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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 ΡυιιΙI, 
BstEII, Avail, NcoI, 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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жится значительное число повторов другого типа [3]. Это обусловлива-
ет высокую частоту рекомбинационных событий, являющихся причи-
ной различных делеций и ішсерций в гене р Л Н П [2, 4, 5]. Описаны 
также точечные мутации, приводящие к нарушению функций р Л Н П 
[2, 6]. Однако прямой анализ мутаций гена р Л Н П возможен лишь в 
небольшом числе случаев СГ в связи с ее выраженной генетической 

ПДРФ гена рЛНП, обсуждаемые в данной работе 
RELPs of ihe LDLR gene discussed in this paper 

Рестриктаза 
Дллсльные поли-
морфные фрагмен-

ты, т. п. н. 

Частоты 
аллелей Источник дан-

ных 
Эксперимен-
тальные час-

тоты 

Число изученных 
аллелей от нерод-
ственных пациен-

тов 

P v n l I 16,5 0,77 [10] 0,92 12 
14 + 2,6 0,23 0,08 

A ν а И 3,6 0,56 [111 0,58 12 
3,4 0,44 

[111 
0,42 

B s l B H 33 0,75 [ 12, 13] 0,68 22 
2 2 + 1 1 0,25 0,32 

Ncol 3,4 0,64 [141 0,25 4 
13 0,36 0,75 

Tac1I 1,7 0,69 [9, 15] 0,92 12 Tac1I 
0,6 0,31 

[9, 15] 
0,08 

гетерогенностью, что їсильно ограничивает возможности диагностики. 
С другой стороны, достоверный диагноз СГ может быть осуществлен 
только на основе определения концентрации р Л Н П в культивируемых 
фибробластах и его способности связывать и интернализовать липо-
протеины [7]. Диагностика СГ по уровню холестерина Л Н П крови да-
леко не всегда дает однозначные результаты [8]. К тому же имеется 
значительное число случаев первичной гиперхолестеринемии, обуслов-
ленной действием ряда генов [9]. Более перспективным методом ди-
агностики СГ представляется метод анализа П Д Р Ф гена р Л Н П . Ме-
тод заключается в изучении сцепления какого-либо полиморфного ре-
стрикциовного сайта в гене р Л Н П и фенотипа гиперхолестеринемии в 
каждой конкретной родословной. При обнаружении совместной сегре-
гации в отдельной семье генетического маркера и клинических при-
знаков гиперхолестеринемии можно поставить диагноз СГ без знания 
природы первичного дефекта (мутации). К настоящему времени опи-
саны уже 14 полиморфных рестрикционных сайтов для 12 рестрикцион-
ных эндонуклеаз в гене рЛНП. Некоторые из них приведены в табли-
це. Необходимый материал для определения П Д Р Ф (клетки крови как 
источник Д Н К ) может быть получен при проведении обычного клини-
ческого анализа крови на холестерин. Раннее выявление больных СГ 
делает возможным своевременное применение как методов терапевти-
ческого лечения, гак и (в перспективе) после определения характера 
мутации, генетической коррекции. 

Материалы и методы. В р а б о т е использованы рестрикционныс э н д о н у к л е а з ы и 
ф р а г м е н т Кленова Д Н К - п о л и м е р а з ы I Escherichia coli производства Н П О «Фермент» 
(Вильнюс) , статистический Д Н К - п р а й м е р и м е м б р а н ы H y b o n d - N , H y b o n d - C произ-
водства фирмы « A m e r s h a m » ( В е л и к о б р и т а н и я ) . 

П л а з м и д а pLDLR-З, с о д е р ж а щ а я п о л н о р а з м е р н у ю р Л Н П к Д Н К человека , была 
любезно предоставлена Д . Р а с с е л о м (Ун-т ш т а т а Техас, С Ш А ) и передана в п а ш е 
р а с п о р я ж е н и е А. Н. К л и м о в ы м . 

К р о в ь от больных с типом I I a гиперлипопротеинемии была п р е д о с т а в л е н а нам 
Б. М. Л и п о в е ц к и м (клиника И Э М А М Н С С С Р ) . Геномную Д Н К получали из 5—10 мл 
несвернувшейся крови по методу К ю н к е л я [16] в м о д и ф и к а ц и и Б е л л а [17] д л я не-
больших количеств крови. Д Н К гидролизовали с о о т в е т с т в у ю щ и м и рестрикционными 
э н д о н у к л е а з а м и с 4 — 6 - к р а т н ы м избытком фермента по активности и после электро-
ф о р е з а в а гарозном геле переносили на фильтры по методу С а у з е р н а [18]. Д Н К - з о н -
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д ы д л я гибридизации метили с помощью множественного праймера и ф р а г м е н т а Кле-
нова Д Н К - п о л и м е р а з ы I [19] . М е м б р а н ы п р е д г и б р и д и з о в а л и в 6 X S S C ( I X S S C = 
= 0,15 M NaCl , 0,15 M N a - ц и т р а т , р Н 8,0) с ОД % поливинилпирролидона , 0,1 % фи-
колла -400 , 0,1 % бычьего сывороточного альбумина , 1 % D S - N a , 100 м к г / м л т Р Н К , 

100 м к г / м л д е н а т у р и р о в а и о й Д Н К спермы лосося и 10 % д е к с т р а н с у л ь ф а т а («Pha r -
mac ia» , Ш в е ц и я ) при 65 u C 2 ч. Г и б р и д и з а ц и ю проводили в р а с т в о р е того ж е состава 
с 3 2 Р - Д Н К и концентрацией метки 10ϋ и м п - м и н - 1 - м л - 1 (10 н г / м л Д Н К ) при 65 °С 
16 ч. А в т о р а д и г р а ф и ю вели на пленке O R W O H S l l при —70 °С с у с и л и в а ю щ и м и эк-

р а н а м и . 
Все п р о ц е д у р ы к л о н и р о в а н и я Д Н К выполняли по М а н и а т и с у и др. [20] . 

Результаты и обсуждение. м Р Н К р Л Н П человека содержит в сво-
ей З'-некодирующей области повторы А/^-семейства [21]. Поэтому со-
ответствующая клонированная полноразмерная к Д Н К не может быть 
непосредственно использована в качестве зонда для гибридизации с 
Д Н К больных. Более того, большой размер гена (45 тысяч пар ,нуклео-
тидов, т. п. н.) и высокая степень гомологии отдельных его экзонов це-
лому набору уникальных последовательностей в геноме человека 
(предшественнику эпидермального фактора роїста, компоненту С9-си-
стемы комплемента, тромбомодулину, факторам IX, X и белку С си-
стемы свертывания крови) [3] делают затруднительным интерпретацию 
гибридизационных экспериментов, полученных со всей к Д Н К рЛНГІ 
даже при элиминации повторов. Д л я выделения адекватных зондов 

Экзоны 1 2 5 4 5 6 789101112 151415 1617 18 

I I Illl ИДИ Ol и 

Рис. 1. М о л е к у л я р н ы е пробы д л я а н а л и з а П Д Р Ф , ассоциированных с геном р Л Н П 
pLDLR-З с о д е р ж и т к Д Н К р Л Н П , в которой п р е д с т а в л е н ы все 18 экзонов гена. П л а з -
мида pLRZ получена в р е з у л ь т а т е д е л е г и р о в а н и я XhoI-фрагмента р а з м е р о м 2,5 т. п. н., 
с о д е р ж а щ е г о Л/гг-повторы, из pLDLR-З; pLRB-9, pLRB-11, pLRB-19 — в р е з у л ь т а т е 
к л о н и р о в а н и я BamHI-фрагмента р а з м е р о м 0,9 т. π н. pLRZ и BamHI-фрагментов раз -
мером 1,1 и 1,9 т. п. н. pLDLR-З в у н и к а л ь н ы й BamIII-сайт pBR322 соответственно. 
П о к а з а н о соответствие к л о н и р о в а н н ы х ф р а г м е н т о в pLDLR-З исходной к Д Н К и экзон-
ной с т р у к т у р е гена 

F i g . 1. M o l e c u l a r p r o b e s fo r t he a n a l y s i s of R F L P s a s soc i a t ed w i t h L D L R gene . 
pLDLR-З p l a s m i d c o n t a i n s t he f u l l - l e n g t h LDLR c D N A t h a t c o r r e s p o n d s to all 18 e x o n s 
of t h e LDLR gene . pLRZ p l a s m i d is a r e s u l t of t h e de le t ion of t h e Alu-repeats c o n t a i n i n g 
2.5 kb XhoI f r a g m e n t f r o m pLDLR-З. P l a s m i d s pLRB-9, pLRB-11, pLRB-19 w e r e obtain 
ned a f t e r c l o n i n g of t h e 0.9 kb BamHI f r a g m e n t f r o m pLRZ a n d 1.1 kb a n d 1.9 kb 
BamHI f r a g m e n t s f r o m pLDLR-З in to u n i q u e BamHI s i te of pBR322. The c o r r e s p o n d e n c e 
of t he pLDLR-З c loned f r a g m e n t s to t he o r i g ina l c D N A a n d exon s t r u c t u r e of the LDLR 
g e n e is s h o w n 

изолировали фрагменты плазмиды pLDLR-З после ее гидролиза ре-
стриктазой BamHI (рис. 1). С целью дополнительной очистки зондов 
клонировали эти фрагменты по уникальному ВатНІ-сату в плазмиде 
pBR322y а затем препаративно выделяли их. Использование метода ме-
чения специфических фрагментов Д Н К с помощью случайного ДНК-
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праймера до высокой удельной радиоактивности ( > Ю 8 имп-мин 1 X 
Хмкг- 1 ) делает возможным сокращение времени авторадиографии по-
сле гибридизации до 2—12 ч, что существенно для задач диагностики. 

Описанные зонды мы использовали при определении П Д Р Ф для 
Pvallf Avail, NcoIf BstEII в З '-части гена р Л Н П . Изошизомеры этих 

PIIL-. 2. Г и б р и д и з а ц и я по С а у з е р н у геномной Д Н К с пробой на З ' - конец гена р Л Н П . 
Н а д о р о ж к и наносили по 5 мкг геномной Д Н К , расщепленной р е с т р и к т а з а м и PvuII 
(It 2); EcolSO I (-StyI) (3, 4); EcoRI (5, 6); Есо91 I (-BstEII) (7, 8); Есо47 I (-Avail) 
(9, 10) \ BarnHI (11, 12). В скобках у к а з а н ы наиболее известные и з о ш и з о м е р ы исполь-
з о в а н н ы х необычных р е с т р и к т а з Н П О «Фермент» . Н а д о р о ж к а х 2, 4, 9 п р е д с т а в л е н о 
распределение рестрикционных ф р а г м е н т о в у гетерозигот по с о о т в е т с т в у ю щ е м у поли-
м о р ф и з м у ; на д о р о ж к и 1, 2, 10 нанесен м а т е р и а л от гомозигот по часто встречающе-
муся а л л е л ю с о о т в е т с т в у ю щ е г о п о л и м о р ф и з м а ; на д о р о ж к и 7 и 8 — от гомозигот по 
часто в с т р е ч а ю щ е м у с я и р е д к о м у а л л е л ю BstEII п о л и м о р ф и з м а . П о с л е о б р а б о т к и 
Д Н К р е с т р и к т а з а м и EcoRI и BarnHI о б р а з у ю т с я т о л ь к о и н в а р и а н т н ы е ф р а г м е н т ы , 
гибридизующиеся с пробой. В качестве пробы на ген р Л Н П использован BamHI-
ф р а г м е н т р а з м е р о м 1,9 т. п. н. п л а з м и д ы pLDLR-3 (pLRB-19). Ц и ф р ы слева — марке -
рі)! м о л е к у л я р н о й массы в т. п. н. 

F ig . 2. Sou l l i e rn blot a n a l y s i s of the h u m a n g e n o m i c D N A u s i n g the p robe fo r t he 3 ' e n d 
of the LDLR gene . 5 ^ig of h u m a n g e n o m i c D N A w a s d ige s t ed wi th the r e s t r i c t ion enzy -
m e and then sub jec t ed to e lec t rophores i s . The e n z y m e s used : PvuII (1, 2); ЕеоІЗО I 
(-Sty/I) (3, 4)\ EcoRI (5, 6); Eeo911 (-BstEII) (7, 8) \Eco47 I (-Avail) (9, 10); BamHI 
(11, 12). The cha rac t e r i s t i c p a t t e r n of s i g n a l d i s t r i bu t i on in h e t e r o z y g o u s i n d i v i d u a l s is 
s h o w n on l a n e s 2, 4, 9. The m a t e r i a l f r o m p a t i e n t s h o m o z y g o u s fo r the f r e q u e n t a l le le of 
the s a m e p o l y m o r p h i s m is pe r sen t ed on l anes 1, 3, 10. L a n e s 7 and 8 show the d i s t r ibu -
t ion of f r a g m e n t s a f t e r e l ec t rophores i s in p a t i e n t s h o m o z y g o u s for the f r e q u e n t a n d fo r 
t h e r a r e a l le le of t he BstEII p o l y m o r p h i s m . O n l y i n v a r i a n t f r a g m e n t s h y b r i d i z i n g w i t h 
t he p robe a re f o r m e d a f t e r D N A t r e a t m e n t w i t h EeoRI or BamHI r e s t r i c t a se s . The 1.9 kb 
BamHI f r a g m e n t of the pLDLR-3 (pLRB-19) w a s used a s a p r o b e fo r t he LDLR g ene . 
F i g u r e s on the lef t i nd ica t e t he D N A f r a g m e n t s l engh t in kb 

Рис . 3. Г и б р и д и з а ц и я по С а у з е р н у геномной Д Н К , о б р а б о т а н н о й р е с т р и к т а з о й TaqIy 
с пробой на Б ' -конец гена р Л Н П . Н а д о р о ж к е 3 видно присутствие редкого п о л и м о р ф -
ного н и з к о м о л е к у л я р н о г о ф р а г м е н т а . Н а д р у г и х д о р о ж к а х п р е д с т а в л е н м а т е р и а л от 
гомозигот по обычному а л л е л ю п о л и м о р ф и з м а . В качестве пробы на ген р Л Н П ис-
пользовали BamHl-фрагмент р а з м е р о м 1,1 т. п. н. п л а з м и д ы pLDLR-3 (pLRB-11). 
Ц и ф р ы слева — м а р к е р ы м о л е к у л я р н о й массы в т. п. н. 

F ig . 3. S o u t h e r n blot h y b r i d i z a t i o n of TaqI d iges t ed h u m a n g e n o m i c D N A w i t h t he p ro-
be for the 5 ' e n d of the LDLR gene . The p r e sence of the r a r e p o l y m o r p h i c l o w - m o l e c u l a r 
w e i g h t f r a g m e n t s is s h o w n on l ane 3. The 1.1 kb B a m H I f r a g m e n t of the p l a s m i d 
pLDLR-3 (pLRB-11) w a s used as a p robe fo r the LDLR gene . F i g u r e s on the lef t ind ica -
te the D N A f r a g m e n t s l e n g t h in kb 
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рестриктаз дают полностью соответствующее описанным в литературе 
данным распределение инвариантных и полиморфных фрагментов гена 
р Л Н П при гибридизации (рис. 2). Более того, возможно выявление 
всех четырех П Д Р Ф на одном фильтре в результате одной гибридиза-
ции при использовании в качестве пробы 1,9 т. п. н. Ва/?гЯ/-фрагмента 

плазмиды pLDLR-3 (pLRB-19). Нами показа-
• - но, что полиморфизм для NcoI может быть 

BstZU/ BamHt выявлен с помощью рестриктазы StyI9 обла-
21- ^ дающей меньшей специфичностью по отноше-

нию к расщепляемой последовательности, чем 
рестриктаза NeoI. При гидролизе Д Н К StyI 
образуются полиморфные фрагменты 2,8 и 1,8 
т. п. н. (гибридизуется слабо) вместо 13 и 3,4 
т. п. и. NeoI-фрагментов (рис. 2). Наши дан-
ные подтверждают локализацию Nco/-поли-
морфизма в З ' -области экзона 18, так как 
гибридизация с пробой на экзоны 10—17 из 
плазмиды pLRB-9 не выявляет названный 
S/i/Z-полиморфизм. 

Рис. 4. Г и б р и д и з а ц и я по С а у з е р н у BstE11/BamHI-фрагментов геномной Д Н К с пробои 
на ген р Л Н П . В качестве пробы на ген р Л Н П использован клонированный BamHl-
ф р а г м е н т р а з м е р о м 0,9 т. п. н. п л а з м и д ы pLRZ (pLRB-9). Ц и ф р ы слева — м а р к е р ы 
м о л е к у л я р н о й массы в т. п. н. П а ц и е н т Α. Т. (1) от к а ж д о г о из своих родителей (2, 
3) у н а с л е д о в а л часто встречающийся BstElI/BamHI-аллель. На д о р о ж к е 4 д л я срав-
нения представлен м а т е р и а л от пациента , гомозиготного по редкому аллелю BstEII/ 
/ B a t H I - п о л и м о р ф и з м а 
F ig . 4. S o u t h e r n blot h y b r i d i z a t i o n of BstEIl/BamHI g e n o m i c DNA f r a g m e n t s wi th t he 
LDLR g e n e probe . The 0.9 kb BamIlI f r a g m e n t of pLRZ (pLRB-9) w a s used as a p r o b e 
for the LDLR gene . F i g u r e s on the left i nd ica te the DNA f r a g m e n t s l eng th in kb. P a -
t ien t A. T. (1) h a s inher i ted the m o r e c o m m o n BstEII/BamIiI a l lele f rom both his pa-
r e n t s (2f 3). The d i s t r i bu t ion of BstEll/BamHI f r a g m e n t s of the LDLR g e n e in a pa-
t ien t h o m o z y g o u s for the r a re al le le of the indica ted p o l y m o r p h i s m is shown on lane 4 
for c o m p a r i s o n 

Рис. 5. Г и б р и д и з а ц и я по С а у з е р н у геномной Д Н К , о б р а б о т а н н о й рестрикта .юй Pvull, 
с пробой на ген р Л Н П . На д о р о ж к е 1 видно присутствие редкого полиморфного фраг -
мента. На других д о р о ж к а х представлен м а т е р и а л от гомозигот по обычно-
му а л л е л ю п о л и м о р ф и з м а . В качестве пробы использовали клонированный BamlII-
ф р а г м е н т р а з м е р о м 0,9 т.п.н. п л а з м и д ы pLRZ (pLRB-9). Ц и ф р ы слева — маркеры мо-
л е к у л я р н о й массы в т.п.н. 
F ig . 5. S o u t h e r n blot h y b r i d i z a t i o n of Pvull d iges t ed h u m a n genomic DNA wi th the pro-
be for the LDLR gene . The p re sence of the r a r e p o l y m o r p h i c f r a g m e n t is shown on lane 
1. The 0.9 kb BamHl f r a g m e n t of pLRZ p l a smid c loned into pLRB-9 w a s used as a pro-
be fo r the LDLR gene . F i g u r e s on the left ind ica te the DNA f r a g m e n t s l eng th in kb. 

TaqI-полиморфизм [9, 15] может быть выявлен при гибридизации 
Д Н К на фильтрах с 5'-концевой пробой на ген рЛНП, а именно: с 
BamHI-фрагментом плазмиды pLDLR-3 (pLRB-11) размером 1,1 т. п. н. 
(проба на экзоны 1—8 гена) (рис. 3). 

Рестриктаза BstEII дает полиморфные фрагменты гена р Л Н П раз-
мером 33 или 2 2 + 1 1 т. п. н. Эти фрагменты трудно разделяются в 
0,8 %-ной агарозе и плохо переносятся из геля на фильтры по Сау-
зерну [12]. На рис. 2 представлен материал от гомозигот по рассмат-
риваемому полиморфизму. Совместный перевар геномной Д Н К рестрик-
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тазами BstEII и EcoRI [13] дает более удовлетворительно делимые 
фрагменты размерами 12 или 9 + 3 т. п. н. Использование двойного рас-
щепления Д Н К доноров эндонуклеазами BstEII и BamHI приводит к 
образованию близких к ним по молекулярным массам фрагментов. 

Ко доминантное наследование BstEII / BamHI-иолпморфных фраг-
ментов в одной семье представлено на рис. 4. 

Рис. 6. £ с о / ? / - п о л и м о р ф н ы й в а р и а н т гена р Л Н П . ,EcoRI 
С пробой на 5 ' -конец гена р Л Н П у большей части 
обследованных индивидуумов (Зу 4) гибридизуются 
EcoRI-фрагменты геномной Д Н К р а з м е р о м 10; 9 и 
1,8 т. п. п. (не п о к а з а н ) . У пациента М. К. отсутст-
вуст гпбрпдизационный сигнал от ф р а г м е н т о в раз- 4 ^ * 4^wv4 

мером 9 и 1,8 т. п. н. (не п о к а з а н ) , а у его сына дан- P ~ 
ηые сигналы ослаблены по сравнению с нормальны-
ми ! інтенсивностями ( д о р о ж к и 1 и 2 соответствен-
но) . Г и б р и д и з а ц и я с / ? а ш # / - ф р а г м е н т о м п л а з м и д ы 
pLDLR-З {pLRB-11) р а з м е р о м 1,1 т. и. н. Ц и ф р ы 
слева — м а р к е р ы м о л е к у л я р н о й массы в т. π .и. 

F ig . 6. EcoRl p o l y m o r p h i c v a r i a n t of the LDLR gene . 
H y b r i d i z a t i o n of the EcoRI d iges t ed h u m a n g e n o m i c ; 
D N A wi th the p robe for the 5 ' e n d of the LDLR g e n e 
r e v e a l s th ree d i f f e r e n t f r a g m e n t s (3, 4): 10 kb, 9 kb, 
1.8 kb ( sma l l e r f r a g m e n t is no t s h o w n ) . In M. K- pa-
t i en t h y b r i d i z a t i o n s i g n a l f r o m f r a g m e n t s 9 kb and 
1.8 kb (not s h o w n ) is u n d e t e c t a b l e ( / ) . In his son 
D. I\. these f r a g m e n t s a re p r e s e n t but on ly in ha l f -
in t ens i ty as c o m p a r e d w i t h con t ro l (2). The 1.1 kb 
BamHI f r a g m e n t of the pLDLR-З (pLRB-11) p las -
mid w a s used a s a p robe fo r the LDLR gene . F i g u r e s 
on the lef t ind ica te the D N A f r a g m e n t s l e n g t h in kb 1 2 3 4 

Использование в качестве зонда Вага# / -фрагмента 0,9 т. п. и. из 
плазмиды pLRZ (pLRB-9) дает высокое соотношение сигнал /фон при 
в ы я в л е н и и Avail-, BstEII- и особенно PvuII-полиморфизмов (рис. 5 ) . 

По предварительным данным мы оценили частоты редкого аллеля 
для разных П Д Р Ф в исследованной популяции (таблица) . Малое коли-
чество обследованных доноров (независимых аллелей) не позволяет 
выявить различия частот для отдельных аллельных вариантов в ис-
следуемой популяции Петроградского района Ленинграда от европей-
ской. Однако приведенные в таблице результаты дают представление 
о том, что в первую очередь Avail- и BstEII-Π,ΐΧΡΦ могут быть полез-
ны в семейном анализе для диагностики СГ. 

Известно, что в различных популяциях от 5—7 % мутаций в гене 
рЛНГІ до 30 % в некоторых изолированных этнических группах состав-
ляют протяженные делеции [4, 5, 22, 23]. Большей частью они локали-
зованы в 5'-концевой области гена. Эти мутации могут быть выявлены 
непосредственно гибридизационными методами. Нами также была 
предпринята попытка поиска протяженных делеции у больных типом 
IIa гиперлипонротепнемии. При этом исследовании выявлен новый ред-
кий полиморфный вариант гена р Л Н П , связанный с утратой сайта для 
рестриктазы EcoRI в интропе 6 (рис. 6) . У пациента М. К. отсутствуют 
фрагменты размером 9 и 1,8 т. п. п., а имеется только фрагмент разме-
ром 10 т. п. ή. при гибридизации с пробой на 5'-конец гена. Его сын 
является гетерозиготой по этому EcoRI-сайту: фрагменты 9 и 1,8 т. п. п. 
характеризуются меньшей интенсивностью гибридизациопного сигнала 
по сравнению с таковыми у других обследованных пациентов. Видимо, 
исчезновение сайта для EcoRI не связано с протяженной делецией, так-
как характер распределения TaqI-фрагментов у больного М. К. не вы-
являет отличий от обычно наблюдаемого. Причина исчезновения сайга 
нами исследуется. В данной семье этот сайт может быть полезным мар-
кером для изучения сегрегации СГ. 

Следует отметить, что использование П Д Р Ф для нескольких фер-
ментов при изучении родословных конкретных семей с СГ значительно 
увеличивает возможности метода [23, 24] и позволяет однозначно осу-
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Рис. 6. £ с о / ? / - п о л и м о р ф н ы й в а р и а н т гена р Л Н П . 
С пробой на 5 ' -конец гена р Л Н П у большей части 
обследованных индивидуумов (Зу 4) гибридизуются 
EcoRI-фрагменты геномной Д Н К р а з м е р о м 10; 9 и 
1,8 т. и. и. (не п о к а з а н ) . У пациента М. К. отсутст-
вует гнбрпдизационный сигнал от ф р а г м е н т о в раз-
мером 9 и 1,8 т. п. н. (не п о к а з а н ) , а у его сына дан-
ные сигналы ослаблены по сравнению с нормальны-
ми {інтенсивностями ( д о р о ж к и 1 и 2 соответствен-
но) . Г и б р и д и з а ц и я с / ? а ш # / - ф р а г м е н т о м п л а з м и д ы 
pLDLR-З {pLRB-11) р а з м е р о м 1,1 т. и. н. Ц и ф р ы 
слева — м а р к е р ы м о л е к у л я р н о й массы в т. π .н. 

Fi»\ 6. BcoRl p o l y m o r p h i c v a r i a n t of the LDLR gene . 
H y b r i d i z a t i o n of the EcoRI d iges t ed h u m a n g e n o m i c 
D N A wi th the p robe for the 5 ' e n d of the LDLR g e n e 
r e v e a l s th ree d i f f e r e n t f r a g m e n t s (3, 4): 10 kb, 9 kb, 
1.8 kb ( sma l l e r f r a g m e n t is no t s h o w n ) . In M. K- pa-
t i en t h y b r i d i z a t i o n s i g n a l f r o m f r a g m e n t s 9 kb and 
1.8 kb (not s h o w n ) is u n d e t e c t a b l e ( / ) . In his son 
D. K. these f r a g m e n t s a re p r e s e n t but on ly in ha l f -
in t ens i ty as c o m p a r e d w i t h con t ro l (2). The 1.1 kb 
BamHI f r a g m e n t of the pLDLR-З (pLRB-11) p las -
mid w a s used a s a p robe fo r the LDLR gene . F i g u r e s 
on the lef t ind ica te the D N A f r a g m e n t s l e n g t h in kb 



ществлять раннюю диагностику и лечение заболевания. Ранняя Д Н К -
диагностика больных с СГ позволяет не только выбрать подходы к ле-
чению, но и определить целесообразность применения генной терапии. 

D N A - D I A G N O S T I C S O F F A M I L I A L H Y P E R C H O L E S T E R O L E M I A 

Μ. Yu. Mandelshtam, L. Κ. Sasina, A. L. Schwartzman 

I n s t i t u t e fo r E x p e r i m e n t a l Medic ine , 
A c a d e m y of Medica l Sc iences of the U S S R , L e n i n g r a d 

S u m m а r у 

F a m i l i a l h y p e r c h o l e s t e r o l e m i a ( F H ) is one of the m o s t c o m m o n h u m a n gene t i c d i seases . 
This inborn e r ro r of m e t a b o l i s m is connec ted wi th m u t a t i o n s in t he low d e n s i t y l ipopro-
te in r ecep to r ( L D L R ) gene . D N A d i a g n o s t i c s is no t on ly a m e t h o d of the h ighes t va l id i -
ty fo r F H d e t e r m i n a t i o n , bu t a l so th i s m e t h o d p e r m i t s d e t e c t i n g t he d i s ea se be fo re t he 
a p p e a r a n c e of cl inical d i so rde r s . The c o n s t r u c t i o n of D N A p r o b e s n e c e s s a r y for F H d i a g -
nos t i c s based on d e t e r m i n a t i o n of the L D L R g e n e r e s t r i c t ion f r a g m e n t l e n g t h poly-
m o r p h i s m s ( R F L P s ) h a s been descr ibed in t he pape r . The PvuII, BstEII, Avail, NcoI a n d 
TaqI R F L P s a r e r e g a r d e d to be h e l p f u l m a r k e r s in F H f a m i l y s tudy . A new p o l y m o r p h i c 
v a r i a n t of t he L D L R g e n e fo r the e n z y m e EcorI is descr ibed . 
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СРАВНИТЕЛЬНОЕ ИЗУЧЕНИЕ ЭФФЕКТИВНОСТИ ЭКСПРЕССИИ 
БАКТЕРИАЛЬНОЙ β-ГАЛАКТОЗИДАЗЫ IN УIVO С ПОМОЩЬЮ 
ИММУНОФЛЮОРЕСЦЕНТНОГО АНАЛИЗА 

Исследована экспрессия гена бактериальной галактозид азы in vivo в гепатоцитах 
мышей линии BALB/с. Использовано несколько векторных молекул, содержащих IacZ-
ген. Тестирование продукта экспрессии проводили иммунофлюоресцентным методом с 
последующей микроцитофотометрией. Обсуждаются преимущества использованного 
метода тестирования для выявления отдельных трансформированных клеток в попу-
ляции гепатоцитов. 

Введение. Функциональная коррекция наследственных патологий ме-
тодами генной терапии требует детального изучения функционирования 
введенного генетического материала в клетках различных органов и 
тканей и включает в себя ряд экспериментальных подходов: тестиро-
вание введенной Д Н К (ДНК-дот и ДНК-блот анализы) и транскрипта 
(РНК-блот) , тестирование продукта экспрессии (иммуноферментный и 
др. методы анализа количественного определения белка, Western-блот, 
использование специфических биохимических субстратов для выявле-
ния функциональной активности продукта экспрессии). Все эти методы 
позволяют оценить эффективность функционирования введенного гена 
в группе клеток, отдельном органе или ткани по суммарному продукту. 
В то же время в ряде случаев существует необходимость поклеточного 
изучения уровня экспрессии и для этих целей очень удобным инстру-
ментом может оказаться непрямой иммунофлюоресцентный (ИФ) ме-
тод [1]. Целью настоящей работы явилось изучение функционирования 
бактериального /czcZ-гена, кодирующего экспрессию β-галактозидазы 
в гепатоцитах мышей, и возможности корректного использования ИФ-
метода для получения быстрого ответа об экспрессии гена на уровне 
отдельной клетки. 

Материалы и методы. В э кспериментах по исследованию экспрессии гена бакте-
р и а л ь н о й β - г а л а к т о з и д а з ы использованы векторные молекулы, с о д е р ж а щ и е IacZ-ген 
Escherichia coli, п л а з м и д ы pGA293 [2] и рСНПО. К р о м е того, применяли конструкцию 
pGA293A, п р е д с т а в л я ю щ у ю собой п л а з м и д у pGA293 с к л о н и р о в а н н ы м по BamHI-сай-
ту Л / ^ - п о в т о р о м , и п л а з м и д у pGA293ZA, лишенную £ с о / ? / - ф р а г м е н т а , с о д е р ж а щ е г о 
ген б а к т е р и а л ь н о й β - г а л а к т о з и д а з ы . 
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