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МОЛЕКУЛЯРНАЯ ГЕТЕРОГЕННОСТЬ НАСЛЕДСТВЕННЫХ 
БОЛЕЗНЕЙ ЧЕЛОВЕКА И ПРОБЛЕМЫ ИХ ГЕННОЙ ТЕРАПИИ 

В работе рассмотрены современные представления о первичных механизмах, лежаиіих 
а основе недостаточности белков •— генных продуктов при ряде моногенных наследст-
венных заболеваний. Проведен анализ молекулярных основ генетической и стенотипи-
ческой гетерогенности моногенных болезней, которая может быть обусловлена разно-
образными внутри- или внегенными мутациями, вызывающими полные либо частичные 
блоки экспрессии генов на различных уровнях этого сложного и многоступенчатого 
процесса (нарушения информационной специфичности кодирующих последовательностей 
гена, недостаточность транскрипции, блоки созревания мРНК, трансляционная недоста-
точность мРНК, генетически детерминированные блоки созревания и внутриклеточного 
перемещения белков). Πроблема генной терапии наследственных болезней обсуждается 
в связи с их генетической и фенотипической гетерогенностью. 

В основе быстрого накопления информации о молекулярной природе 
генных дефектов, приводящих к фенотипическим проявлениям наслед-
ственной патологии, лежит развитие арсенала методических подходов, 
дающих возможность сравнительного структурного и функционально-
го анализа нуклеотидных последовательностей нормальных и мутант-
ных генов и аномалий их экспрессии в модельных (клеточных и 
бесклеточных) системах. В литературе имеется ряд обзоров, в которых 
описана общая стратегия исследования мутантных генов как после их 
клонирования в бактериальных векторах, так и непосредственно в сос-
таве геномной Д Н К , а также — ДНК-зондовой диагностики наслед-
ственных болезней [1—5]. В задачи нашего сообщения входит, в ос-
новном, рассмотрение молекулярных основ, обусловленных недостаточ-
ностью экспрессии генов, их гетерогенности на уровнях генных мутаций 
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и патологического фенотипа, общих принципов их генной коррекции. 
Фенотипически гетерогенность этой группы заболеваний (в преде-

лах каждой нозологической формы) проявляется как количественная 
недостаточность генных продуктов ( м Р Н К и белков), ассоциированная 
с нарушениями нормальной первичной структуры этих биополимеров 
или не сопровождающаяся их структурными аномалиями. Условно 
можно выделить две группы наследственных дефицитов зрелых и функ-
ционально активных генных продуктов: 1) при полном блоке генной 
экспрессии речь идет о полном отсутствии белка-продукта, т. е. о «ну-
левой» форме наследственной патологии; 2) при частичном блоке экс-
прессии гена имеет место выраженный в различной степени количе-
ственный дефицит белкового продукта, имеющего, как правило, неиз-
мененную первичную структуру — это «плюс»-форма наследственной 
патологии экспрессии генов. Условность этого разделения связана 
прежде всего с ограниченной чувствительностью существующих мето-
дов детекции индивидуальных белков. При этом могут возникать труд-
ности в дискриминации между истинными «нулевыми» формами дефи-
цита белка и теми вариантами «плюс»-форм его недостаточности, при 
которых частичный блок генной экспрессии выражен в достаточно 
резкой степени и уровень экспрессии патологического гена составляет 
1·—2 % контроля или еще меньше. 

В большинстве случаев в основе наследственной недостаточности 
экспрессии генов лежат их структурные изменения, следствием которых 
являются нарушения кодирующей специфичности (крупные делеции-
инсерции, инверсии генов, короткие делеции-вставки со сдвигом рамки 
считывания при трансляции и преждевременной терминацией) или му-
тационные изменения структуры экспрессиопных сигналов. Роль таких 
сигналов выполняют, как правило, относительно короткие иуклеотид-
ные тракты, имеющие консервативную нуклеотидную последователь-
ность. Эти блоки нуклеотидов необходимы для адекватной экспрессии 
генов па различных этапах этого многостадийного процесса (транс-
крипция, созревание м Р Н К из первичного транскрипта, ее транспорт 
в цитоплазму, трансляция м Р Н К , посттрансляционное созревание пер-
вичного полипептидного продукта трансляции, его внутриклеточный 
транспорт, секреция, интеграция в мембранные системы клетки и т. д.) . 
Наконец, существуют наследственные блоки экспрессии генов, при ко-
торых полностью сохранена нормальная нуклеотидная последователь-
ность этих генов и их достаточно протяженных фланкирующих участ-
ков геномной Д Н К [6]. 

Рассмотрим основные типы наследуемых изменений структуры 
геномной Д Н К , вызывающих патологический фенотип количественной 
недостаточности генной экспрессии. 

Нарушения информационной специфичности кодирующих последо-
вательностей ДНК. Одной из наиболее очевидных причин «пулевых» 
форм наследственных дефицитов белков являются крупномасштабные 
делеции, которые обычно выявляются при рестрикционном анализе не-
клонпрованной геномной Д Н К с ее блот-гибридизацией по Саузерну с 
соответствующими ДНК-зондами. Эти делеции имеют, как правило, 
протяженность от нескольких сотен до нескольких тысяч нуклеотидпых 
пар (т. н. п.) и захватывают протяженные сегменты генов, включающие 
отдельные экзоны или их группы, полноразмерные гены или даже клас-
теры сцепленных генов. Так, α-талассемия чаще всего имеет в своей 
основе крупные делеции, которые вовлекают либо один из двух сцеп-
ленных (х-глобиновых генов, либо оба этих гена [7]. В некоторых семь-
ях с β-талассемией также найдены делеции разной длины: от частич-
ных делеций гена β-глобина до крупномасштабных делений (до 
10 т. п. н.), элиминирующих весь кластер генов для β-подобных глоби-
повых цепей [8]. В семьях с гемофилией А (дефицит фактора VlU 
свертывания крови) выявлены делеции, захватывающие полноразмер-
ньтй ген этого белка в составе сегмента Х-хромосомы длиной 80 т. п. н. 
[9], а также частичная делеция гена фактора VIII , имеющая длину 
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13 т. п. н. и удаляющая группу экзонов 15—18 [10]. Высокая частота 
делеционных вариантов наследственных болезней, их выраженная 
структурная гетерогенность характерны для протяженных генов, со-
держащих повторяющиеся последовательности Д Н К в интронах, флан-
кирующих сегментах и иногда — в экзонах. В качестве примеров мож-
но привести делеции генов дистрофина при мышечной дистрофии 
Дюшена — Беккера [11], генов факторов свертывания крови при ге-
мофилиях [12, 13] и большой спектр делеционных нарушений структу-
ры гена рецептора липопротеинов низкой плотности ( Л П Н П ) при 
семейной гиперхолестеринемии [14]. 

Необходимо отметить, что при частичных делециях в протяжен-
ных генах, кодирующих мультидоменные белки, может наблюдаться 
аберрантная экспрессия гена с синтезом укороченных м Р Н К и, если в 
м Р Н К не нарушена фаза считывания,—укороченных белков, утратив-
ших соответствующие домены и неполноценных в функциональном от-
ношении. В качестве примера можно привести ряд частичных делеций 
(протяженность от 1 до 7 т. п. н.) в гене рецептора Л П Н П в семьях 
с доминантной семейной гиперхолестеринемией [14]. Фенотипическим 
следствием таких делеций является синтез аномального рецептора с 
нарушениями какой-то из его функций (интеграция в клеточную мемб-
рану, связывание липопротеидного лиганда, интернализация комплек-
са рецептор — лиганд и т. д.) . В основе этих разнообразных делеций 
лежит общий механизм рекомбинации между Л/^-повторами, несколь-
ко копий которых содержатся в интронах гена рецептора и в экзоне, 
кодирующем З'-нетранслируемую зону его м Р Н К [14, 15]. Сходный 
механизм неравного кроссинговера между множественными копиями 
внутриинтронных повторов вызывает делеции, элиминирующие ряд эк-
зонов в коллагеновых генах при летальной форме незавершенного осте-
огенеза [16]. Образующиеся при этих делециях укороченные цепи про-
коллагена секретируются фибробластами с низкой скоростью, аккуму-
лируются внутри клеток и деградируют. 

Наряду с делециями протяженные инсерции также могут вызывать 
полную инактивацию генов. Так, наличие очень длинной вставки в ге-
не аполипопротеина Al является причиной полной функциональной 
инактивации этого гена и отсутствия его белкового продукта в кро-
вотоке больных. Описана также инсерция длиной 14 т. п. н. в гене ре-
цептора Л П Н П при семейной гиперхолестеринемии с количественной 
недостаточностью рецептора [17]. В ее основе лежит дупликация сег-
мента геномного гена, содержащего группу внутренних экзонов (экзо-
ны 2—8), которая, в свою очередь, обусловлена рекомбинацией между 
внутриинтронными Л/^-повторами. Иной механизм, по-видимому, объ-
ясняет пнсерционную инактивацию гена фактора ViII «свертывания кро-
ви в одной из семей с гемофилией Л. Внутри этого гена обнаружена 
вставка двух тандемных, но противоположно ориентированных копий 
нуклестидной последовательности, гомологичной геномному Ll-повто-
ру [18]. Эта вставка фланкирована короткими Α-богатыми дуплицнро-
ванными последовательностями, что является характерным структур-
ным признаком интегрированных в геном мобильных элементов типа 
транспозонов или ретропозонов, экстракопии которых образуются и 
распространяются по геному путем образования и обратной транс-
крипции РНК-интермедиатов. 

К группе наследственных аномалий с нарушениями информацион-
ной специфичности кодирующих последовательностей мутантных генов 
следует отнести также нонсенс-мутации, превращающие смысловые 
кодоны в терминаторы, и небольшие (несколько нуклеотидных пар) 
делеции или вставки, ведущие к сдвигу фазы считывания и, как пра-
вило, к ранней терминации. На уровне белка-продукта фенотип таких 
мутаций проявляется чаще всего как полный блок экспрессии гена. 
Примером мутаций такого рода могут служить нонсенс-мутации в ко-
донах 15, 17, 39, 121 при β-талассемиях. Интересно отметить, что функ-
циональная инактивация β-глобиновой м Р Н К при этих мутациях, вы-
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званная наличием преждевременного терминатора в фазе трансляции, 
коррелирует также с существенным снижением ее стационарной кон-
центрации в эритроидных клетках больных [19, 20], связанным с каки-
ми-то вторичными нарушениями процессинга мРНК. или ее стабиль-
ности. ФенОТИП, сходный с проявлениями нонсенс-мутаций, наблюдает-
ся также при коротких делециях (1—4 п. н.) в β-глобиновом гене, 
сопровождающихся сдвигом фазы считывания и преждевременной 
терминацией [21]. При детальном структурном анализе независимых 
«нуль»-аллелей а г антитрипсина также обнаружены короткие (1 — 
2 п. н.) делеции со сдвигом рамки в кодирующей последовательности 
и нонсенс-мутация в кодоне 217 гена, кодирующего этот белок [22]. 
При сходных структурных изменениях в мутантных геномных генах, 
кодирующих мультидоменные белки, аномальный фенотип проявляется 
в наличии укороченных полипептидов с «фенотипическими делециями» 
СООН-концевых доменов и в утрате определенных дискретных функ-
ций, специфичных для этих доменов. Такого рода мутации (нонсенс и 
вставка длиной 4 н. п.) обнаружены в экзоне 17 гена рецептора Л П Н П , 
кодирующем СООН-концевой цитоплазматический домен этого белка 
[14], в двух семьях больных с доминантной семейной гиперхолестери-
немией. Биохимический анализ мутантных фибробластов этих больных 
выявил синтез укороченного с СООН-конца белка-рецептора, который 
сохраняет способность к интеграции -в плазматическую мембрану и к 
связыванию липопротеинов-лигандов, но не образует мембранных кла-
стеров после связывания лигандов и не интернализируется внутрь 
клеток. 

Блоки транскрипции. Наследуемая недостаточность транскрипции 
индивидуальных генов 'носит, как правило, характер частичного бло-
ка с пониженным выходом генных продуктов (как мРНК, так и бел-
ков). К этой группе наследственных аномалий можно отнести прежде 
всего промоторные мутации, обусловленные первичными изменениями 
структуры прототипных промоторных элементов, ответственных за 
адекватную инициацию транскрипции и ее эффективность. Так, в ли-
тературе описано несколько форм β-талассемии с мутационными изме-
нениями проксимального промоторного элемента — блока Хогнесса —• 
Гольдберга, имеющего структуру САТАААА и локализованного в 5'-
фланкирующей зоне гена β-глобина (позиция —30 п. н. выше старто-
вой точки транскрипции). При китайской форме β-талассемии обнару-
жена точечная нуклеотидная замена A->G в положении —29, в резуль-
тате которой блок САТАААА превратился в CATAGA [23]. В опытах с 
введением такого мутантного гена в клетки HeLa скорость его транс-
крипции была в 3—5 раз ниже, чем для β-глобинового гена дикого 
типа, а в эритроидных клетках костного мозга больных стационарная 
концентрация β-глобиновой м Р Н К была снижена в 10 раз. Сходная по 
локализации и по фенотипическим проявлениям промоторная мутация 
(A-^C в положении —28) с превращением нормального блока Хогнес-
са в САТАСАА выявлена в β-глобиновом гене при курдской форме 
β-талассемии [24], Еще одна промоторная мутация того же типа лежит 
в основе формы β-талассемии, наиболее часто встречающейся в попу-
ляции американских негров. Это точечная транзиция A-^-G в положе-
нии —29 ^ -фланкирующей зоны β-глобинового гена с образованием 
аномального промоторного элемента CATGAAA и снижением его транс-
крипционной активности до 25 % по сравнению с контролем как в эрит-
роидных клетках больных, так и в трансфицированных клетках HeLa 
[19]. К группе промоторных мутаций с частичными блоками транскрип-
ции можно отнести также и точечную транзицию C-VT в позиции —88 
5 '-фланкирующей зоны глобинового гена в негритянской семье с уме-
ренно выраженной β-талассемией [25]. Эта мутация нарушает нор-
мальную структуру дистального элемента промотора, который необхо-
дим для обеспечения высокого уровня конститутивной экспрессии β-гло-
бинового гена. В результате описанной мутации нормальный промо-
торный блок ACACCC превратился в АСАТСС, что сопровождается 
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5-кратным снижением уровня транскрипции гена. Общим свойством 
описанных промоторных мутаций является снижение частоты инициа-
ции транскрипции без нарушений ее точности и без каких-либо изме-
нений іскоростей элонгации цепей Р Н К и ее процессинга. 

Описанные мутации локализуются в хорошо охарактеризованных 
промоторных блоках, находящихся в непосредственной близости от 
5 '-конца транскрипционной единицы β-глобинового гена. Существует 
другая группа менее изученных блоков транскрипции, при которых 
структура этих промоторных элементов остается нормальной, а при-
рода первичного генетического дефекта требует дальнейшего изуче-
ния. Так, при анализе первичной структуры β-глобинового гена от 
больных β-талассемией албанского происхождения не обнаружено ка-
ких-либо изменений в нуклеотидных последовательностях гена и его 
W- и З ' -фланкирукмцих зон (соответственно 1,6; 2,2 и 0,55 т. п. н.).. 
Можно предположить, что в этом случае мутация локализована в цне-
действующих регуляторных последовательностях β-глобинового гена, 
существенно (более чем на 2,2 т. п. н.) удаленных от его 5 '-конца, 
пли в каком-то другом гене, который кодирует транс-действующие 
транскрипционные факторы, необходимые для эффективной экспрессии 
гена β-глобина. Не исключены и другие варианты первичного дефек-
та при этой форме β-талассемии. 

Другой пример неидентифицированного первичного дефекта, обу-
словливающего частичный блок транскрипции, — это селективная недо-
статочность экспрессии гена церулоплазмина в гепатоцитах больных 
с гепаголентикулярной дегенерацией (болезнь Вильсона) . Н а ш и м и ис-
следованиями показано, что дефицит этого белка, являющийся веду-
щим биохимическим проявлением патологического фенотипа болезни 
Вильсона, имеет в своей основе существенное снижение стационарной 
концентрации м Р Н К церулоплазмина в паренхиматозных клетках пе-
чени [26]. В последующих работах, подтвердивших эти результаты, бы-
ло продемонстрировано т а к ж е дифференциальное снижение скорости 
транскрипции гена церулоплазмина в изолированных ядрах печени го-
мозиготных больных с этим заболеванием [27]. К сожалению, в лите-
ратуре нет данных о структуре нормального гена церулоплазмина и его 
регуляторных последовательностей, что затрудняет однозначную интер-
претацию указанных данных. В то ж е время ген церулоплазмина чело-
века картирован на хромосоме 3 [28, 29], а локус болезни Вильсона, 
пока еще не идентифицированный функционально, сцеплен с полиморф-
ными маркерами ( Д Н К и белками) , картированными на хромосоме 
13, по данным семейного анализа больших родословных [30, 31]. Не-
сомненно, эта ситуация требует дальнейшего изучения и функциональ-
ной идентификации локуса болезни Вильсона, однако представляется 
логичным предположение о том, что этот локус кодирует транс-дей-
ствующий фактор, осуществляющий позитивный контроль транскрип-
ции гена церулоплазмина. 

Интересный вариант транскрипционного блока описан в работе, 
где изучали механизмы недостаточности одного из основных белков 
миелина у мышей инбредной линии Shimld

1 характеризующейся нару-
шениями миелинизации нервной системы в онтогенезе. Было показано, 
что экспрессия гена, кодирующего этот белок, нарушена на транскрип-
ционном уровне [32]. При дальнейшем анализе структуры геномных 
генов, кодирующих молекулярные формы миелиновых белков, о к а з а -
лось, что один из этих генов претерпел тандемную дупликацию, а 
в одной из копий дуплицированного гена найдена инверсия группы 
внутренних экзонов (экзоны 3—7) с изменением их транскрипционной 
ориентации. В составе Р Н К клеток нервной системы мышей этой линии 
найдена соответствующая антисмысловая Р Н К — транскрипт инверти-
рованного сегмента гена, которая, как предполагается, угнетает транс-
крипцию неперестроенной копии гена. 

Блоки созревания мРНК. В отличие от транскрипционных дефек-
тов, охарактеризованных выше, блоки процессинга м Р Н К имеют след-
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ствием не только количественную недостаточность экспрессии гена, 
но и формирование аномальных мРНК, не обладающих функциональ-
ной активностью. При этом нормальный путь формирования зрелых 
м Р Н К может быть нарушен частично или полностью в зависимости 
ОТ природы И внутригенной л о к а л и з а ц и и первичных мутационных 
изменений. 

Одна из форм частичного дефицита белка — генного продукта 
связана с мутациями, затрагивающими структуру консервативного оли-
гонуклеотидного блока AATAAA вблизи З'-конца зрелой мРНК. Этот 
гексануклеотид играет роль сигнала для нуклеаз, участвующих в про-
цеосинге З'-концов м Р Н К с удалением избыточных последовательно-
стей пре-мРНК и последующим полиаденилированием зрелых м Р Н К по 
их З'-концам, экспонированным в результате эндонуклеолитической 
атаки. Точечная мутация этого сигнала (ААТААА->АATAAG) впервые 
обнаружена в одном из α-глобиновых генов у итальянского больного 
а-талассемией [34]. Функциональный анализ клонированного мутант-
ного гена обнаружил частичный, но резко выраженный блок З'-конце-
вого процессинга пре-мРНК с аккумулированием в эритроидных клет-
ках аномально длинных транскриптов α-глобинового гена и резким 
(до 5 % контроля) снижением содержания зрелой мРНК. Сходная по 
своим проявлениям мутация β-глобинового гена выявлена в семье аме-
риканских негров с фенотипом β+-τaлacceмии [35]. Картирование 3'-
концов транскриптов мутантного гена в клетках костного мозга боль-
ных и в клетках HeLay трансфицированных этим геном в составе 
экспрессионного вектора, обнаружило аномально длинную м Р Н К с из-
быточной З'-концевой последовательностью длиной 900 п. н. При 
секвенировании клонированного мутантного гена β-глобина найде-
на единственная точечная мутация Т->С, превращающая сигнал 
полиаденилирования AATAAA в ААСААА. Образование удлинен-
ных транскриптов при этой мутации объясняется использованием 
альтернативного сигнала полиаденилирования, локализованного на 
900 п. н. ниже последовательности, кодирующей «правильный» 3 ' -
конец м Р Н К . 

Наследственно детерминированные нарушения сплайсинга м Р Н К 
могут быть разделены на мутационные изменения границ экзонов и 
интронов (полные блоки образования зрелых мРНК, т. е. «нулевые» 
формы наследственных дефицитов белков) и мутации внутри экзонов 
или интронов, при которых образуются сигналы альтернативного 
сплайсинга (количественная недостаточность образования зрелой 
м Р Н К с частичным и выраженным в разной степени дефицитом белко-
вого продукта гена) . Известно, что точность сплайсинга, л е ж а щ а я в 
основе образования непрерывной кодирующей последовательности 
м Р Н К из дискретных экзонных сегментов первичного транскрипта, обе-
спечивается строгой специфичностью коротких консервативных после-
довательностей на границах экзонов и интронов, причем почти абсо-
лютно инвариантными компонентами этих сигналов сплайсинга явля-
ются динуклеотиды GT и AG соответственно на 5'- и З'-концах интро-
нов [36]. При мутациях, локализованных в пределах консервативных 
сигналов сплайсинга (точечных нуклеотидных заменах или коротких 
делециях) , имеет место «нулевой» фенотип наследственного заболева-
ния, обусловленный полным блоком нормального созревания м Р Н К . 
Так, известны варианты β0-τaлacceмии, обусловленные точечными ну-
клеотидными заменами G-кА в положении 1 второго интрона β-глоби-
нового гена (нарушение структуры канонического сигнала сплайсинга 
GT->AT) и A->G в предпоследней позиции того же интрона (превра-
щение канонического динуклеотида AG в GG) [37]. Сходный фенотип 
£°-талассемии наблюдался при делециях 5 п. н. на 5 /-конце или 25 п. н. 
на З'-конце 1-го интрона β-глобинового гена [38]. Мутации погранич-
ных последовательностей с полным блоком созревания м Р Н К найдены 
также в гене фактора IX свертывания крови при гемофилии В [39] π 
в гене фенилаланингидроксилазы при фенилкетонурии, в котором блок 

36 ISSN 0233-7657. Б И О П О Л И М Е Р Ы И КЛЕТКА. 1990. Т. 6. № 1 



созревания м Р Н К обусловлен точечной заменой G->A в самом нача* 
ле интрона 12 [40]. 

В опытах по трансфекции клеточных культур клонированными му-
тантными генами показано, что при полной инактивации нормальных 
путей созревания м Р Н К включаются альтернативные (скрытые) сигна-
лы сплайсинга, локализованные внутри интронов или внутри экзонов и 
не функционирующие в нормальных генах. При этом в качестве конеч-
ных («тупиковых») продуктов сплайсинга образуются аномальные 
мРНК. При использовании внутриинтронных сигналов сплайсингов 
эти м Р Н К содержат вставочные последовательности, а при использо-
вании сигналов внутри экзонов — частичные экзонные делеции. Воз-
можен также аномальный сплайсинг с элиминацией одного или груп-
пы экзонов [7, 41]. 

Частичные блоки формирования зрелых м Р Н К могут быть след-
ствием точечных мутаций или коротких делеций, локализованных либо 
в экзонах, либо внутри интронов и ведущих к формированию дополни-
тельных участков сплайсинга в первичном транскрипте. Поскольку эти 
мутации не затрагивают канонических сигналов сплайсинга на экзонно-
интронных границах, то при них нет полного блока созревания нор-
мальных мРНК, а имеет место картина альтернативного сплайсинга. 
Часть транскриптов мутантных генов подвергается нормальному сплай-
сингу с образованием функционально активной м Р Н К с неизмененными 
нуклеотидными последовательностями. Другая часть Р Н К сплайсирует-
ся с использованием альтернативных сигналов, причем образуется ано-
мальная мРНК, несущая частичные делеции, если эти сигналы локали-
зуются в экзонах, или вставки интронных последовательностей при 
внутриинтронной локализации сигнала альтернативного сплайсинга. 
Ряд таких мутаций с образованием неадекватных сигналов сплайсинга 
обнаружен при анализе структуры и экспрессии β-глобиновых генов 
у различных больных с β-талассемией. 

Если мутации с образованием альтернативных сигналов сплай-
синга локализуются вблизи границ экзонов и интронов (например, 
около 5'-концов интронов), то эффективность сплайсинга по соответ-
ствующему экзону резко снижается и фенотип мутации (почти полное 
отсутствие нормальной м Р Н К и ее белкового продукта) приближается 
к «нулевому». К этой группе мутаций относится β-талассемия, обуслов-
ленная изменениями структуры 5'-конца первого интрона β-глобиново-
го гена — точечными заменами G-^C, G-^A и G-VT в позиции 5 этого 
интрона и T >-С в позиции 6 [19, 42]. Сходный (почти «нулевой») фе-
нотип имеет делеция 7 п. н. в позициях 5—11 одного из интронов гена 
сывороточного альбумина у мутантной линии крыс с анальбуминемией 
[43]. Другой вариант мутаций этого класса связан с образованием си-
гналов альтернативного сплайсинга внутри экзонов. Как правило, это 
точечные мутации, не изменяющие специфичности кодонов. К таким 
мутациям относится замена T-^A в кодоне 24 β-глобинового гена с 
превращением глицинового колона GGT в синонимичный кодон GGA. 
Однако в результате этой мутации, локализованной в экзоне 1 на рас-
стоянии 16 п. н. от его З'-конца, образуется альтернативный участок 
сплайсинга с вовлечением динуклеотида GT из кодона 25 [44]. По это-
му альтернативному пути протекает сплайсинг 75 % молекул пре-
м Р Н К и образуется аномальная м Р Н К с делеций 16 нуклеотидов и 
сдвигом фазы считывания. 

При внутриинтронных мутациях, локализованных в З'-концевых 
сегментах интронов β-глобинового гена и имеющих фенотип β-талас-
семии, образуется также альтернативный участок сплайсинга, имити-
рующий структуру З'-конца интрона. Такого рода мутации обнаружены 
в обоих интронах β-глобинового гена [19], причем их следствием яв-
ляется образование аномальных м Р Н К со вставками З'-участков со-
ответствующих интронов. Точечная замена G ^ A найдена при ана-
лизе мутантных глобиновых генов в разных этнических группах — 
у азербайджанцев [45] и у жителей Кипра [19], что, по-видимому, 
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указывает на независимое происхождение данной мутации в этих 
популяциях. 

Количественные соотношения между нормальным и аномальными 
путями, сплайсинга м Р Н К β-глобина при разных мутациях этой группы 
могут довольно широко варьировать. Так, при двух мутациях, близких 
по своей локализации (положения 110 и 116 малого интронп) и по ме-
ханизму действия (формирование альтернативных акцепторных сигна-
лов сплайсинга) , наблюдаются существенные различия в степени вы-
раженности дефицита нормальной м Р Н К β-глобина. При первой из 
этих мутаций около 20 % транскриптов способствуют образованию 
нормальной м Р Н К , а при второй — она почти не обнаруживается [46]. 
Молекулярные основы таких резко выраженных количественных раз-
личий пока не выяснены. 

Блоки трансляции. Полное функциональное выключение гена мо-
ж е т быть причиной мутационных изменений инициаторного ATG-кодо-
на, определяющего NН 2-концевой метпонин и являющегося единствен-
ным инициаторным кодоном у эукарнот. Следствием таких мутаций яв-
ляется абсолютный блок трансляции м Р Н К без каких-либо нарушений 
ядерных стадий экспрессии гена. В качестве примера можно привести 
α-тала-ссемию сардинского происхождения, при которой клонирование 
и секвенирование гена а 2 - глобина выявили единственную точечную му-
тацию, превращающую инициаторный кодон ATG в триплет ACG [47]. 
Эта мутация, первоначально выявленная при клонировании α,-глоби-
нового гена, была далее обнаружена у ряда сардинских больных а -та -
лассемией рестрикционным картированием геномной Д Н К , так как 
описанная точечная замена в инициаторном кодоне сопровождается 
исчезновением участка узнавания для рестриктазы NcoI. 

Строго говоря, к трансляционным блокам можно отнести и описан-
ные выше нонсенс-мутации, делеции со сдвигом рамки считывания, а 
т а к ж е мутации, нарушающие структуру кодонов-терминаторов [19]. 

Если мутации инициаторного ATG-кодона вызывают полный блок 
трансляции м Р Н К , то частичная недостаточность ее трансляционной 
эффективности может быть следствием мутационных изменений нуклео-
тидного окружения инициаторного ATG-кодона. Известно, что инициа-
торные ATG-KOдоны отличаются от неинициаторных ATG-триплетов 
следующими маркерными особенностями: 1) в большинстве м Р Н К они 
являются первыми триплетами ATG, считая от 5'-концов м Р Н К [48]; 
2) они входят в состав короткой консервативной последовательности, 
играющей роль сигнала инициации и имеющей прототипную структуру 
C C A G C C A T G C (инициаторный кодон выделен) . Существенными элемен-
тами этого сигнала можно считать наличие пурина ( A - ^ G ) в позиции 
—3, считая от начала ATG-кодона, и наличие остатков С в положениях 
— 1, —2, —4 и —5. 

При ісеквенировании единственного α-глобинового гена от боль-
ного с алжирской формой α -талассемии (второй ген α-глибина от-
сутствует в результате делеции протяженностью 3,7 т. п. н.) была об-
наружена делеция двух остатков С в положениях —2 и —3 по отноше-
нию к инициаторному кодону, в результате которой существенно 
изменилась структура его нуклеотидного окружения [49]. Д а л е е был 
проведен функциональный анализ фенотипических последствий этой му-
тации [50]. По матрице мутантной α-глобиновой м Р Н К была синтезиро-
вана полноразмерная к Д Н К , которую клонировали в векторе pSP64 и 
транскрибировали 5Р6-полимеразой , а синтетическую м Р Н К трансли-
ровали в бесклеточном лизате ретикулоцитов кролика. При этом эф-
фективность трансляции мутантной м Р Н К оказалась сниженной на 
40 % по сравнению с нормальной м Р Н К α-глобина. Сходные резуль-
таты были получены в опытах, где в клетки COS вводили гибридные 
конструкции, содержащие 5 ' -нетранслируемую последовательность му-
тантной α-глобиновой м Р Н К и кодирующую последовательность нор-
мального гена Gy-глобина человека. В этих экспериментах показано, 
что двухнуклеотидная делеция вблизи инициаторного кодона не влия-
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ет па ядерные стадии экспрессии гена (транскрипцию, сплайсинг, по-
лпаденилирование). 

Посттрансляционные блоки. Дефекты посттрапсляциопного созре-
вания, внутриклеточного транспорта и секреции белков представляют 
собой еще недостаточно изученную группу моногенных наследственных 
болезней, по всей вероятности, гетерогенную в молекулярно-генети-
чсском отношении и проявляющуюся в фенотипе как ча-стичная недо-
статочность функционально полноценного белкового продукта. 

Наиболее детально изученная мутация этой группы — это коли-
чественная недостаточность осі-антитрипсина, сцепленная с мутант-
ным Z-аллелем гена этого белка. Данная мутация представляет со-
бой точечную нуклеотидную замену в кодоне 342 для зрелой полипеп-
тидной цепи с аминокислотным замещением Glu-vLys в этой пози-
ции [51]. Паренхиматозные клетки печени гомозиготных носителей 
Z-мутации содержат м Р Н К ссі-антитрипсина и не отличаются от нор-
мальных гепатоцитов по скорости синтеза этого белка [52], но его 
транспорт частично блокирован, по-видимому, на стадии перехода из 
эндоплазматического ретикулума в комплекс Гольджи. Вследствие это-
го содержание αι-антитрипсина в кровотоке больных снижено до 10— 
20 % контрольной величины [51]. Молекулярные механизмы блока транс-
порта и секреции белка при этой мутации пока не выяснены, но имен-
но Z-мутация является причиной такого блока, поскольку он воспро-
изведен на трансгенных мышах, несущих Z-аллель гена а1-антитрипси-
на человека [53]. 

Другой пример наследственной патологии этой группы — проинсу-
линемия, при которой нарушено созревание инсулина, а в крови боль-
ных циркулирует незрелый предшественник инсулина — проинсулин, 
содержащий в составе единой полипептидной цепи А- и В-цепи инсули-
на и разделяющий их С-пептид, удаляющийся в ходе внутриклеточного 
созревания инсулина в островках поджелудочной железы [54]. В одной 
из семей с проинсулинемией идентифицирована точечная мутация в ин-
сулиновом гене, при которой остаток Arg на границе С-пептида и А-це-
11 и, являющийся необходимым компонентом сигнала для протеазы про-
цессинга, превращается в His. Другая форма диабета с резистентностью 
к инсулину обусловлена недостаточностью специфического рецептора 
инсулина на поверхности клеток и имеет в своей основе точечную му-
тацию G->T с заменой Arg->Ser в участке протеолитического расщеп-
ления биосинтетического предшественника с созреванием активного ре-
цептора [55]. Мутация на границе последовательности зрелого белка 
и иро-области, отщепляемой при его протеолитической активации, име-
ет следствием функциональный блок превращения протромбина Барсе-
лона в активный тромбин [56], а мутационные изменения про-области 
фактора IX свертывания крови выражаются как блоки его посттранс-
ляциопной модификации и количественная недостаточность при ге-
мофилии В [57]. 

Наряду с внутригенными мутациями, нарушающими структуру 
биосинтетических предшественников или зрелых белков и блокирую-
щими их посттрансляционное созревание, некоторые варианты наслед-
ственного дефицита белков могут быть обусловлены транс-депствую-
І Ц П М И мутациями. При этом дефицит белка и накопление его пред-
шественников и интермедиантов созревания не ассоциированы с 
какими-либо изменениями в структуре соответствующего гена, а моле-
кулярная природа мутации остается неясной. Так, резко выражен-
ная недостаточность в кровотоке аполипопротеина A-I с накопле-
нием в крови его предшественника, эндемичная для популяции остро-
ва. Тенжир, не связана с изменениями нуклеотидных последователь-
ностей гена, кодирующего этот белок [58]. Более того, -нормальная 
экспрессия гена аполипопротеина A-I (синтез, процессинг и секреция 
зрелого белка) продемонстрирована после трансфекции гетерологич-
ных клеток экспрсссионными конструкциями, содержащими клониро-
ванный ген аполипопротеина A-I от больного. 
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Мутации с изменениями структуры зрелых белков. Виутриэкзон-
ные мутации, ведущие к изменениям информационной специфичности 
кодонов, как правило, не влияют на количественные параметры экс-
преосии генов, но имеют .следствием изменения аминокислотных пос-
ледовательностей кодируемых белков с разнообразными фенотипиче-
скими проявлениями (изменения каталитической АКТИВНОСТИ фермен-
тов, их кинетических и регуляторных характеристик, метаболической 
стабильности и др. свойств). Мутантные белки, содержащие точечные 
замены аминокислот, изучаются довольно давно с помощью традицион-
ных методов аналитической белковой химии, включая определение 
аминокислотных последовательностей. Достаточно упомянуть иденти-
фикацию большого количества мутаций в глобиновых генах при секве-
нировании мутантных глобиновых цепей от больных с различными 
формами гемоглобинопатий. Прямым секвенированием мутантных бел-
ков идентифицированы также патологические Z- и S-аллели гена а г 
антитрипсина, ассоциированные с его недостаточностью [51], и некото-
рые другие моногенные мутации. 

Следует однако отметить, что внедрение методологии рекомби-
нантных Д Н К в медицинскую генетику (в частности, клонирование и 
секвенирование к Д Н К и анализ выведенных аминокислотных последо-
вательностей кодируемых белков, а также изучение полиморфизма 
нуклеотидных последовательностей геномных генов) привело к суще-
ственному прогрессу и в этой области. Так, выявлено большое коли-
чество нейтральных (не ведущих к патологическому фенотипу) поли-
морфных вариантов сывороточного альбумина [59] и ряда других 
белков и показано, что нуклеотидные замены в геномных кодирующих 
последовательностях встречаются существенно чаще, чем замещения 
аминокислот в белках. Обнаружено большое количество точечных му-
таций с патологическим фенотипом, что является дополнительным -сви-
детельством генетической гетерогенности наследственных болезней 
[60]. Наконец, определение сцепления патологических мутантных ал-
лелей с аллельными комбинациями гаплотипов полиморфных (внутри-
генных или фланкирующих) маркеров применяется для диагностики 
наследственных болезней [1—3], для изучения происхождения моно-
генных мутаций и их разнообразия. Так, показано, что Z-аллель гена 
αι-антитрипсииа постоянно сцеплен с одним гаплотипом сцепленных 
маркеров, т. е. данная мутация имела однократное происхождение в 
большой популяции людей белой расы [61]. С другой стороны, сер-
повидноклеточная анемия в различных популяциях жителей Африки и 
Юго-Восточной Азии обусловлена многократным возникновением одной 
и той же точечной мутации в шестом кодоне β-глобинового гена, кото-
рая, по данным сравнительного популяционного исследования, сцепле-
на с различными гаплотипамн полиморфных внутригенных марке-
ров [62]. 

Приведенный материал показывает, что моногенные наследствен-
ные болезни характеризуются выраженной гетерогенностью, и даже му-
тации в пределах одного гена могут различаться по своей природе, по 
внутригенной локализации, по механизмам и степени выраженности 
блоков экспрессии гена — фенотипических следствий первичного му-
тационного дефекта. При описании основных типов экспрессионных 
блоков была достаточно полно продемонстрирована гетерогенность 
талаосемических 'мутаций, среди которых найдены практически все 
возможные варианты первичных генных дефектов. Д л я подтверждения 
того, что генетическая гетерогенность мутационных изменений являет-
ся общей закономерностью, приведем некоторые дополнительные при-
меры, полученные при молекулярно-генетическом анализе других на-
следственных болезней. 

Семейная гиперхолестеринемии имеет в своей основе наряду с 
разнообразными делециями гена рецептора Л П Н П точечные нонсенс-
и миссенс-мутации с гетерогенными фенотипическими проявлениями 
[14]. Кроме того, характерные для этого заболевания биохимические 
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признаки могут быть обусловлены мутациями рецептор-связывающего 
домена в аполипопротеи'Не В — основном белковом компоненте Л П Н П . 

У больных фенилкетонурией описано не менее трех различных му-
таций в гене фенилаланингидроксилазы, сцепленных с определенными 
гаплотипами внутригенных полиморфных участков [40]. Одна из них— 
это точечная замена на 5 '-конце интрона 12 с полным блоком сплай-
синга м Р Н К (см. выше) , а две другие — точечные мутации в экзонах 
9 (Leu3H-HPro) и 12 (Arg 4Os-^Trp) . Обе эти мутации являются причи-
ной синтеза полностью неактивного фермента. 

Большое количество разнообразных мутаций в гене аденозиндеза-
миназы обнаружено при изучении его структуры и экспрессии в культи-
вируемых клеточных линиях от больных с комбинированным иммуноде-
фицитом, обусловленным недостаточностью этого фермента [63]. 
Большинство из них — это миссенс-мутации в кодирующей последова-
тельности, нарушающие каталитическую активность фермента или 
снижающие его стабильность. Кроме того, описаны протяженные деле-
ции гена аденозиндезаминазы и мутации сигналов сплайсинга с полным 
блоком образования функционально активной м Р И К . 

Молекулярно-генетический анализ мутаций в гене α-цепи β-гексо-
заминидазы А был проведен на больных с болезнью Тей-Сакса (де-
фицит этого фермента) в двух популяциях (канадцы французского 
происхождения и евреи-ашкенази) , в которых данное заболевание 
встречается с повышенной частотой. В первой из них обнаружена про-
тяженная (4 т. п. н.) делеция, з а х в а т ы в а ю щ а я промоторную зону и 5'-
концевой экзон этого гена [64], а во второй — точечная мутация кано-
нического сигнала сплайсинга (GT-^CT) на 5'-конце интрона 12 с пол-
ным блоком адекватного сплайсинга. Т а к а я мутация обнаружена лишь 
в 30 % изученных мутантных генов, т. е. генетическая гетерогенность 
заболевания очевидна и в пределах одной этнической группы с высокой 
частотой встречаемости [65]. 

Генетическая гетерогенность гемофилии В (дефицит фактора IX) 
становится явной уже при изучении степени выраженности количест-
венной недостаточности фактора IX (от умеренного снижения концент-
рации в крови до полного отсутствия с иммунной реакцией на введе-
ние белка больным) . При молекулярио-генетическом изучении гена 
фактора IX в разных семьях носителей гемофилии В обнаружены про-
тяженные делеции, вовлекающие отдельные экзоны или их группы, 
внутригенная инсерция длиной 6 т. п. н., мутация канонического ди-
нуклеотида — сигнала сплайсинга в начале интрона 6, нонсенс-мута-
ция и миссенс-мутации с заменами аминокислот в цепи зрелого факто-
ра IX с его функциональной недостаточностью и в пропептидной зоне 
с блоком его процессинга [12, 13, 39, 57, 66]. 

При гемофилии А (дефицит фактора VIII свертывания крови) най-
дены делеции и инсерции в гене, кодирующем этот белок, а т а к ж е — 
точечные миссенс- и нонсенс-мутации [9, 10, 12, 18, 67]. 

Дальнейшее изучение молекулярной гетерогенности наследствен-
ных дефектов с одинаковыми или сходными фенотипическими проявле-
ниями представляет интерес для понимания природы экспрессионных и 
регуляторных сигналов, для выяснения структуры детерминант, оп-
ределяющих дискретные функции мультидоменных и мультифункцио-
нальных белков, и для конструирования аллельспецифических диагно-
стических ДНК-зондов . 

Естественно, точное выяснение молекулярной природы генных му-
таций совершенно необходимо при планировании их генной коррек-
ции. П р е ж д е всего, введение гена, кодирующего недостающий белок, 
совершенно неэффективно при транс-действующих мутациях, механиз-
мы проявления которых пока совершенно не выяснены. Исправление 
точечных мутаций с установленной локализацией, скорее всего, в пер-
спективе может быть достигнуто сайт-направленным мутагенезом, а 
не введениями нормальных аналогов мутантных генов. При этом вос-
станавливается функция гена, остающегося в своем естественном 
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хромосомном окружении. Кроме того, использование для ГЄННОІ1 тера-
пии полноразмерных генов, многие из которых имеют очень большие 
размеры (например, гены дистрофина, фактора VIII, фенилаланингид-
роксилазы и др.), по всей вероятности, должно встретить серьезные 
технические трудности в связи с отсутствием достаточно емких векто-
ров. В этом отношении более перспективны КДНК-КОІІСТРУКЦИИ, обеспе-
ченные промоторными и другими экспрессионными сигналами и регу-
ляторными последовательностями. Однако еще более перспективно при-
менение для генной коррекции модульных структур, содержащих от-
дельные экзоны, их группы или дискретные кодирующие или сигналь-
ные участки генов. Такой подход мог бы найти применение наряду с 
кДНК-конструкциями для коррекции делеционных, инсерцпонных и 
других изменений структуры генов при одном обстоятельстве — обе-
спечении гомологичной рекомбинации с заменой соответствующей ге-
номной последовательности на введенную извне. Пока гомологичная 
рекомбинация продемонстрирована на клеточных культурах как весь-
ма редкое событие, требующее селекции соответствующих рекомбинан-
тов из большого числа трансформированных клеток [68, 69]. В связи 
с указанными обстоятельствами на сегодняшний день выглядит весьма 
проблематичной идея радикальной коррекции генных дефектов путем 
микроинъекции нормальных генов в зиготу. Основные препятствия 
при этом — частичная эффективность интеграции трансгенов в геном 
зиготы, опасность инсерционного мутагенеза при случайном встраива-
нии трансгена и неадекватный уровень его экспрессии при этом. В то 
же время в экспериментах -на трансгенных мышах продемонстрировано 
исправление как генных дефектов [70—72], так и фенотипов наследст-
венных болезней [73]. Наиболее реалистический подход к генной те-
рапии наследственных болезней — это коррекция патологических фе-
нотипов на уровне соматических клеток, которая осуществляется в эк-
спериментах двух типов: 1) прямое введение экспрессируемых конст-
рукций в организм и 2) получение первичных клеточных культур орга-
низма-реципиента с их трансформацией in vitro и введением трансфор-
мированного клеточного клона обратно реципиенту. Довольно боль-
шое количество экспериментов первого типа показывает, что экспрес-
сия трансгена носит временный характер и попытки коррекции ген-
ных болезней таким способом, по-видимому, потребуют многократных 
введений экспрессируемых конструкций [74]. Следует отметить неко-
торые интересные попытки создания способов специфической доставки 
экзогенной Д Н К в определенные органы для обеспечения ее ткане-
специфической экспрессии [75]. Второй подход, связанный с трансфор-
мацией первичных клеточных культур организма-реципиента, по-види-
мому, более интересен для генной терапии, хотя оптимальные способы 
интродукции трансформированных клеток в организм и создания селек-
тивных преимуществ для их размножения пока еще не отработаны. 
Перспективные клетки-мишени для такого рода исследований — это 
плюрипотентные стволовые клетки костного мозга [76], фибробласты 
[77| и гепатоциты [78]. На клеточном уровне в экспериментах такого 
типа продемонстрирована коррекция наследственных дефектов, обу-
словливающих !недостаточность аденозиндезаминазы (комбинированный 
иммунодефицит [79] и недостаточность глюкоцереброзидазы (болезнь 
Гоше) [80]). В последнее время появились работы на кроликах с ге-
нетической моделью семейной гиперхолестеринемии (линия Вата на бе 
с частичной делецпей гена рецептора ЛГІНП), в которых достигнута 
высокоэффективная коррекция этого дефекта в первичных культурах 
фибробластов [81] и гепатоцитов [82], трансформированных к Д Н К 
рецептора человека в ретровирусном векторе. Однако, скорее всего, 
генетические манипуляции на соматических клетках, имеющие цель 
коррекции наследственного дефицита на уровне организма, не приве-
дут к стабильному изменению генотипа соматических клеток-мишеней, 
если не будут созданы методы эффективного вытеснения мутантных 
клеток в организме соответствующими трансформированными клонами. 
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S u m m a r у 

The paper represents a review of up-to-date considerat ions concerning the primary me-
chanisms responsible for the deficiency of protein gene products in human heredi tary 
diseases. The molecular bases of the genetic and phenotypic heterogeneity of heredi tary 

diseases are analyzed. This heterogeneity could be due to var ious intra- and extragcnic 
muta t ions causing either complete or part ial blocks at var ious levels of gene expression 
(dis turbances in the coding specificity of genes, insufficiency in t ranscript ion, mRNA 
processing, its t ranslat ion, blocks of protein processing and its intracellular t ra f f ic ) . The 
problems of gene therapy of hereditary diseases are discussed in relation to their 
heterogeneity. 
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В. С. Баранов 

ПРОБЛЕМЫ ПРЕНАТАЛЬНОЙ 
ДИАГНОСТИКИ НАСЛЕДСТВЕННЫХ БОЛЕЗНЕЙ 
И ВОЗМОЖНЫЕ ПУТИ ИХ КОРРЕКЦИИ 

В работе дается определение пренатальной диагностики (ПД) как нового научного 
направления медицинской генетики, целью которого является изучение функций генома 
развивающегося зародыша человека в норме и патологии, его взаимодействий с мате-
ринским организмом и разработка на этой основе оптимальных путей профилактики, 
диагностики и, в перспективе,— лечения наследственных болезней. Рассмотрены наибо-
лее актуальные задачи ПД, непосредственно связанные с широким применением моле-
ку лярно-генетических методов исследования. Таковыми для диагностики моногенных 
болезней являются: ΠДРФ-анализ семей высокого риска и создание банков ДНК-дан-
ных; необходимость широкого внедрения полимеразной цепной реакции синтеза ДНК; 
поиск новых диагностических полиморфных сайтов; анализ молекулярной природы 
патологических мутаций; выяснение первичных биомеханизмов действия мутантных генов. 
Актуальные задачи ПД хромосомных болезней включают: анализ хромосомных абер-
раций при помощи хромосом-специфических ДНК-зондов; исследование генеза анэуп-
лоидии; анализ хромосомного мозаицизма: разработка неинвазивных методов опреде-
ления пола и кариотипирования плода. Кратко обсуждаются основные подходы к 
проблеме коррекции генетических дефектов и терапии наследственных болезней на раз-
ных стадиях онтогенеза человека. 

П Д — сравнительно «новое направление медицинской генетики, по пра-
ву занимающее центральное место в комплексе мероприятий по профи-
лактике и предупреждению наследственных болезней [1, 2]. Возникшая 
на стыке медицины и многих биологических наук П Д преследует сугубо 
практическую цель: своевременное выявление и предупреждение ро-
ждения плодов с тяжелыми пороками развития и наследственными бо-
лезнями, которая достигается при помощи самых разнообразных меди-
цинских подходов и привлечения богатого арсенала разнообразных 
биохимических, цитогенетических, а в последние годы и молекулярных 
методов исследования. Вместе с тем сегодня становится все более оче-
видным, что П Д — отнюдь не простой набор методов. По мере разви-
тия П Д все больше трансформируется в самостоятельное научное на-
правление со своими задачами, методами и предметом исследования. 
По сути П Д следует рассматривать как клиническую (медицинскую) 
генетику развития человека, основной задачей которой является изу-
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