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Н. Б. Должанская, М. Ю. Мандельштам, Е. Л. Паткнн, А. С. Кузнецов, 
Ф. JI. Виханская, Р. И. Крутилина, В. С. Гайцхокп 

МОДЕЛИРОВАНИЕ ГЕНЕТИЧЕСКОЙ КОРРЕКЦИИ 
СЕМЕЙНОЙ ГИПЕРХОЛЕСТЕРИНЕМИИ 

Исследовали экспрессию рецептора липопротеинов низкой плотности (рЛНП) человека 
в клетках линии 1.929 (фибробласты мыши), трансформированных рекомбинантной 
плазмидой pMSVL. Эта плазмида включает полноразмерную кДНК рЛНП и гибрид-
ный промотор, состоящий из регуляторных последовательностей промотора ранних ге-
нов SV40 и энхансера вируса саркомы Молони, чувствительного к глюкокортикоидным 
гормонам. Методами дот-, блот-гибридизации РНК— кДНК и иммуноф.іюорсс цент но-
го анализа показано, что в трансформированных L-клетких происходит синтез рЛIlΠ 
человека. 

Введение. Семейная гнперхолсстеринемия (СГ) — аутосомно-доминант-
пое з а б о л е в а н и е человека, в основе которого л е ж и т широкий спектр 
мутаций гена р Л Н П [1]. Н а р у ш е н и е функции р Л Н П приводит к нару-
шению к а т а б о л и з м а циркулирующих атерогенных Л И П и возникнове-
нию в сосудистой стенке множественных отложении холестерина. Зре -
лый р Л Н П представляет собой гликопротеид, включающий 839 амино-
кислотных остатков [2], его мРНК. имеет размер около 5,3 тысяч пар 
нуклеотидов (т. п. H.). В работах Рассела и др. [2J была проклони-
рована полноразмерная к Д Н К р Л Н П , с о д е р ж а щ а я 5,1 т. и. п., что 
предопределило возможность ее использования для создания экспери-
ментальных моделей генетической коррекции СГ. Н а и б о л е е значитель-
ные успехи в решении этой проблемы в последнее время были достиг-
нуты при конструировании регровирусных векторов, в ы з ы в а ю щ и х эф-
фективную экспрессию р Л Н П в фибробластах и гепатоцитах р Л Н П -
дефицигных кроликов В а т а н а б э [3, 4]. 

Одной из возможных моделей генной терапии СГ может быть со-
здание и экспрессия в клеточных культурах таких генноинженерных 
конструкций, которые синтезируют р Л Н П независимо от концентрации 
холестерина в клетке, среде или кровотоке и активируются ионами 
металлов , гормонами либо другими физиологическими ф а к т о р а м и . 

Стратегия генной терапии в настоящее время в п о д а в л я ю щ е м 
большинстве случаев определяется получением стабильных клеточных 
клонов, экспрессирующих нормальный прототип мутантного белка , и 
пересадкой их в организм-мишень . В этом смысле преимущество имеют 
клетки костного мозга и фибробласты [5], методы т р а н с п л а н т а ц и и ко-
торых освоены достаточно хорошо. 

Н а м и была предпринята попытка разработки клеточной модели 
генетической коррекции С Г с помощью генноинженерных конструкций, 
специфически экспрессирующих функционально активный р Л Н П в 
ф и б р о б л а с т а х млекопитающих. 
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М а т е р и а л ы и методы. Выделение, клонирование и гпбридпзациоппый а н а л и з ре-
комбннантной Д I iK проводили согласно методам, описанным в монографии | 6 ] . L-
клегкн к у л ь т и в и р о в а л и в среде Д М П М с 10 эмбриональной сывороткой крови те-
ленка . Т р а н с ф о р м а ц и ю кальций-преципитатом осуществляли но методу |7 ] , Иремен-
Iiyio -жепреа ию а н а л и з и р о в а л ! через 48 ί после т р а н с ф о р м а ц и и . P I l K пз культивируе-
мых клеток очищали согласно р е к о м е н д а ц и я м | 8 ] . Э л е к т р о ф о р е з Р Н К вели с глиокеа-
/ |см по [6J. ;1от- и б л о т - і и б р и д и з з ц п ю Р Н К с клонированными к Д Н К - з о н д а м и на ген 
р Л Н П человека нроноднлн после іцелочноіі фиксации на Z e f a - P r o b c мембранах («Віо-
Rad» . С Ш А ) . Фильтры гибридизопали с 3 - Р - п р о б а м и при 3 7 ' С в течение 16 ч в 5 0 % -
HOM р а с т в о р е ф о р м а м н д а , 3 X S S P H ( 1 X S S P R — 0,18 M NaCl , О,OI M Ма-фосфат , 
рН 7.7, 0,001 M Э Д Т А ) , 1 %-ном D S - N a , IO' ;„-иом д е к с т р а н - с у л ь ф а т е , О,Г) м г / м л д е н а -
турированной Д Н К спермы лосося. Зятем их о т м ы в а л и при многократных сменах 
раствора ( \ r > X S S P l I . 1 п; ,-ного D S Xn (55 С ) . В качестве проб использовали - i j P-
фрпгменты р Л Н П - к Д Н К , меченные н реакции с фрагментом Кленова Д Н К - н о л п м е р а -
зы I с м н о ж е с т в е н н о й з а т р а в к о й [Si]. Удельная р а д и о а к т и в н о с т ь Д Н К п р е в ы ш а л а IOs 

р а с п . / м и н . Л в т о р а д н о г р а ф и ю проводили в течение 2 — 3 сут при —70 j C с ус иливающим 
чкраном; нммунофлгооресцентнын анализ — с использованием полпклональных моно-
снецифпческих анти-апоН IfiG, полученных иммунизацией кроликов J l H l l человека, 
последующей их очисткой на Л Н П - с е ф а р о з е и меченных флюоресцеипизогпоционатом . 
К л е н и ·;> 24 ч д о т р а н с ф о р м а ц и и рассовали па покровные стекла 2 1 X 2 4 мм при плот-
ное ι и Ю". Д л я а н а л и з а иммунофдюоресцепции Л Н П - р е ц с п т о р ы ж и в ы х клеток связы-
вали с Л H I l и конечной концентрации 20 м к г / м л в течение 60 мин ири 4 С с последую-
щей о т м ы в к о й клєіок от избытка неснязаншнхся Л Н П раствором (фоефатно-солевого 
буфер. ι ( Ф С Б ) , р Н 7,2, с 1 ''и-ньем бычьим сывороточным альбумином ( Б С А ) ) . З а т е м 
клетки фиксировали 4 % -ныл раствором ф о р м а л ь д е г и д а , отмывали от фикса тора в 
нескольких сменах Ф С Б в течение 2 ч π инкубировали с анти-мло/3 IgO (200 м к г / м л ) 
при 37 'С в течение 1 ч с последующей о т м ы в к о й пееннзашинхея антигел раствором 
Ф С Б с. 1 % Б С А в течение 30 мин (в трех с м е н а х ) . П а р а л л е л ь н о с опытом осуществля -
ли контроль т р а н с ф о р м а ц и и (клетки о б р а б а т ы в а л и кальций-преципитатом без Д Н К ) ; 
к о н т р о л ь !!(!специфического с в я з ы в а н и я антител (отсутствовала о б р а б о т к а клеток 
Л Н П ) ; контроль синтеза эндогенного рецептора (клетки, не подвергшиеся трансфор-
мации, инкубировали с а н т и т е л а м и ) . Полученные препараты заключали и глицерин с 
5 % - н ы м п р о н и л г а л л а т о м . Д л я наблюдения и ф о т о г р а ф и р о в а н и я использовали микро-
скоп Л Ю М А М И2. Интенсивность люминесценции отдельных клеток измеряли С ПО-
МОЩЬЮ м п к р о ф л ю о р п м е т р а М Л - 4 [10, 11]. 

Результаты и обсуждение . К о н е τ ρ у и ρ о в а н и е п л а з м и д-
н о г о в е к т о р а . Н а рис. 1 представлена структура генетической 
конструкции , и с п о л ь з о в а н н а я нами в э к с п е р и м е н т а х по т р а н с ф о р м а ц и и 
и о б о з н а ч е н н а я к а к pMSVL. При получении данной конструкции мы 
и з о л и р о в а л и / / / « ^ / / / - ф р а г м е н т (1,2 т. п. н.) п л а з м и д ы ρ MSV cat, со-
д е р ж а щ и й гибридный промотор SV40 и ф р а г м е н т LTR вируса с а р к о м ы 

Рис I. С т р у к т у р а генетической конструкции pMSVL 
Fig. 1. The s l r u c t n r e of g e n e l i c pMLSVL cons t ruc t 

Молонн, в к л ю ч а ю щ и й два 72-нуклеотпдных т а н д е м н о р а с п о л о ж е н н ы х 
повтора , и г р а ю щ и х роль энхансера и а к т и в и р у е м ы х г л ю к о к о р г и к о и д н ы -
MH г о р м о н а м и , в частности, д е к с а м е т а з о п о м . Этот HindIII-фрагмент 
к л о н и р о в а л и в у н и к а л ь н ы й HindHI-сайг п л а з м и д ы pLDLR-3, содер-
ж а щ и й п о л н о р а з м е р н у ю копию к Д Н К р Л Н П . 

Д о т - г и б р и д и з а ц и я Р Н К т р а н с ф о р м и р о в а н н ы х клеток (рис. 2) де-
монстрирует наличие в т р а н с ф о р м и р о в а н н ы х к л е і к а х м Р П К р Л Н П 
человека при г и б р и д и з а ц и и с З ' - к о н ц е в ы м ф р а г м е н т о м к Д Н К р Л Н П 
человека (1,9 т. п. п.) , с о д е р ж а щ и м последовательности э к з о к о в 10— 
18 гена р Л Н П . Н а б л ю д а е т с я отсутствие м Р Н К р Л Н П человека в не-
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т р а н с ф о р м и р о в а н н ы х контрольных клетках . М о ж н о предположить , что 
этот фрагмент не содержит участков гомологии м е ж д у генами р Л Н П 
мыши л человека . Некоторые отличия в с о д е р ж а н и и м Р П К р Л І І П че-
ловека в разных опытах тем не менее значительно выше фоновои ра-
диоактивности в контроле. 

Бло ι -гибридизация Р Н К трансформированных к л е ю к (рис. 3) 
т а к ж е о б н а р у ж и в а е т сигнал, отсутствующий в контроля* грансформа-
HHH π синтеза эндогенного рецептора, однако на фоне выраженной 

Рис. 4. Пммуиоф.'иооресцентнып аналн.ч клеток: а — трансформированные клетки; б — 
копт роль трансформации 
I:iR. 1 Ji i imiinnilnorcscent ana lys i s of cells: а — l r a n s f o r m e d cells, ό— -eoii lroi oi I rans-
iormal ion 

деградации м Р І І К р Л Н П человека. Гибридизацию проводили с фраг -
ментом к Д І І К р Л І І П человека (1,1 т. п. п.), с о д е р ж а щ и м последова-
тельности экзонов 1—8 гена р Л П П . Основная зона недсградиропаппоі і 
м Р П К р Л Н П характеризуется размером 5,3 т. п. п. Таким образом, 
в трансформированных ф и б р о б л а с т а х мышеи вероятна экспрессия 
р Л Н П человека . Д а н н ы е , полученные с помощью иммунофлкюресцент-
пого а н а л и з а , просчитаны по критерию Стыодента — Фишера . Мы Ito-
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лучили статистически достоверное ( р < 0 , 0 1 ) возрастание интенсивности 
люминесценции после трансфо р мац и и клеток. Это даст возможность 
предположить , что в т р а н с ф о р м и р о в а н н ы х к л е т к а х синтезируется функ-
ционально активный р Л Н П человека . Соответствующие величины (ус-
ловные единицы) : в опыте А ' = 14 ,13+1,04; при контроле трансформа-
ции X= 10,41 ± 0 , 4 2 ; при контроле синтеза эндогенного рецептора X== 
= 9 , 5 2 + 0 , 5 3 . 

Рис. 5. Г и с т о г р а м м а распределения клеток по интенсивности и м м у н о ф л ю о р е с ц е н ц и и 
F i g . 5. D i s t r i b u t i o n of ce l l s a c c o r d i n g to i n t ens i ty of i m m u n o f l u r e s c c n c e 

На рис. 4, а, видно наличие интенсивно флюоресцирующих кле-
ток, подвергшихся трансформации , и отсутствие таковых в контроле 
т р а н с ф о р м а ц и и (рис. 4, б ) . Распределение интенсивности люминес-
ценции отдельных клеток в опыте и контроле т р а н с ф о р м а ц и и представ-
лено на рис. 5. П р и в о д и м а я гистограмма о т р а ж а е т ф а к т наличия в 
опыте по т р а н с ф о р м а ц и и гетерогенной популяции клеток, характе -
ризующейся присутствием групп клеток с четко р а з л и ч а ю щ и м и с я 
у р о в н я м и интенсивности люминесценции. Контроль трансформации , на-
против, представлен клетками с одинаковым низким фоновым у р с з н е м 
интенсивности люминесценции. Количественные оценки экспрессии 
р Л Н П человека и получение стабильного клона могут быть основными 
критериями адекватности предложенной нами модели генетической 
коррекции СГ. 

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

N. B. Dolzhanskaya, M. Yu. Mandelshtam, E. L. Palkin, A. S. Kuznetsov, 
F. L. Vikhanskaya, R. I. Krutilina, V. S. Gaitskhoki 

R e s e a r c h I n s t i t u t e for E x p e r i m e n t a l Medic ine , 
A c a d e m y of Med ica l Sc iences of t h e U S S R , 
I n s t i t u t e of C y t o l o g y , 

A c a d e m y of Sc i ences of the U S S R , L e n i n g r a d 

S u m m a r y 

The e x p r e s s i o n of h u m a n l o w - d e n s i t y l ipopro te in r ecep to r ( r L D L ) w a s s tud ied in m o u s e 
f i b r o b l a s t s (1-929 l ine) t r a n s f o r m e d by the pMSVL r e c o m b i n a n t p l a smid . Th is p l a s m i d 
c o n t a i n s f u l l - l e n g t h r L D L c D N A and hybr id p r o m o t e r c o m p o s e d of r e g u l a t o r y e l e m e n t s 
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from ear ly SV40 p romoter and gl i tcocorl icoid-responsive enhancer of MoIony sarcoma 
virus. The expression of rLDL с DNA in t r a n s f o r m e d cel ls w a s demons t ra t ed u s i n g doi 
and blot RNA-cDNA hybr idizat ion as well as immunof luorcscen t analys is . 
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ПОДБОР ОПТИМАЛЬНЫХ УСЛОВИЙ 
П Р О В Е Д Е Н И Я ЦЕПНОЙ РЕ А КЦИИ СИНТЕЗА Д Н К 
ПРИ И Д Е Н Т И Ф И К А Ц И И МУТАЦИЙ В 12-м ЭКЗОНЕ 
ГЕНА Ф Е Н И Л А Л А Н И Н Г И Д Р О К С И Л А З Ы ЧЕЛОВЕКА 

Описаны условия проведения реакции амплификации ДНК для определения мутаций 
в і 2-м ж:юне гена фенилаланингидроксилазы (ФАЕид). Указано на необходимость 
оптимизации условий реакции. Подчеркивается последовательность составления реак-
ционной смеси, при этом праймеры, фермент и трифосфаты следует добавлять после 
денатурации ДНК. ДНК можно выделять не только из цельной крови больных фенил-
кетонурией (ФКУ), но и из сухих пятен крови на фильтровальной бумаге. В результа-
те амплификации образуется фрагмент гена ФАЕид длиной 245 пар оснований (п. о.), 
несуїций мутации. Последующая дот-гибридизация с мутантними мечеными зондами 
позволяет определить гетерозиготное носительство у здоровых членов семей. 

Введение. В настоящее время в изучении м о л е к у л я р н ы х основ генетики 
человека происходят значительные изменения. Во многом это связано 
с созданием метода специфической а м п л и ф и к а ц и и Д Н К (полимераз -
иая цепная реакция) [1], позволяющего диагностировать ряд наслед-
ственных заболеваний человека за один день. Использование двух син-
тетических олигонуклеотидных праймеров, комплементарных последо-
вательностям, ф л а н к и р у ю щ и м специфический сайт мутации, дает воз-
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