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СОСТОЯНИЕ И ПЕРСПЕКТИВЫ ГЕННОЙ ТЕРАПИИ 
НАСЛЕДСТВЕННОГО ДЕФИЦИТА αι-ИНГИБИТОРА ПРОТЕАЗ 

Изложены молекулярно-генетические основы наследственного дефицита <х\-ингибитори 
протеаз, приведен обзор литературных данных по современным подходам к генной 
терапии данной патологии у человека. 

Наследственный дефицит а гингибитора протеаз (ооіИП) в настоящее 
время является одним из наиболее изученных наследственных заболе-
ваний человека в отношении этиопатогенетических его основ и ассо-
циации с соматической патологией [1—3]. 

Актуальность изучения данной патологии обусловлена высокой ча-
стотой ее распространения в популяциях, которая носит ярко выражен-
ный клинальный характер и колеблется от 1 : 40 ООО в Южной Италии 
[4] до 1 : 1 750 в Швеции [5] (гомозиготное носительство Z-аллеля 
а іИП) . Это свидетельствует о том, что 1—3 % населения Европы яв-
ляется гетерозиготным носителем патологического Z-аллеля [4]. 

Согласно данным популяционных исследований генетического по-
лиморфизма а іИП у населения центрального региона Украины, прове-
денных в отделе генетики человека Ин-та молекуляр. биологии и ге-
нетики (ИМБиГ) АН УССР в 1984—87 гг., частота гетерозиготного 
носительства патологического Z-вариапта составляет 1,5 %. Последняя 
согласуется с данными по другим популяциям европейской части СССР 
[6—8]. Частота гомозиготных носителей Z-гена в группе больных с 
хроническими бронхо-легочнымп заболеваниями составила 1 : 400 
(всего обследованы 811 пациентов Киевского НИИ туберкулеза, пуль-
монологии и грудной хирургии МЗ УССР), что в 12 раз превышает 
среднюю частоту в европейских популяциях [9]. Частота же гетерози-
готных носителей «дефицитных» генов в группе патологии составила 
7 %. Полученные результаты согласуются с литературными данными 
о взаимосвязи между патологическими вариантами ингибитора и забо-
леваниями легких у людей [3, 4]. Определение генетических вариантов 
аіИП проводили изоэлектрическим фокусированием образцов сыворот-
ки крови в искусственном борат-глицериновом рН-градиенте. Данный 
методический подход был разработан в отделе генетики человека 
ИМБиГ АН УССР. 

а іИП является одним из основных регуляторов деструктивно-про-
лиферативных процессов в организме человека. Это поливалентный 
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ингибитор сериновых протеаз, необратимо связывающий эластазу 
нейтрофилов (в эквимолярных отношениях), катепсин G альвеолярных 
макрофагов, коллагеназу, тромбин, плазмин, трипсин, химотрипсип, 
папаин, ренин, калликреин, бактериальные протеазы [10]. 

В настоящее время установлено, что система PI обладает доволь-
но широким генетическим полиморфизмом, который включает более 60 
вариантов αιИП [11]. Несмотря на широкий полиморфизм системы, 
наиболее «дефицитные» состояния данного ингибитора в сыворотке 
крови обусловливают только некоторые аллели: PIZy PIS, PIFy PIPy 

PInull [12]. Если антипротеазные свойства Cx1HIl при нормальном MI-
варианте принять за 100 %, то при других вариантах имеет место та 
или иная степень снижения его ингибиторной активности. При гомо-
зиготном состоянии Z-аллеля (фенотип ZZ) концентрация α ιИΠ в кро-
ви составляет 10—15%. от нормы, при SS — 60, SZ — 30, MIZ — 6 0 % 
[13]. У гомозиготных носителей патологических аллелей резко снижена 
аптиэластазная активность сыворотки, что обусловливает беспрепятст-
венное развитие воспалительных процессов в тканях — в первую оче-
редь в легких (эмфизема), суставах (синовииты), поджелудочной же-
лезе (панкреатиты), печени (цирроз печени) [13]. Ипгибиторная не-
состоятельность мутантных вариантов α ιИΠ связана с аминокислотны-
ми заменами в белковой молекуле, которые в свою очередь обусловле-
ны определенными мононуклеотидньгми заменами в кодирующей части 
гена α ιИΠ [14, 15]. Мутации в Z- и S-аллелях связаны с мононуклео-
тидпыми заменами — гуанина на аденин в экзоне 5 и аденина на ти-
мин в экзоне 3 соответственно [14]. 

Традиционные методы фенотипической коррекции и профилактики 
наследственной недостаточности α ιΗΠ предусматривают применение 
естественных (контрикал, трасилол, цалол, гордокс, пантрипин) и син-
тетических (эпсилон-аминокапроновая кислота и амбен) ингибиторов 
протеаз [16]. Однако существенным недостатком их является кратко-
временность (нескольких часов) и значительно более узкий спектр 
действия по сравнению с α ιИΠ [17]. Наиболее физиологичным мето-
дом терапии является применение чистого белка αιИΠ, выделенного 
из плазмы донорской крови. Терапевтическая доза этого препарата 
составляет 4 г 1 раз в неделю в течение месяца [17]. Лечение столь 
высокими дозами ингибитора является слишком дорогостоящим (250 
долларов за 100 мг по каталогу фирмы «Sigma» (США) за 1988 г.). 
В настоящее время только в США ежегодные потребности в чистом 
препарате составляют до 8 000 кг [18], а поскольку содержание α ιИΠ 
в крови здоровых людей составляет 200—400 мг% [13], то обеспечение 
столь высоких потребностей, рассчитывая только на переработку до-
норской крови, невозможно. Определенные надежды возлагаются на 
генную инженерию αιИΠ. Этим путем можно преодолеть основные 
трудности — снизить себестоимость, увеличить количество производи-
мого препарата, сэкономить донорскую кровь. Ряд исследователей со-
общили о проведенных ими работах по клонированию человеческого 
гена α ιИΠ и экспрессии его в различных системах [19—21]. 

Основные плазмидные конструкции. Авторы работы [19] на осно-
ве плазмиды pCQV2 с геном устойчивости к ампициллину создали 
рекомбинантную ДНК, содержащую полную последовательность гена 
αιИΠ человека, сильный промотор XPry рибосомокомпетентный сайт 
его и термочувствительный репрессор для промотора λΡΊ. Экспрессия 
гена α ιИΠ в культуре Escherichia coli, несущей сконструированную 
плазмиду, осуществлялась при повышении температуры культивирова-
ния с 30 до 42 °С на 2 ч, в среднем продуцировалось до 9 000 молекул 
на клетку. 

Другие исследователи [20] использовали экспрессирующую а1ИП 
рекомбинантную молекулу, сконструированную на основе плазмиды 
pTG920, содержащей промотор PL фага λ. Транскрипция клонирован-
ной последовательности происходила от фагового промотора, который 
контролировался термочувствительным реп рессор ом СІ857. В составе 
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вектора имелся также сайт сії для связывания с рибосомой. Культу-
ра Е. Coliy несущая этот вектор, в среднелогарифмической фазе роста 
(108 клеток в 1 мл) при повышении температуры культивирования с 
28 до 42 °С экспрессировала ген αιИΠ, причем продукт экспрессии со-
ставлял до 15 % тотального протеина Е. coli [20]. 

С помощью плазмидного вектора pTG922y имеющего промоторную 
последовательность, Хс//-область для связывания с рибосомой, линкер-
ные нуклеотиды и последовательность, кодирующую 393 из 394 амино-
кислот нормальной молекулы аіИП, был выделен рекомбинантный 
белок из трансформированной культуры Е. coli методом аффинной хро-
матографии [18]. 

Во всех трех работах получен продукт экспрессии клонирован-
ного гена αιИΠ человека, обладающий специфической антиэластазной 
активностью. Однако αιИΠ, синтезированный в прокариотической си-
стеме Е. Coliy не гликозилирован и поэтому обладает меньшей ста-
бильностью и более высокой термолабильностью по сравнению с αιИΠ 
сыворотки крови [21]. Одним из путей преодоления этого недостатка 
является экспрессия гена а іИП в эукариотической системе, обладаю-
щей полноценной системой сплайсинга мРНК и гликозилирования бел-
ка (дрожжи [22], фибробласты [23,24], гепатоциты [25]). Другой 
путь — сайт-направленный мутагенез в самом клонируемом гене 
αιИΠ, позволяющий повысить стабильность негликозилированной мо-

лекулы ингибитора с сохранением ее физиологического действия 
[26, 27]. 

Клонирование и экспрессия в дрожжевой системе одновременно 
двух изоформ гена αιИΠ — с правильной нуклеотидной последователь-
ностью и с заменой метионина на валин в позиции 358 осуществлены 
авторами [21]. Векторы конструировали на основе плазмиды pPGAP 
путем рекомбинации. Экспрессия обеспечивалась встроенным промото-
ром гена глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназы. Хотя продукты обоих 
вариантов гена ссіИП не были гликозилированы, валииовый вариант 
был более устойчив к действию оксидантов, чем метиониновый, но ме-
нее устойчив, чем естественный. Кроме того, валиновый αιИΠ имел су-
женный спектр активности — ингибировал панкреатическую и нейгро-
фильиую эластазу, но был неактивен по отношению к трипсиноподоб-
ным протеазам [21]. Описанный эксперимент по сайт-направленному 
мутагенезу гена αιИΠ получил развитие в ряде других работ. Кроме 
валинового мутанта в позиции 358, был получен аргининовый мутант, 
который неактивен по отношению к панкреатической эластазе, по хо-
рошо связывает трипсин. Метод аминокислотных замен в позиции 358 
описан в [28]; модификация этого метода — в [26]. 

В работе [27] получена экспрессия валинового, аргининового (в 
позиции 358) и нормального изотипов гена αιИΠ, а также гена апти-
тромбина в системе Е. coli при помощи созданного плазмидного 
вектора. 

Гарвер и др. осуществили экспрессию гена αιИΠ в фибробластах 
мыши при помощи ретровирусного вектора pN2-FAT [23]. Вектор со-
держал ранний промотор вируса SV40 и полную последовательность 
гена αιИΠ человека в XhoI-сайте N2 (фрагмент вируса мышиной лей-
кемии Молони, содержащий ген резистентности к неомицину). Вектор 
pN2-FAT интегрировали в геном клеток линии Чх2 кальций-фосфатным 
методом, затем культуру выращивали на селективной среде с неоми-
цином (G418). Полученная культура выделяла в среду ретровирусные 
частицы pN2-FATy которые использовали для трансфекции фибробла-
стов мыши NIH3T3 в селективной среде. Интеграция гена а іИП в ге-
ном клеток, а также его транскрипция были подтверждены блот-гиб-
ридизацией Д Н К и РНК по Саузерну, белок идентифицирован методом 
им.мунопреципитации и электрофореза. Гликозилирование молекулы 
OC1Hn определено по включению 3Н-маннозы. Белок проявлял анти-
эластазную активность и при внутривенном введении мышам обнару-
живал обычные свойства а іИП. В данной работе авторы, решая зада-
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чу биотехнологии аіИП (или непрямой генной терапии), одновременно 
создали рациональный методический подход к разработке методов пря-
мой генной терапии. В следующей работе эти же авторы [24] иссле-
довали секрецию трапсфицированными фибробластами NIH3T3-FAT 
человеческого а іИП in vivo при введении в брюшную полость бести-
мусных мышей (Nude mice). Идентификацию экспрессии гена и его 
продукта проводили теми же методами, что и в предыдущей работе 
[23]. Человеческий а іИП выявлялся в сыворотке и эпителиальной тка-
ни легких, при этом фибробласты NIH3T3-FAT сохраняли свою актив-
ность в течение трех месяцев [24]. В данном случае а іИП экспрессп-
ровался теми клетками, которые в норме его не экспрессируют. 

Перспективные направления генной терапии наследственного дефи-
цита αϊ И П. В последнее время разрабатываются методические подходы 
к генной терапии на уровне гепатоцитов человека [29]. В 1986 году 
Чаудари и Диметрис с коллегами из медицинского колледжа Альбер-
та Эйнштейна разработали технику введения генов в клетки печени 
[29]. Две группы — одна из Калифорнийского ун-та (Сан-Диего), 
другая — из Медицинского колледжа Бейлор (Техас) — доказали воз-
можность использования ретровируспых векторов для введения генов 
в гепатоциты с целью проведения прямой генной терапии [30]. 

По мнению некоторых авторов, синтез а іИП моноцитами, хотя и 
происходит в гораздо меньшем количестве, чем клетками печени, по, 
тем не менее, он также имеет определенное значение для поддержания 
нормального уровня ингибитора в легких [31]. Известно, что синтез 
а іИП в гепатоцитах и моноцитах осуществляется под контролем раз-
ных промоторов [32]. Данный факт предлагается использовать для 
прямой генной терапии наследственного дефицита αιИΠ путем введе-
ния в клетки-мишени рекомбинантного ретровируса, содержащего 
кДНК αιИΠ под регуляцией макрофагоспецифического промотора гена 
αϊ И Г1 [33]. 

Использование ретровирусных векторов для генотерапии имеет 
ряд существенных недостатков. Прежде всего, интеграция их с Д И К 
клетки вызывает снижение стабильности генома и его загрязнение 
чужеродными ДНК-фрагментами, обладающими трансформирующей и 
мутагенной активностью [34—36]. Кроме того, генная терапия в слу-
чае гомозиготного носительства Z-аллеля а іИП требует прекращения 
его экспрессии, поскольку синтезированный мутантный Z-белок не се-
кретируется из гепатоцитов, а накапливается в виде нерастворимых 
комплексов, вызывающих холестаз с последующим развитием цирроза 
печени [4]. 

Одним из перспективных направлений, лишенных вышеперечи-
сленных недостатков, является сайт-направленный мутагенез непо-
средственно в мутировавшем участке гена-мишени [27, 28]. Как уже 
упоминалось, данный подход к мононуклеотидным заменам в кодирую-
щей части гена αιИΠ успешно разработан в системах экспрессии 
Saccharomyces eerevisiae [21, 26, 28] и Е. eoli [27], получены продукты 
экспрессии генноинженерных мутантных геновαιИΠ [28]. Однако реа-
лизация этого подхода в системе in vivo требует разработки принци-
пиально новых методов манипуляций с геномом человека. 

В настоящее время эффективным способом профилактики наслед-
ственного дефицита αιИΠ является пренатальная диагностика с при-
менением олигонуклеотидных зондов [37, 38]. Объект исследования 
в данном случае — Д Н К клеток амниотической жидкости плода либо 
ворсин хориона. Для гибридизационного анализа используется олиго-
нуклеотид, меченный радиоактивной или флюоресцентной меткой, соот-
ветствующий исследуемой области гена-мишени [39]. Доклиническое 
выявление дефицита αιИΠ сделает возможной профилактическую кор-
рекцию этого состояния у каждого конкретного больного с помощью 
генноинженерного белка, управления экспрессией гена либо сайт-на-
правленного мутагенеза в компетентных соматических клетках, что, в 
свою очередь, позволит предотвратить развитие болезни, не изменяя 
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генофонда популяции. Последнее обстоятельство чрезвычайно важно 
в связи с непредсказуемым антропогенным изменением биосферы и от-
сутствием знаний о возможных селективных преимуществах мутантных 
генов в условиях векторизованной эволюции. 
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СОЗДАНИЕ МОДЕЛИ - ТРАНСГЕННЫХ КРОЛИКОВ,-
СОДЕРЖАЩИХ В ГЕНОМЕ АНТИСМЫСЛОВЫЕ КОНСТРУКЦИИ 
ГЕНА АПОЛИПОПРОТЕИНА Al ЧЕЛОВЕКА 
ДЛЯ ГЕНЕТИЧЕСКОЙ КОРРЕКЦИИ 
АТЕРОГЕННЫХ НАРУШЕНИЙ ЛИПИДНОГО ОБМЕНА 

Сконструированные рекомбинантные ДНК, содержащие способный к экспрессии анти-
смысловой ген anoAl человека, были инъецированы в зиготы кроликов для получения 
τ ране генных животных. Методами дот-б лот-гибридизации Дії К и биохимического ана-
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