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Аннотация. Сегодня актуальной проблемой в медицине является нехватка органов для трансплантаций. 
Одна из предполагаемых технологий получения этих органов – выращивание их из клеток человека в орга-
низме химерных животных с использованием метода межвидовой бластоцистной комплементации в ком-
бинации с методами геномного редактирования и получения плюрипотентных стволовых клеток. Метод 
CRISPR/Cas9 позволяет создавать животных для бластоцистной комплементации с так называемыми сво-
бодными нишами. Совершенствование методов получения индуцированных плюрипотентных стволовых 
клеток дает возможность получать донорские клетки человека, способные заселять свободную нишу. Таким 
образом, с помощью современных технологий можно осуществить межвидовую бластоцистную компле-
ментацию между человеком и другими животными, что в будущем позволит выращивать органы человека 
внутри химерных животных. Однако на практике для проведения успешной межвидовой бластоцистной 
комплементации необходимо решить ряд проблем: усовершенствовать методы получения «химер-ком-
петентных клеток», преодолеть специфические межвидовые барьеры, подобрать совместимые стадии 
развития клеток для инъекции и соответствующего этапа развития эмбриона-реципиента, предотвратить 
апоптоз донорских клеток, добиться эффективной колонизации донорскими клетками человека организма 
животного-реципиента. Кроме того, очень важно проанализировать и законодательно урегулировать эти-
ческие аспекты, возникающие при разработке технологий, связанных с получением химерных организмов 
с участием клеток человека. Многочисленные исследования направлены на решение этих проблем, а также 
на поиски новых подходов в создании межвидовых химерных организмов с целью выращивания органов 
человека для трансплантаций. В настоящем обзоре описаны исторические этапы развития технологии бла-
стоцистной комплементации, детально разобраны методы, лежащие в основе ее современного варианта, и 
проанализированы достижения, позволяющие приблизиться к возможности выращивания органов чело-
века в химерных животных. Рассмотрены также барьеры и проблемы, мешающие успешному применению 
данного подхода на практике, и дальнейшие перспективы его развития.
Ключевые слова: химеризм; межвидовой химеризм; ЭС клетки; ИПСК; CRISPR/Cas9; органы для трансплан-
таций.
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Abstract. The lack of organs for transplantation is an important problem in medicine today. The growth of organs 
in chimeric animals may be the solution of this. The proposed technology is the interspecific blastocyst comple-
mentation method in combination with genomic editing for obtaining “free niches” and pluripotent stem cell pro-
duction methods. The CRISPR/Cas9 method allows the so-called “free niches” to be obtained for blastocyst com-
plementation. The technologies of producing induced pluripotent stem cells give us the opportunity to obtain 
human donor cells capable of populating a “free niche”. Taken together, those technologies allow interspecific blas-
tocyst complementation between humans and other animals, which makes it possible in future to grow human or-
gans for transplantations inside chimeric animals. However, in practice, in order to achieve successful interspecific 
blastocyst complementation, it is necessary to solve a number of problems: to improve methods for producing 
“chimeric competent” cells, to overcome specific interspecific barriers, to select compatible cell developmental 
stages for injection and the corresponding developmental stage of the host embryo, to prevent apoptosis of do-
nor cells and to achieve effective proliferation of the human donor cells in the host animal. Also, it is very important 
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to analyze the ethical aspects related to developing technologies of production of chimeric organisms with the 
participation of human cells. Today, many researchers are trying to solve these problems and also to establish new 
approaches in the creation of interspecific chimeric organisms in order to grow human organs for transplantation. 
In the present review we described the historical stages of the development of the blastocyst complementation 
method, examined in detail the technologies that underlie modern blastocyst complementation, and analyzed 
current progress that gives us the possibility to grow human organs in chimeric animals. We also considered the 
barriers and issues preventing the successful implementation of interspecific blastocyst complementation in prac-
tice, and discussed the further development of this method.
Key words: chimerism; interspecies chimera; embryo SC; iPSC; CRISPR/Cas9; organ generation.
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Химеризм: современные определения  
и классификации
Первые работы по получению химерных животных были 
проведены в 60-х  гг. прошлого века (Tarkowski, 1961; 
Mintz, 1965; McLaren, Bowman, 1969). С тех пор накоплен 
значительный объем научных знаний по химеризму, сфор-
мулированы современные определения и предложены 
различные классификации химер.

Животные химеры – это организмы, которые состоят 
из генетически различных клеток, происходящих от двух 
и более разных зигот (Tippett, 1983). Существуют разные 
виды химеризма, в зависимости от количества и типа 
донорских клеток и их распределения в химерных орга-
низмах. Химеризм может быть врожденным или искус-
ственным (артифициальным). Встречаются две формы 
врожденного химеризма: тетрагаметизм и микрохиме-
ризм. Тетрагаметизм возникает в результате оплодотво-
рения двух отдельных яйцеклеток двумя сперматозои-
дами с последующим развитием единого организма со 
смешанными клеточными линиями (Drexler et al., 2005). 
Микрохимеризм – это явление, при котором в многокле-
точном организме оказывается небольшое количество 
клеток другого представителя данного вида. Примеры 
врожденного микрохимеризма  – химеризм близнецов 
(Chen K. et al., 2013) и фетоматеринский микрохимеризм 
(Nelson et al., 1998). Искусственный химеризм возникает, 
например, при трансплантации органов и тканей или в 
результате гемотрансфузий.

В зависимости от степени распределения донорских 
клеток в химерном организме химеризм бывает частич-
ным и системным (Suchy, Nakauchi, 2017). Так, при транс
плантации органов и тканей распределение донорских 
клеток ограничивается определенным органом или тка-
нью, что проявляется частичным химеризмом. Системный 
химеризм может наблюдаться, например, при слиянии 
эмбрионов на ранней стадии развития. В результате такого 
слияния формируется эмбрион с распределенными по раз-
ным органам и тканям клеточными линиями, берущими 
свое начало от двух разных зигот. 

Химеризм может быть первичным – возникает на ран
них стадиях эмбриогенеза, и вторичным – возникает после 
начала гаструляции (Mascetti, Pedersen, 2016a, b), внутри-
видовым и межвидовым. Внутривидовые химеры состоят 
из клеточных линий, берущих свое начало от разных зигот 
одного вида. Межвидовые химеры состоят из клеточных 
линий, берущих свое начало от двух и более зигот пред-
ставителей разных видов.

Методы получения химер,  
лежащие в основе развития  
метода бластоцистной комплементации
В лабораторных условиях химер чаще всего получают 
методами агрегации клеток (Tarkowski, 1961) или при 
помощи микроинъекций в эмбрион (Gardner, 1968). Агре-
гационные методы технически более легкие, не требуют 
дорогостоящего микроманипуляционного оборудования 
и, в зависимости от выбора вида объекта, могут работать 
эффективнее, чем инъекционные методы (Tachibana et 
al., 2012). Однако в некоторых случаях при получении 
межвидовых химер трофоэктодерма с донорскими клет-
ками может препятствовать имплантации, и тогда пред-
почтительны инъекционные методы (MacLaren et al., 
1992), которые также позволяют строго контролировать 
количество введенных клеток.

В 2019 г. японские исследователи сравнили степень 
распределения клеток крысы в химерных крыса-мышь 
эмбрионах методом 8-клеточной агрегации, методом 
инъекции в 8-клеточный эмбрион и методом инъекции 
в бластоцисту (Okumura et al., 2019). Степень химеризма 
оказалась самой высокой при использовании метода инъ-
екции в 8-клеточный эмбрион, хотя процент получения 
химерных мышей был выше при инъекции в бластоцисту.

Общераспространенным и наиболее перспективным 
методом для получения органов человека в организмах 
межвидовых химерных животных являются инъекции 
в бластоцисту – метод бластоцистной комплементации. 
Далее мы рассмотрим данный метод на примере грызунов 
и проследим развитие сопутствующих технологий: полу-
чение свободных ниш животных и получение «химер-
компетентных» клеток человека. Эти методы позволили 
осуществить современную межвидовую бластоцистную 
комплементацию между человеком и другими живот- 
ными.

Использование первоначального варианта 
метода бластоцистной комплементации  
для получения химер грызунов
Внутривидовые химеры. В 1993 г. впервые был успешно 
продемонстрирован метод внутривидовой бластоцист-
ной комплементации. Суть метода заключалась в том, 
что эмбриональные стволовые (ЭС) клетки мыши были 
инъецированы в бластоцисту Rag2−/− иммунодефицитной 
мыши с отсутствием T и B лимфоцитов. В результате у 
химерных животных наблюдали T и B лимфоциты донора 
(Chen J. et al., 1993). Важный результат этого исследова-
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ния состоял в том, что донорские ЭС клетки оказались 
способны дифференцироваться в T и B лимфоциты, ис-
пользуя вакантную лимфоидную T и B клеточную нишу 
в иммунодефицитном организме. Благодаря этому стало 
возможным выращивание органов в организме химер-
ных животных с так называемыми свободными нишами. 
В 2007 г. с помощью метода бластоцистной комплемента-
ции был выращен эпителий поджелудочной железы мыши 
в Pdx1−/− дефицитных мышах с нарушением развития 
поджелудочной железы (Stanger et al., 2007). В  2012  г. 
была продемонстрирована успешная внутривидовая бла-
стоцистная комплементация ЭС клеток здоровой мыши 
в бластоцисту Sall1−/− дефицитной мыши с нарушением 
развития почек (Usui et al., 2012).

Межвидовые химеры. В 2010  г. впервые методом 
бластоцистной комплементации были получены жизне-
способные межвидовые химеры с развитым эпителием 
поджелудочной железы крысы в организме  Pdx1−/− де
фицитной мыши (Kobayashi et al., 2010). В своем иссле-
довании ученые успешно инъецировали донорские плю-
рипотентные ЭС клетки крысы в мышиные Pdx1−/− бла-
стоцисты, которые были генетически модифицированы 
с целью получения нарушений развития поджелудочной 
железы. Спустя год метод межвидовой бластоцистной 
комплементации был использован для инъекций ЭС кле-
ток крысы в бластоцисту nude мыши, с отсутствием ти-
муса, и получена химерная мышь с функционирующим 
тимусом крысиного происхождения (Isotani et al., 2011). 
Недавно появилось сообщение об успешной генерации 
почки мыши в химерном организме Sall1−/− крысы (Goto 
et al., 2019).

В 2017  г. группа под руководством Накаучи проде-
монстрировала успешную трансплантацию тканей под-
желудочной железы, выращенной из плюрипотентных 
стволовых клеток в организме Pdx1−/− дефицитных крыс, 
мышам, больным сахарным диабетом (Yamaguchi et al., 
2017). Эти результаты доказали возможность использова-
ния тканей, выращенных в организме межвидовых химер, 
для трансплантации органов. 

Далее мы подробно обсудим технологии, лежащие в 
основе современной бластоцистной комплементации: 
получение животных с так называемыми свободными 
нишами и «химер-компетентных» клеток для инъекций 
в бластоцисту.

Получение животных со свободными нишами
Для создания химерных животных с донорскими орга-
нами методом бластоцистной комплементации большой 
интерес представляют животные с так называемыми 
свободными нишами в органогенезе, т. е. с отсутствием 
или частичным развитием определенных органов или 
особых клеточных линий. Животных со свободными 
нишами в органогенезе получают при выключении экс
прессии генов, вовлеченных в органогенез. У таких жи
вотных определенные типы стволовых клеток теряют 
способность специализироваться, пролиферировать или 
дифференцироваться, т. е. они не могут участвовать в 
органогенезе и орган не развивается.

При инъекции донорских клеток с нормальным органо-
генезом в бластоцисту животных со свободными нишами 

могут быть сформированы отсутствующие органы. Для 
выращивания донорских органов в химерных организмах 
необходимо, чтобы клетки донора имели преимущество 
при органогенезе определенной ткани или органа, так как 
эти клетки вносятся в малом количестве и изначально не 
имеют селективного преимущества. Свободные ниши 
позволяют донорским клеткам пролиферировать без кон-
куренции с хозяйскими клетками в химерном организме 
и формировать заданный орган. Свободная ниша может 
быть создана методом генетического нокаута (Offield et 
al., 1996; Ohinata et al., 2005) и методами направленно
го редактирования геномов: цинковопальцевые нуклеа-
зы (ZFN), TALE-ассоциированные нуклеазы (transcription 
activator-like effector nucleases, TALEN) и CRISPR/Cas9 
(сlustered, regularly interspaced, short palindromic repeats 
(CRISPR)/CRISPR-associated system (Cas)).

Возможность получения нокаутных мышей путем 
инъекции матричной РНК  (мРНК) нуклеазы на основе 
ZFN метода в зиготы мыши была показана в 2010 г. (Car
bery et al., 2010). В 2013 г. были получены нокаутные 
мыши с применением технологии TALEN при помощи 
инъекции мРНК TALEN в цитоплазму зигот (Sung et al., 
2013). Метод CRISPR/Cas9 был впервые продемонстриро-
ван в 2013 г. (Cong et al., 2013; Mali et al., 2013). Сегодня 
это наиболее популярный и востребованный в генной ин-
женерии метод. В нем целенаправленное редактирование 
генома осуществляется за счет комплементарного взаи-
модействия между некодирующей синтетической РНК 
и ДНК целевых сайтов. При этом образуется комплекс 
из некодирующих РНК и белков Сas, которые обладают 
нуклеазной активностью. В 2014 г. была продемонстри-
рована возможность использования метода CRISPR/Cas9 
для внесения модификации в клетки эмбриона свиньи на 
стадии бластоцисты in vitro и получены свиньи с заданной 
мутацией в генах (Whitworth et al., 2014). В 2018 г. впер-
вые проведена успешная внутривидовая бластоцистная 
комплементация у мышей со свободными нишами в голов-
ном мозге, полученными в том числе при использовании 
CRISPR/Cas9 метода (Chang et al., 2018).

Виды «химер-компетентных» клеток  
для инъекций в бластоцисту
Для получения химерных животных используют ЭС клет-
ки, а также индуцированные плюрипотентные стволовые 
клетки (ИПСК).

ЭС клетки. Для выращивания органов в химерных 
животных наиболее подходящими кандидатами являют-
ся плюрипотентные клетки, выделенные из внутренней 
клеточной массы (ВКМ) и эпибласта эмбриона, так как 
они способны дифференцироваться в ткани эмбриона. 
Оказалось, что плюрипотентные клетки ВКМ и эпибласта 
различаются по степени плюрипотентности у мыши. Было 
предложено называть «истинные» плюрипотентные клет-
ки, полученные из ВКМ на «ранней» стадии плюрипотент-
ности, naïve клетками, а эпибластные, полученные на бо- 
лее «поздней» стадии плюрипотентности, – primed клет-
ками (Nichols, Smith, 2009; Hanna et al., 2010). Кроме того, 
плюрипотентные клетки, выделенные на одной стадии 
развития у разных видов, различаются по степени плю-
рипотентности. Например, ЭС клетки мыши, выделенные 
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из ВКМ, относятся к naïve статусу, а аналогичные клетки 
человека – к primed статусу плюрипотентности.

Для получения химерных животных интерес представ
ляют плюрипотентные ЭС клетки в naïve статусе, выде
ленные из ВКМ бластоцисты до стадии имплантации, 
поскольку клетки в primed статусе не способны принимать 
участие в формировании химер при их инъекции в до
имплантационную бластоцисту (Tesar et al., 2007).

ЭС клетки мыши впервые были получены в 1981  г. 
(Evans, Kaufman, 1981). Они проявляют типичные харак-
теристики плюрипотентности: обладают способностью 
формировать клетки эктодермального, мезодермального 
и эндодермального происхождения (Martin, 1981), участ
вуют в формировании всех тканей взрослого организма 
при инъекции в бластоцисту (Bradley et al., 1984; Hayashi 
et al., 2017). И самое главное, ЭС клетки мыши участвуют 
в формировании химер после инъекции в бластоцисту 
(Nichols, Smith, 2009; Betschinger et al., 2013).

В 1995 г. впервые были получены ЭС клетки Rhesus ma-
caque (Thomson et al., 1995), а в 1998 г. эти же исследовате-
ли получили линии ЭС клеток человека из предимпланта-
ционных человеческих эмбрионов. При проведении теста 
на плюрипотентность in vivo была продемонстрирована 
способность ЭС клеток человека к образованию тератом 
с тканями эндодермального, мезодермального и экзо-
дермального происхождения (Thomson et al., 1998). При 
тестировании на плюрипотентность ЭС клеток человека 
in vitro была показана дифференцировка с образованием 
эмбриоидных телец и дифференцировка в различные типы 
клеток (Wobus, Boheler, 2005). Провести тест на химеризм 
в организме человека или приматов и дать точную оценку 
плюрипотентности ЭС клеток человека и приматов невоз-
можно вследствие этических ограничений. Оказалось, что 
ЭС клетки человека, хотя и похожи по ряду характеристик 
на ЭС клетки мыши (Wobus, Boheler, 2005; Huang et al., 
2014), однако существенно от них отличаются (Friel et al., 
2005; Watanabe et al., 2007). Предполагают, что ЭС клет-
ки человека относятся к primed, а ЭС клетки мыши – к 
naïve статусу плюрипотентности.

Получение плюрипотентных ЭС клеток человека и 
приматов в naïve статусе. ЭС клетки человека в naïve ста
тусе впервые были получены в 2010 г. методом эктопи-
ческой индукции факторов Oct4, Klf4 и Klf2 в комби
нации с LIF и ингибиторами GSK3β и ERK1/2 (Hanna 
et al., 2010). Затем были подобраны среда и оптималь- 
ные условия культивирования (Gafni et al., 2013). Также 
были предприняты попытки получения плюрипотент-
ных клеток в naïve статусе у приматов (Fang et al., 2014; 
Chen Y. et al., 2015; De Los Angeles et al., 2019). Сегодня 
многочисленные исследования направлены на то, чтобы 
получить плюрипотентные ЭС клетки в naïve статусе и 
сохранить этот статус в условиях культивирования (Liu 
et al., 2017; Kilens et al., 2018). По этическим причинам 
невозможно проверить naive статус этих клеток человека, 
однако можно определить предполагаемые критерии, по 
которым эти клетки считались бы плюрипотентными в 
naïve статусе. К настоящему времени описаны так назы
ваемые naïve факторы плюрипотентности. Один из этих 
факторов  – KLF4, специфичный для мышиных naïve 
плюрипотентных стволовых клеток и для предимплан-

тационных эмбрионов человека (Guo et al., 2009; Dunn 
et al., 2014; Boroviak et al., 2016). Кроме того, для клеток 
в naïve статусе характерна ядерная локализация TFE3 и 
высокий уровень митохондриального дыхания (Zhou et 
al., 2012; Betschinger et al., 2013). Другие исследователи 
продемонстрировали, что уровень транскрипции транс-
позонов соответствует статусу плюрипотентности; поми-
мо того, индукция naive статуса клетки сопровождается 
ДНК гипометилированием (Theunissen et al., 2016; Wang, 
Li, 2017). 

Получение naïve статуса в соматических клетках. 
ИПСК. Одновременно с изучением naïve статуса плю-
рипотентных ЭС клеток активно развивались технологии 
получения ИПСК из соматических клеток. ИПСК – это 
новый тип плюрипотентных клеток, которые можно полу-
чать путем перепрограммирования дифференцированных 
соматических клеток. Впервые ИПСК из соматических 
клеток были выделены в 2006 г. путем экзогенной экспрес-
сии транскрипционных факторов (Takahashi, Yamanaka, 
2006). Суть метода заключается в трансфекции взрос-
лой клетки четырьмя генами (Oct4, Sox2, Klf4 и c-Myc), 
которые кодируют факторы транскрипции, связанные с 
плюрипотентным состоянием эмбриональных клеток. 
Исследователи смогли получить линии ИПСК человека, 
отвечающие всем критериям ЭС клеток, из фибробластов 
кожи человека (Takahashi et al., 2007; Yu et al., 2007) и из 
кератоцитов кожи человека (Aasen et al., 2008). Так как 
эктопическая экспрессия генов c-Myc и Klf4 является не-
желательной из-за высокой вероятности образования зло-
качественных опухолей, в 2007 г. эти гены были успешно 
замещены на менее опасные гены Nanog и Lin28 (Okita et 
al., 2007; Yu et al., 2007).

ИПСК очень похожи на ЭС клетки: сходная морфоло
гия и способы роста, одинаковые условия культивирова-
ния (ростовые факторы и сигнальные молекулы). ИПСК 
сохраняют нормальный кариотип при культивировании, 
имеют высокую теломеразную активность и дифферен-
цируются in vitro в клетки тканей всех трех зародышевых 
листков (Yu et al., 2007).

Возможности и ограничения использования naïve 
ЭС клеток и ИПСК. Уникальные свойства ЭС клеток и 
ИПСК позволяют получать «химер-компетентные» клет-
ки для бластоцистной комплементации. При инъекции в 
бластоцисту ЭС клетки и ИПСК включаются в развитие, 
приводя к формированию животных с высокой степенью 
химеризации. Свойства ЭС клеток и ИПСК человека дела-
ют их исключительным источником для получения тканей 
и органов в трансплантологии и создают перспективы 
для разработки новых подходов к терапии неизлечимых 
заболеваний. Технология получения ИПСК также демон-
стрирует возможности для получения аутологичных ство-
ловых клеток, что позволит в будущем решить проблему 
иммунологической совместимости при трансплантации 
пациенту органов, выращенных в химерных животных. 
Кроме того, данная технология позволяет создавать плю-
рипотентные стволовые клетки из соматических клеток 
различных типов, избегая при этом этических проблем, 
связанных с использованием живых эмбрионов.

Однако существует ряд ограничений. Линии ЭС клеток 
и ИПCК существенно варьируют по потенциалу плюри
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потентности и по профилю экспрессии генов (Yu et al., 
2007). В популяции полученных ЭС  клеток и ИПСК 
остаются недифференцированные клетки, которые мо-
гут дать опухоль или же реактивацию вирусов. Также 
остается проблемой получение большого количества «хи- 
мер-компетентных» клеток высокого качества, пригод
ных для клинического применения. Кроме того, в культи
вируемых ЭС  клетках были обнаружены наследуемые 
эпигенетические нарушения, которые могут быть свя-
заны с развитием наследственных заболеваний и кан
церогенезом (Allegrucci et al., 2007). Следовательно, су
ществует потребность в  максимальной стандартизации 
методов получения, культивирования и оценки статуса 
плюрипотентности ИПСК и ЭС клеток.

Использование современного метода 
бластоцистной комплементации
Межвидовые химеры человека и грызунов. Получение 
«химер-компетентных» клеток человека, животных со 
свободными нишами в органогенезе и межвидовых хи-
мер животных методом бластоцистной комплементации 
позволило предпринять попытки для создания химерных 
организмов между человеком и другими животными. 
Впервые в 2006 г. ЭС клетки человека на ранних этапах 
эмбриогенеза были инъецированы в бластоцисту мыши; 
у полученных химер наблюдались аномалии развития 
(James et al., 2006). В 2013  г. при инъекции человече-
ских ИПСК были получены химерные мыши, однако 
по этическим соображениям мышиные эмбрионы были 
умерщвлены на ранних стадиях развития (Gafni et al., 
2013). Затем в 2014 г. были созданы химерные животные 
при микроинъекции naive ИПСК, полученных из фибро
бластов Rhesus macaque, в эмбрион мыши на стадии 
бластоцисты (Fang et al., 2014).

Однако в этих межвидовых химерах степень выявлен-
ного химеризма была невысокой, особенно в сравнении 
со степенью химеризма у внутривидовых химер среди 
грызунов. Предполагается, что это обусловлено эволю-
ционным расстоянием между человеком и другими жи-
вотными. Интересно, что попытки получить межвидовую 
химеру человека оказались успешными, когда инъекцию 
ИПСК человека в эмбрион мыши проводили на более 
поздней стадии эмбрионального развития  – гаструлы 
(Mascetti, Pedersen, 2016b). Таким образом, способность 
к формированию химер зависит от согласования стадий 
развития in vitro донорских клеток со стадией развития 
эмбриона in vivo.

Межвидовые химеры человека и крупных домаш-
них животных. В 2017  г. были получены химерные 
эмбрионы между человеком и свиньей, а также между 
человеком и коровой (Wu et al., 2017). В данном иссле-
довании ученые применили метод генетического редак-
тирования CRISPR/Cas9 для создания так называемой 
свободной ниши в комбинации с методом бластоцистной 
комплементации. Согласно этим результатам, naïve плю-
рипотентные стволовые клетки человека пролиферируют 
в преимплантационных бластоцистах свиньи и коровы, а 
в постимплантационных бластоцистах свиньи их способ-
ность пролиферировать ограничена. Интересно, что при 
использовании так называемых промежуточных плюри-

потентных стволовых клеток человека степень химеризма 
и способность пролиферировать в различные клеточные 
типы в постимплантационных эмбрионах свиньи была 
выше (Tsukiyama, Ohinata, 2014; Wu et al., 2017). Недавно 
появилось сообщение о создании химерного эмбриона 
между Macaca fascicularis и свиньей, в тканях которо-
го были детектированы функционирующие донорские 
ЭС клетки примата (Fu et al., 2020).

Искусственный эмбрион
Создание искусственного эмбриона является интересной 
альтернативой использованию эмбрионов животных и 
человека в исследовательских целях. Ученые продемон-
стрировали получение эмбрионоподобных образований на 
культуре стволовых клеток (Pera et al., 2015; Harrison et al., 
2017). В 2017 г. была показана возможность создания ис-
кусственных эмбрионов путем агрегации трофобластных 
стволовых клеток и тотипотентных ЭС клеток, которые 
самостоятельно собираются в бластоцисту на подложке из 
трехмерного внеклеточного матрикса. При этом развитие 
эмбриона, его морфогенез, строение и клеточный состав 
следуют тем же схемам развития, что и у нормального 
эмбриона (Harrison et al., 2017). 

Затем в 2018  г. была создана полноценная модель 
бластоцисты, которую назвали бластоидом (Rivron et al., 
2018). Вскоре из фибробластов были получены три основ-
ных типа стволовых клеток: эпибластные клетки, клетки 
примитивной энтодермы и клетки трофоэктодермы. Для 
получения определенного типа плюрипотентных клеток 
была подобрана комбинация пяти транскрипционных 
факторов: Gata3, Eomes, Tfap2c, Myc и Esrrb. Это дости-
жение может привести к созданию in vitro полноценных 
искусственных эмбрионов без использования яйцеклетки 
и сперматозоида (Benchetrit et al., 2019). Успехи в созда-
нии искусственного эмбриона говорят о возможности 
в будущем использовать его для получения химерных 
организмов.

Основные проблемы, препятствующие развитию 
технологий выращивания органов в химерных 
животных, и возможные пути их решения
Выращивание органов крысы в организме мыши и полу
чение химер человек-свинья, человек-корова предполага-
ют в будущем возможность создания ксеногенных орга-
низмов среди различных видов животных и выращивания 
человеческих органов. Рассматриваемые животные для 
выращивания органов для трансплантации – это свиньи, 
коровы, овцы и приматы.

Развитию технологии выращивания человеческих ор
ганов в ксеногенных животных, таких как свиньи, пре-
пятствует ряд факторов. Существует риск зооноза и риск 
заражения человеческих органов клетками или белками 
животного-реципиента (Rashid et al., 2014; Matsunari et 
al., 2020). Проблема заключается в том, что ретровирусы, 
интегрированные в геном химерных животных при вы-
ращивании человеческих органов, могут быть переданы 
человеку. Последствия встраивания ретровирусов живот-
ных в геном человека невозможно предсказать. И  есть 
опасения, что человеческие органы, полученные из химер- 
ных животных, могут оказаться источником опасности.
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Кроме того, существует ряд биологических плохо иден
тифицированных и плохо понимаемых факторов, связан-
ных с различиями в скорости эмбрионального развития у 
разных видов (Barry et al., 2017). Понимание механизмов 
этих различий, возможность модулировать время и ста-
дию развития клеток донора in vitro и влиять на стадию 
развития in  vivo позволили бы синхронизовать клетки 
донора и хозяина в химерной модели. Помимо этого, 
последние исследования показали, что синхронизация 
стадий развития между донорскими культивируемыми 
плюрипотентными ЭС клетками и реципиентом являет-
ся значимым критерием для успешного формирования 
химеры. Например, naïve ЭС клетки мыши участвуют в 
формировании химеры только при инъекции на стадии 
бластоцисты, а primed ЭС клетки мыши, выделенные из 
эпибласта, – при инъекции на стадии гаструлы (Huang et 
al., 2012).

Интересно также, что попытки получить межвидовую 
химеру человека оказались успешными, когда инъекцию 
проводили на более поздней стадии эмбрионального раз
вития. В 2016  г. была продемонстрирована успешная 
микроинъекция ИПСК человека в эмбрион мыши на ста-
дии гаструлы, что подтверждает гипотезу, что способность 
к формированию химер зависит от согласования стадий 
развития in vitro донорских клеток со стадией развития 
эмбриона in vivo (Mascetti, Pedersen, 2016b).

Одна из проблем получения межвидовых химер че-
ловека – это низкое процентное содержание донорских 
клеток в химерном организме. Предполагается, что от-
рицательные результаты и низкая степень химеризма в 
экспериментах по получению химер связаны с апопто
зом клеток. В 2016  г. было показано, что экспрессия 
антиапоптозного гена Bcl2 в «химер-некомпетентных» 
эпибластных стволовых клетках крысы позволяет этим 
клеткам превратиться в «химер-компетентные» клетки и 
участвовать в формировании всех тканей в химерном эм-
брионе крысы-мыши при инъекции в бластоцисту мыши 
(Masaki et al., 2016).

Совсем недавно удалось создать химерные зародыши 
человека и мыши, в которых доля человеческих клеток 
впервые составила 4 %. В данном исследовании в блас
тоцисты мыши микроинъецировали naïve  hPSC, полу-
ченные при ингибировании протеинкиназы mTOR (Hu 
et al., 2020).

Другая важная проблема, которую предстоит решить 
для осуществления успешного выращивания донорских 
органов человека в химерных организмах, – это проблема 
васкуляризации органа. Предыдущие исследования про-
демонстрировали, что сосуды в химерных организмах 
сформированы из клеток донора и хозяина-реципиента 
(Kobayashi et al., 2010; Usui et al., 2012; Yamaguchi et al., 
2017). Для успешной трансплантации органов человека, 
выращенных в животных, необходимо, чтобы кровенос-
ная система органа была сформирована, как и орган, из 
клеток человека с целью минимизации ксеногенного ком
понента при трансплантации. Над этим работают многие 
исследователи (Hamanaka et al., 2018; Matsunari et al., 
2020). Для решения перечисленных проблем предстоит 
также определить и исследовать факторы, влияющие на 
успешность заселения плюрипотентных клеток донора 

в организм животного реципиента, и механизмы, лежа-
щие в основе дифференцировки этих клеток в условиях 
свободной ниши. 

Помимо биологических, существуют еще этические 
барьеры. Например, одна из проблем, которая может воз
никнуть с межвидовыми химерами человек-животное, –  
это возможность продуцирования химерными животными 
гамет с человеческим геномом (Bourret et al., 2016; Fara-
hany et al., 2018). Опасения вызывает также вероятность 
очеловечивания химерных животных при случайной диф-
ференцировке клеток человека в тканях мозга реципиента 
(Shaw et al., 2015). В 2019 г. было продемонстрировано, 
что данные проблемы возможно решить путем отключе-
ния ответственных за формирование гамет и мозга генов 
Prdm14 и Otx2 в микроинъецируемых «химер-компетент-
ных» клетках (Hashimoto et al., 2019).

Заключение
Таким образом, для того чтобы осуществить успешную 
бластоцистную комплементацию и получить межвидовую 
химеру между человеком и другим животным с целью 
выращивания органов для трансплантации, необходимо 
совершенствовать две ключевые технологии: 1) подобрать 
эффективный метод для генного редактирования генома 
животного-реципиента c целью получения так называ-
емых свободных ниш; 2)  получить этичным способом 
плюрипотентные «химер-компетентные» клетки человека, 
способные дифференцироваться в заданный орган или 
ткань в организме животного. Кроме того, необходимо 
понять и преодолеть биологические барьеры, обусловлен
ные отсутствием или низким уровнем химеризма плюри-
потентных «химер-компетентных» ЭС клеток в организме 
животного. Также важно на законодательном уровне уре-
гулировать возникающие этические моменты. Несмотря 
на все трудности и сложности, технология выращивания 
донорских органов в химерных организмах является 
весьма перспективной и многообещающей.
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