфицированных вирусных векторов 
или конструкций ДНК и с помощью секвенирова-
ния клеток [62].

 Трейсинг клеток-предшественников до  состо-
яния их конечной специализации и  определения 
их судьбы во взрослом организме стал возможным 
благодаря разработке некоторых важных генетиче-
ских инструментов, которые сделали возможным 
постоянное маркирование клеток. В частности, ре-
комбинационные системы Cre-loxP [63] и Flp-FRT 

[64] являются наиболее используемыми система 
в  изучении клеточного трейсинга. Трансгенные 
линии мышей, которые восприимчивы к  индуци-
бельной рекомбинации Cre под контролем специ-
фических промоторов, могут вызывать экспрес-
сию флуоресцентного репортера (флуоресцентного 
белка) для определения судьбы нейронных пред-
шественников in vivo [65]. Это было достигнуто 
путем введения низких доз тамоксифена, и, в  за-
висимости от интересующей линии, были созданы 
трансгенные мыши, кодирующие различные флу-
оресцентные белки под контролем специфических 
промоторов, проявляющие особые преимущества 
и недостатки [66].

Немного усложненная версия моноцветного 
(один трейсер) генетического трейсинга являет-
ся методом многоцветного маркирования клеток 
(технологии Brainbow) [67]. Трансгенные мыши 
Brainbow подвергаются стохастической рекомби-
нации до  четырех флуорофоров, которые управ-
ляются системой Cre-loxP, в результате чего обра-
зуются многоцветные мозаики, в  которых можно 
легко идентифицировать отдельные клетки. Моди-
фицированные версии этой методологии все еще 
разрабатываются, и они дают яркие изображения, 
которые позволяют чрезвычайно подробно ви-
зуализировать морфологию отдельных меченых 
клеток. Это очень эффективный метод для карти-
рования клеток, но не для отслеживания происхож-
дения. Однако эта технология оказала огромное 
влияние на область отслеживания происхождения, 
что привело к новой волне методов, в которых сто-
хастическая комбинация флуорофоров использу-
ется для создания уникальных штрих-кодов ней-
рональных стволовых клеток, которые могут быть 
унаследованы всеми их потомками. Этот метод 
первоначально был разработан для мышей, хотя 
комбинаторное использование флуоресцентных 
белков было переделано для картирования судь-
бы у Drosophila melanogaster (Flybow, d-Brainbow, 
Raeppli) и рыбок-зебр (Zebrabow) [16].

Одним их самых современных подходов в  эф-
фективной транформации клеток, эмбрионов или 
тканей стал метод трангенеза с  помощью реком-
бинантных лентивирусов, кодирующих различ-
ные флуоресцентные белки, которые создаются, 
чтобы внести свой вклад в многоцветную мозаику 
для отслеживания происхождения [68]. Эти реком-
бинантные конструкции ДНК могут быть транс-
фицированы в  интересующие клетки и  позволя-
ют проследить всех потомков отдельных клеток 
(StarTrack, iON, CLONE) [69–71]. Новые достиже-
ния в  области микроскопии привели к  прогрессу 
в отслеживании многоцветных линий [72], расши-
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ряя возможности отслеживания линий в любом ор-
ганизме и позволяя изучать гетерогенность клеток.

Генетические технологии приобрели значение 
не  только для изучения механизмов нейрогенеза, 
но  и для исследований причин развития нейро-
дегенеративных заболеваний. В  отличие от  безу-
спешных поисков новых и  эффективных методов 
лечения, понимание патогенетических механиз-
мов, лежащих в  основе основных нейродегене-
ративных состояний, значительно продвинулось 
вперед. Механизмы, управляющие патологической 
агрегацией ключевых белков, природа и процессы 
повреждения нейронов, связанные с образованием 
белковых агрегатов, — это современные направле-
ния изучения данных нейропатологий.

Ввиду значительного сходства в  фенотипе ге-
нетических и спорадических форм нейродегенера-
тивных заболеваний (например, болезнь Альцгей-
мера и Паркинсона, лобно-височная деменция или 
боковой амиотрофический склероз), генетически 
модифицированные модели животных, несущие 
человеческие гены, которые, как оказалось, му-
тировали в  семейных случаях нейродегенераций, 
были созданы для изучения механизма возникно-
вения и прогрессирования таких патологий.

На сегодняшний день составлена база данных, 
которая предоставляет информацию об отдельных 
моделях нейродегенеративных заболеваний у гры-
зунов, включая болезнь Альцгеймера, Паркинсона 
и  боковой амиотрофический склероз. Обобщая, 
визуализируя и  постоянно обновляя доступные 
данные о характеристиках модельных систем, ре-
ализуется цель данной базы — помочь исследова-
телям изучать, сравнивать и  определять модели, 
которые могут ускорить их исследования (https://
www.alzforum.org/research-models).

В настоящее время предпринимаются большие 
усилия по  характеристике моделей болезни Альц-
геймера на  животных, чтобы лучше понять пато-
физиологию заболевания, а также определить моде-
ли, подходящие для исследования потенциальных 
терапевтических средств. На  данном этапе описа-
но 210 моделей животных, которые используются 
в  данном направлении исследования и  посвящены 
в основном изучению амилоидных бляшек (21 мо-
дель), Нейрофибриллярных клубков (10), потери 
тел нейронов (15), глиозиса (27), потери синапсов 
(16 моделей), долговременной потенциации и  дли-
тельной депрессии (16 моделей) и когнитивным на-
рушениям (5xFAD (B6SJL), 3xTg, A7 APP transgenic, 
Abca7*A1527G/APOE4/Trem2*R47H, APOE2 
Knock-In, floxed (CureAlz), APOE3 Knock-In, floxed 
(CureAlz), APOE4 Knock-In (JAX), APP751SL/PS1 
KI). Прогресс в исследованиях и разработке методов 

лечения болезни Паркинсона зависит от надежных 
доклинических моделей, включая модели грызунов. 
На сегодняшний день описано 20 моделей грызунов, 
изучающих проблемы потери нейронов, дофами-
новый голод, включения α-синуклеина, нейровос-
паления, неисправности митохондрий, моторные 
и  не моторные нарушения (α-synuclein KO Mouse, 
Pink1 KO Rat, Thy1-αSyn “Line 61” Mouse, Parkin KO, 
DJ-1 KO Rat). В  случае бокового амиотрофическо-
го склероза насчитавается порядка сорока моделей 
на грызунах, воспроизводящих различные аспекты 
болезни, такие как двигательные нарушения или де-
генерация двигательных нейронов. Однако ни одна 
модель не воссоздает все аспекты заболевания чело-
века в совершенстве.

Действительно, базовые клинические исследо-
вания убедительно доказывают и  подтверждают 
своими данными, что экспериментальные модели 
животных чрезвычайно полезны для анализа пато-
генетических механизмов и подбора инструментов 
для нейрофармакологии, цель которой повлиять 
на начальные механизмы развития заболевания.

ОРГАНОИДНЫЕ МОДЕЛИ

Последние годы, в  связи с  развитием молеку-
лярных методов в  исследованиях, моделирование 
заболеваний человека на лабораторных животных 
нередко создает дополнительные вопросы по пово-
ду патогенетических механизмов. Даже белки, ко-
дируемые ортологами, не обязательно будут нести 
совершенно идентичные функции в  организмах 
различных биологических видов. Применение гу-
манизированных животных также не всегда может 
дать ответ на  все вопросы, модификация далеко 
не всегда будет затрагивать весь организм.

Для решения задач, связанных с изучением ток-
сичности веществ и реактивности отдельных клеток, 
двухмерные клеточные культуры применяются уже 
достаточно давно. Классические двухмерные куль-
туры клеток тем не менее имеют ряд ограничений, 
которые не  позволяют этой технике применяться 
в качестве универсальной модели для персонализи-
рованной медицины. В монослое культуры может за-
метно меняться транскриптомный профиль клеток, 
что влечет за собой возможные изменения их свойств 
и чувствительности к воздействиям. Кроме того, от-
сутствие молекулярных сигналов от  клеток других 
популяций также влияет на свойства клеток в куль-
туре. Частично эта проблема решена путем кокульти-
вирования разных видов клеток в одной культуре (ма-
крофаги и фибробласты, эндотелий и клетки опухоли, 
мезенхимальные стволовые клетки и  меланоциты  
и т. д.) [73–75].
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Органоидные модели — трехмерные клеточные 
системы культивирования, которые в большей сте-
пени, чем двухмерные, позволяют моделировать 
как нормальные физиологические процессы, так 
и  патологические состояния. Их возможно созда-
вать из эмбриональных стволовых клеток, инду-
цированных плюрипотентных стволовых клеток, 
а также клеток взрослых организмов, в том числе 
опухолевых. Они представляют собой относитель-
но недорогие системы, способные к  самообнов-
лению и  позволяют моделировать самые разные 
процессы путем воздействия на  них различными 
биологически активными молекулами, физически-
ми факторами, микроорганизмами. При этом сам 
органоид будет «отвечать» на воздействие сигналь-
ными клеточными каскадами, характерными для 
того органа/ткани, который он моделирует. Так, 
органоиды головного мозга генерируют альфа-рит-
мы, характерные для мозга новорожденных [76].

Органоиды, полученные из новообразований 
пациентов, демонстрируют те же молекулярные 
характеристики, что и «материнская» опухоль, что 
позволяет in vitro наблюдать генетические изме-
нения в их клетках, определять чувствительность 
к  разным типам химиотерапевтических препара-
тов и предполагать с большой долей вероятности 
возможность метастазирования конкретного ново-
образования [77, 78].

В органоидных системах относительно просто 
можно осуществлять редактирование генома, что 
может быть полезным как при изучении патогене-
за отдельных заболеваний, так и для тестирования 
определенных терапевтических подходов [79, 80].

Интересным направлением является также 
трансплантация органоидов. Возможна трансплан-
тация как тумороидов, так и  нормальных тканей 
[81]. Также проводятся эксперименты по  транс-
плантации человеческих органоидов лаборатор-
ным животным.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, использование трансгенных жи-
вотных и  культур тканей позволяет значительно 
более детально подходить к  лечению пациентов, 
выбирать наиболее подходящие стратегии. Также 
есть возможность изучения in vivo молекулярных 
и клеточных основ заболевания и терапевтических 
подходов с оценкой потенциальных факторов риска. 
Использование трехмерных культур клеток пациен-
та дает возможность наиболее точно определить мо-
лекулярные особенности протекания заболевания 
у конкретного человека и подобрать индивидуаль-
ную программу лечения наиболее точно.
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