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A. Л. Шварцман, М. П. Страхова, В. С. Гайцхоки, 
B. Бергер, Ч. Кутель 

ДНК-ДИАГНОСТИКА И ПОДХОДЫ К ГЕННОЙ ТЕРАПИИ 
НАСЛЕДСТВЕННОГО ДЕФИЦИТА а1-АНТИТРИПСИНА 

Из библиотеки к ДНК печени человека на экспрессионном векторе Xglll выделен ряО 
клонов, содержащих последовательности к ДНК аі-антит рипсина (AT). А нализ 
нуклеотидной последовательности полученных клонов показал, что в их составе отсут-
ствуют последовательности (30—150) нуклеотидов, кодирующие 5Г-конец мРНК AT. 
Объединением последовательностей к ДНК AT и последовательностей гена AT в уни-
кальном CjrlO.l-сайте экзона II получена к ДНК AT, включающая кодоны мРНК AT, 
начиная с позиции -j-2. Выделенная к ДНК AT использована для ДНК-диагностики на-
следственного дефицита AT в семьях носителей мутации в популяциях СССР и EДР. 
Выявлено сцепление генотипа при наследственной недостаточности AT с отсутствием 
полиморфного AiaeIIІ-сайта в экзоне III гена AT. 

Введение. AT — это гликопротеин плазмы крови, относящийся к семей-
ству белков — ингибиторов сериновых протеаз. AT представляет собой 
одноцепочечный белок с молекулярной массой 50 000 и содержанием 
углеводов до 15 % [1]. Ген AT имеет длину 10,2 тысяч пар нуклеоти-
дов (т. п. Ή.), включает пять экзонов, общая длина м Р Н К AT состав-
ляет 1 390 н. [2]. Более 30 аллелей AT определяют полиморфизм этого 
белка, выявляемый в большинстве случаев изофокусированием белков 
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сыворотки крови [3]. Наиболее часто в популяциях представлен M-Wd-
риант π его субтипы, которые встречаются в разных популяциях людей 
белой расы со следующими частотами: Ml— 0,668, М2 — 0,155 и МЗ— 
0,112 [1, 3]. Единственные аминокислотные замены Glu в позициях 
2 6 4 и 3 4 2 - с о о т в е т с т в е н н о н а V a l и Lys ( 5 - и Z - в а р и а н т ы ) ассоции-
рованы с резко выраженной недостаточностью AT в кровотоке [1, 3, 
4]. Наиболее тяжелая клиническая картина у гомозиготных носителей 
Z-варианта обусловлена поражением легких и печени. В основе нару-
шения метаболизма AT при Z-варианте лежит блок внутриклеточного 
транспорта AT и его секреции в кровоток [1, 5]. Наряду с заменой в 
позиции 342 Glu->Lys у больных с Z-вариантом обнаружена другая 
точечная замена в позкции 213 Val->Ala, не влияющая, однако, на 
функцию или обмен AT. Аналогичная мутация наблюдалась и у 20— 
30 % носителей аллеля Ml [6, 7]. Эта мутация приводит к исчезнове-
нию в гене AT сайта узнавания для рестриктазы MaeIIl и потому мо-
жет быть использована для диагностики наследственного дефицита AT. 
Проблема ДНК-диагностики дефицита AT в настоящее время диктует-
ся не только возможностью пренатального диагноза, но и значительно 
более высокой точностью и воспроизводимостью результатов, чем тра-
диционные методы фенотипической диагностики [8, 9]. При лечении 
больных с наследственным дефицитом AT необходима терапевтическая 
доза 4 г AT за 7 дней [10]. Д а ж е с учетом того, что ряд зарубежных 
фирм начал производство генноинженерного AT, его потребность в 
США, где поставлены на учет более 60 000 гомозиготных носителей не-
достаточности AT, может составлять десятки тонн в год. Естественно, 
при развитии методов генной терапии и пренатального диагноза на-
следственных заболеваний недостаточность AT как одна из наиболее 
часто встречающихся моногенных болезней человека (частота мутант-
ного аллеля 1/50 для европейской популяции) должна стать предметом 
повышенного внимания. Клонирование к Д Н К AT в составе ретровпрус-
ных векторов [11] и высокий уровень экспрессии AT в клетках печени 
и макрофагах [12] как возможных мишенях позволяют предположить 
возможность генной терапии недостаточности AT уже в ближайшем 
будущем. 

Материалы и методы. Библиотека к Д Н К была предоставлена Д. Хастн (Велико-
британия) . Иммуноскрининг клонов Kgtll проводили по методу [13]. Электрофорез 
белковых лизатов с последующей идентификацией иммунореактивных продуктов, элек-
трофорез и ДНК-гибридизационные эксперименты нуклеиновых кислот-—согласно мо-
нографии [14]. Нуклеотидпую последовательность Д Н К рекомбинантных клопов но 
методике Максама — Гилберта определяли на твердых носителях Hybond M and G, 
как описано нами ранее [15]. Д Н К лейкоцитов больных выделяли с использованием 
лротеиназы К по методу [6]. 

Результаты и обсуждение. При скрининге 5000 БОЕ были изоли-
рованы шесть рекомбинантных клонов Xgtllf программирующих син-
тез иммунореактивных полипептидных цепей AT. На рис. 1 представ-
лены результаты их анализа электрофорезом в полиакриламидном геле 
(ПААГ), содержащем DS-Na, и иммуноблотпнгом с моноспецифически-
ми антителами к AT. Все рекомбинантные клоны продуцировали поли-
пептидные цепи AT, а множественность идентифицированных зон связа-
на с быстрой деградацией рекомбинантного белка, несмотря па присут-
ствие в лизатах фенилметилсульфоиилфторида. 

Определение нуклеотидных последовательностей к Д Н К из () реком-
бинантных клонов показало, что во всех клонах вставки идентичны по 
нуклеотидной последовательности З'-концов и кодируют З'-концевую 
область АТ-мРНК [15]. На рис. 2 представлены нуклеотидные после-
довательности 5'-концов к Д Н К клонов 7; 9—12 и 15, а также 5'-конца 
АТ-мРНК. Д л я всех охарактеризованных к Д Н К общим является отсут-
ствие 5'-концевых последовательностей АТ-мРНК, в частности, 5'-не-
транслпруемой зоны и кодонов для сигнального пептида, а также 10— 
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40 кодонов для N-концевой части зрелого AT. В клонах 10, 11 и 15 об-
наружены 5'-концевые последовательности, представляющие собой ком-
бинацию в одной цепи кодонов м Р Н К и ее комплементарной цепи. 
Образование таких последовательностей может быть связано с ошиб-
ками ДНК-полимеразного или ревертазного копирования в участках 

Рис. 1. Иммуноблотинг рекомбинант-
ного AT. Электрофорез клеточных лиза-
тов клопов X g t l l y дающих положитель- ! ШШ *** 
нып иммунологический ответ на анти-
тела к AT: I-Xgill/7; 2 —Xgtl 1/9; 
3 — Xgtl 1 /10\ 4 — Xgtll/ll; 5 — 
Xgtl 1/12; 6 — контрольный лизат (ди-
кий тин Xgtll). 100 мкг белка соници-
рованного клеточного лизата разделяли 
в 10 %-ном ПААГ с последующим 
электрофоретическим переносом на 
нитронеллюлозный фильтр («Mil Про-
те», США). Иммуноблотинг с 1251-бел- ψ 
ком /1 согласно методу [13]. Стрелкой 
указано положение маркеров — моно-
мера и димера сывороточного альбу-
мина 
Fig. 1. Imiininoblols of recombinant AT. 
Electrophoresis of cell lysates of Xgtll 
clones with positive immunological res-
ponse to antibodies against AT: 1 — 
Xgtll/7, 2 — Xgt t IjiJy 3 — Xgtl 1/10, 4 —Xgtl 1/11, 5 —Xgil 1/12, 6 —con t ro l lysate 
(Xgtll wild type) . 100 ^ig protein of sonicated cell lysates were separated in 10 % p(>-
Iyacrylainide gel folowed by clectrophoretic t ransfer to nitrocellulose fil ters (МіГ.іроге). 
Iminiinobloting with 125I-Iabelled A protein was carried out according to [13]. Arrows in-
dicate the position of molecular weight markers — monomers and dimers of bovine serum 
albumin 

м Р Н К С разветвленной вторичной !структурой. В целом группа клонов, 
выделенная из библиотеки к Д Н К печени человека, содержала протя-
женные последовательности к Д Н К AT, которые могли быть исполь-

Рис. 2. Нуклеотидпая последовательность б'-коннов АТ-кДНК шести рекомбинантных 
клонов. Обозначения клонов приведены справа. Верхняя строчка — последователь-
ность нуклеотидов 5'-конца полноразмерной АТ-кДНК, приведенной из работы [2]. 
Цифры внизу—номера нуклеотидов от 5'-коица мРНК; иифры с в е р х у — н о м е р а ко-
донов, -f-Ι — кодон для N-концевой аминокислоты зрелого AT 
I ;ig. 2. Nucleotide sequences of Б'-ends of AT-cDBAs from six recombinant clones. On 
the right: des ignat ions of clones. Upper line — a sequence of 5 '-end of ful l- length AT-
cDNA [2]. Numbers below — numbers of nucleotides from 5'-end, above — posit ions of 
codons, -J codon for N-terminal amino acid of mature AT 

зованы как для ДНК-диагностики наследственного дефицита AT, так 
и для генноинженерных экспериментов, связанных с получением полно-
размерной копии к Д Н К AT и клонированием ее в состазе векторных 
молекул. 

Ранее мы уже отмечали, что вторая точечная нейтральная мутация 
в гене AT в случае Z-варианта (позиция 213, Val->Ala) приводит к 
исчезновению MaeIII-сайта в экзоне III. Хотя подобная мутация обна-
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ружпзается и у 23 % Af/-аллелей, тем не менее она может ,служить 
маркерным признаком для идентификации Z-аллеля гена AT в геном-
ной Д Н К . В опытах по анализу полиморфизма длин MaeIII-фрагмен-
тов гена AT в качестве зонда использовали АТ-кДНК клона 12, после-
довательность которой перекрывает полиморфный MaeIII-Cdm в экзо-
пе III. На рис. 3 представлены данные по определению длин MaeIII-
фрагментов гена AT у четырех гетерозигот с генотипом MlZ и у двух 

Рис. 3. MaeI11-ПДРΦ гена AT, ассоциированный с Λί- и Z-аллелями: 1, 2, 3, 6 — ге-
нотип ΜΖ\ 4, 5 — генотип ZZ. Слева указаны длины полиморфных фрагментов (т.п.н.) 
Fig. 3. MaeIJI polymorphism of length of restriction f r a g m e n t s (RFLP) associated with 
M- and Z-alleles of AT gene: 1, 2, 3, 6 — MZ genotype, 4, 5 — ZZ genotype. The length 
of polymorphic f r a g m e n t s (2.7 and 2.4 kb) is indicated by ar rows 

Рис. 4. MaeIII-ПДРФ гена AT в семье с наследственным дефицитом AT: 1, 2 — сибсы 
с генотипом MJZ; 3 — отец, генотип ZZ; 4 — мать, генотип MJMJ. Положение поли-
морфных фрагментов (т. п. н.) указано стрелками 
Fig. 4. MaeIII R F L P of AT gene in the family with inherited AT deficiency. 1, 2 — s i b s 
with MlZ genotype, 3— father, ZZ genotype, 4 — mother, MJMJ genotype. Position of 
polymorphic f r a g m e n t s (2.7 and 2.4 kb) is indicated 

гомозиготных больных с генотипом ZZ. Из приведенных результатов 
следует, что наличие Z-аллеля во всех случаях обусловлено присутст-
вием Л4ае// /-фрагмента размером 2,7 т. п. н. и указывает на элимина-
цию сайта MaeIII в экзоне III гена AT. При генотипе MZ наблюдают-
ся два разных аллеля гена AT, сопряженных с двумя Λίαβ/Я-фрагмен-
тами (2,7 и 2,4 т. п. н.). 

В семье с наследственной недостаточностью AT (рис. 4) у отца — 
гомозиготного носителя недостаточности AT (рис. 4, дорожка 3) обна-
руживался лишь /Иа<?/77-фрагмент 2,7 т. п, н. У двух гетерозиготных 
сибсов MlZ (рис. 4, дорожки /, 2) регистрировали наличие двух 
МаеІІІ -фрагментов 2,7 и 2,4 т. п. н., у матери (рис. 4, дорожка 4) — 
лишь фрагмента 2,4 т. п. н. Данные, представленные на рис. 4, являют-
ся наиболее характерными в ДНК-диагностике наследственного дефи-
цита AT. Вместе с тем при диагностике на основе использования 
Мае/ / / -полиморфизма возможна неопределенность и неполная инфор-
мативность как при скрининге, так и при семейном анализе. Это может 
происходить в тех редких случаях, когда встречается М/-вариант с та-
кой ж е нейтральной мутацией в позиции 213, как и Z-варпант. На 
рис. 5 приведены результаты анализа полиморфизма гена AT, прове-
денного на образцах Д Н К от членов двух семей с наследственной не-
достаточностью AT. В этих семьях отцы (фенотип M l Z ) были гетеро-
зиготными по полиморфному MaeIII-сайту (рис. 5, дорожки 7 и S), 
тогда как у матерей с теми же фенотипами AT выявлено гомозиготное 
носительство Мае / / / -фрагмента длиной 2,7 т. п. н. (риіс. 5, дорожки 1 
и 10). В семье А из пяти детей четверо были гомозиготами ZZ (рис. 5, 
дорожки 2У 3, 4, 6) и лишь один—гетерозиготой MlZ (рис. 5, дорож-
ка 5) . В этой семье варианты MlZ неразличимы от ZZ, что представ-
ляет определенные трудности в диагностике заболевания и требует ис-
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пользования каких-либо иных полиморфных сайтов или прямого опре-
деления мутации после амплификации гена AT. 

Наряду с диагностикой наследственной недостаточности AT в на-
стоящее время актуальна проблема лечения заболевания. В качестве 
препарата для заместительной терапии наилучшим является AT от 
здоровых доноров либо генноинженерного происхождения. Высокая 

Рис. 5. MaeIII-YlJXPΦ гена AT в семьях 
с наследственным дефицитом AT: 1— 
7 — семья А: 1 — отец (генотип M l Z ) , 
7 — м а т ь (генотип MlZ), 2, 3, 4, 6 — 
дети (генотип ZZ) , 5 — р е б е н о к (MlZ); 
<9—10 — семья Б: 8 — мать (MlZ)t 10— 
отец (MlZ)y 9 — ребенок (ZZ). Поло-
жение полиморфных фрагментов (т.п.н.) 
указано стрелками 

Fip;. 5. MaeIII R F L P in two famil ies 
with inherited AT deficiency 1-7 — fami-
ly A: 1 — fa ther ( M l Z g e n o t y p e ) , 7 — 
mother (MlZ geno type) , 2, 3, 4, 6 — 
chi ldren (ZZ geno type) , 5 — child (MlZ geno type) , 8—10 — fami ly Б : 8—mo-
ther (MlZ), 10-
are indicated 

• fa the r (MlZ), 9 — child (ZZ) . Pos i t ions of po lymorphic f r a g m e n t s 

потребность в препаратах AT и широкое распространение вируса С П И Д 
позволяют предположить, что основными препаратами для замещаю-
щей терапии недостаточности AT должен быть белок, выделенный ме-
тодами генной инженерии. Д л я получения высокоэффективных штам-
мов — продуцентов AT необходимо наличие полноразмерной АТ-кДНК 
как основы создания рекомбинантных Д Н К с высоким уровнем экспрес-
сии AT. Д л я этого мы клонировали в плазмиде pTZ19 фрагменты гена 
AT, выделенные нами ранее из библиотеки генов человека на векторе 
Харон 4А (BamHI-CfrlOJy позиции нуклеотидов 5439—5776) и к Д Н К 
клона 12 (CfrlO.l-EcoRI). Сконструированная рекомбинантная плазми-
да включает последовательности кДНК, начиная с кодона AT, кодиру-
ющего Asp в позиции 2, и в настоящее время используется нами для 
получения штаммов — продуцентов AT и векторных молекул, которые 
могут применяться в генной терапии наследственной недостаточно-
сти AT. 

DNA D I A G N O S T I C S AND A P P R O A C H E S TO G E N E T H E R A P Y 
O F H E R E D I T A R Y a 1 - A N T I T R Y P S I N D E F I C I E N C Y 

A. L Schwartzman, M. P. Strakhova, V. S. Gaitskhoki, W. Berger , Ch. Coutelle 

Research Ins t i tu te for Exper imenta l Medicine, 
Academy of Medical Sciences of the USSR, Len ingrad 
Central Ins t i tu te for Molecular Biology, 
Academy of Sciences of DDR, Berl in-Buch, DDR 

S u m m a r у 

Tlie recombinant clones syn thes iz ing immunoreac t ive a 1 -an t i t ryps in were isolated f rom 
express ion l ibrary of h u m a n liver cDNA. Their sequencing has shown tha t they conta in 
AT cDNAs lacking 20-100 codons f rom 5 ' t e rmina l region of AT cRNA. These clones were 
used as probes for the d iagnos i s of inheri ted AT deficiency based on linked M a e I I I po-
lymorphism. cDNA clones inc luding all the codons for m a t u r e AT s t a r t i n g f rom + 2 co-
don are obtained to const ruct bacter ial s t r a ins -p roducen t s of AT as well as of recombi-
nan t DNAs necessary for gene therapy of AT deficiency. 
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ДНК-ДИАГНОСТИКА СЕМЕЙНОЙ ГИПЕРХОЛЕСТЕРИНЕМИИ 

Семейная гиперхолестеринемия (CF) — одно из наиболее часто встречающихся гене-
тических заболеваний человека, связанное с мутациями в гене рецептора липопротеи-
нов низкой плотности (рЛНП). ДНК-диагностика является не только наиболее досто-
верным методом определения CF, но и позволяет выявлять заболевание до возникнове-
ния клинических нарушений. В работе описано получение ДНК-зондов, необходимых 
для диагностики CF, на основе определения полиморфизмов длин рестрикционных 
фрагментов (ПДРФ) гена рЛНП. Рассматривается определение ПДРФ для PvuJI, 
BstEJJ, AvaJJ, NcoJ, TaqI у больных с С Г как полезных маркеров в семейном анализе. 
Onuccm новый полиморфный вариант гена рЛНП для фермента EcoRI. 

Введение. СГ — наследственное заболевание человека, передающегося 
по аутосомно-доминантному типу [1]. Гетерозиготная форма СГ в 
большинстве европейских популяций выявляется у одного индивидуума 
среди 500 обследованных, гомозиготная форма встречается с частотой 
1 случай на миллион новорожденных. Причиной заболевания является 
нарушение катаболизма атерогенных Л Н П в результате различных му-
таций в гене р'ЛНП [2]. В интронах гена и в экзоне 18 обнаружены 
повторы Alu-семейства, кроме того, в 5'-концевой области гена содер-
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