
e a r l y ) g e n e of C M V . The second reac t ion inc ludes f r o m 20 up to 50 cycles c o n s i s t i n g of 
t h e s a m e s t e p s bu t w i t h 20-base p r i m e r s chosen to a m p l i f y the i n t e r n a l p a r t of t he f r a g -
m e n t ampl i f i ed d u r i n g the f i r s t r eac t ion . The f i na l f r a g m e n t is de tec ted by the e t h i d i u m 
b r o m i d e s t a i n i n g a f t e r p o l y a c r y l a m i d e gel e l ec t rophores i s . Ve r i f i c a t i on of the b a n d inc lu-
d e s res t r i c t ion e n z y m e a n a l y s i s . Use of pCM5018 p l a s m i d b e a r i n g the C M V M I E g e n e 
s h o w s t h a t the p roposed p r o c e d u r e can detect a s l i t t le a s severa l ( f r o m 1 to 5) mole -
cu les of DNA. 
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ПОЛУЧЕНИЕ АНТИСМЫСЛОВОЙ КОНСТРУКЦИИ кДНК 
РЕЦЕПТОРА ЛИПОПРОТЕИНОВ НИЗКОЙ ПЛОТНОСТИ 
ЧЕЛОВЕКА 

Получена антисмысловая конструкция к ДНК рецептора липопротеинов низкой плотнос-
ти (рЛНП) человека. Эта конструкция включает 5 ' - к о н ц е в о й фрагмент (1,1 тыс. п. н.) 
кДНК рЛНП и промотор гена металлотионеина мыши и может быть использована для 
создания трансгенных животных, дефицитных по рЛНП. 
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Введение. Одним из способов моделирования генетических заболева -
ний являются системы, в которых роль регуляторов генной экспрес-
сии выполняют антисмысловые Р Н К [1] . При этом существует целый 
ряд обязательных требований к антисмысловым Р Н К , необходимых 
ДЛЯ эффективного блокирования экспрессии генов: а) генетическая кон-
струкция в которую клонирована генетическая копия, д о л ж н а содер-
ж а т ь промотор, обеспечивающий высокий уровень транскрипции в спе-
циализированных клетках; б) нуклеотидная последовательность анти-
смысловой копии должна иметь участки, комплементарные районам 
инициации транскрипции, включая сигналы сплайсинга; в) при подав-

Рис. 1. Схема к Д Н К р Л Н П человека (цифры — р а з м е р ы ф р а г м е н т о в в тыс. п. н.) 

лении трансляции антисмысловая копия д о л ж н а содержать участки, 
комплементарные участку связывания м Р Н К с рибосомами, включая 
инициирующий кодон. Таким образом, для построения конструкций, 

Рис. 2. Схема получения антисмысловой конструкции к Д Н К р Л Н П человека 

кодирующих антисмысловую Р Н К , необходимо, в общем виде, выделе-
ние и клонирование последовательностей Д Н К , кодирующих 5'-конце-
вую область соответствующего гена или к Д Н К . При моделировании се-
мейной гиперхолестеринемии — заболевания , связанного с нарушением 
экспрессии функционально активных молекул рецептора липопротеинов 
цизкой плотности ( р Л Н П ) [2] ,— возникает проблема подавления син-
теза р Л Н П в клетках печени. В задачу наших исследований входило 
получение генетической конструкции, кодирующей антисмысловую пос-
ледовательность Р Н К р Л Н П , под контролем промотора гена метал-
лотиопеипа (MT) [3] . 

Материалы и методы. Выделение, клонирование рекомбинантной 
Д Н К и скрининг бактериальных колоний проводили по методам, опи-
санным в монографии [4]. Бактериальные клетки Д Н 5 трансформиро-
вали лигазной смесью методом электропорации. В качестве гибридиза-
ционного зонда использовали 3 2 Р-фрагмент к Д Н К - р Л Н П (1,1 тыс. п. н.) , 
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меченный в реакции с фрагментом Кленова ДНК-полимеразы I с мно-
жественной затравкой. Удельная радиоактивность Д Н К превышала 
IO8 расп/мин. Авторадиографию осуществляли в течение двух суток 
при —70 °С с усиливающим экраном. Ориентацию фрагмента к Д Н К 
р Л Н П проверяли с помощью рестрикционного анализа [4]. 

Результаты и обсуждение. В качестве исходной плазмиды для по-
лучения антисмы-словых копий Р Н К р Л Н П нами была выбрана плаз-
мида pLDLR3, любезно предоставленная доктором Расселом, включа-
ющая полноразмерную к Д Н К р Л Н П (рис. 1). Участок, ограниченный 
сайтами BamHI и обозна-
ченный на рис. 1 стрелками, 
содержал кодоны 5'-нетран-
слируемой области и ини-
циирующий кодон ATG. 
Этот участок мы использо-
вали в качестве последова-
тельности для создания 
антисмысловой конструк-

Рис . 3. Э л е к т р о ф о р е г р а м м а фраг -
ментов п л а з м и д ы pBRLM после 
р а с щ е п л е н и я р е с т р и к т а з а м и EcoRI 
(3, 4, 9, 10); EcoRI+BamHI (5, 
6, 11); н а т и в н а я pBRLM ( I j 2, 7, 
8); Д Н К ф а г а λ после расщепле-
ния HindIII (12) 

ции. Предварительно фрагмент BamHI-BamHI (1,18 тыс. п. н.) был 
клонирован в плазмиде pBR322. Полученная рекомбинантная плазмида 
была обозначена как pLRBII (рис. 2) . 

Среди промоторов, активно функционирующих в клетках печени, 
мы выбрали промотор гена MT [6]. Генетические конструкции, вклю-
чающие этот промотор, активно экспрессировались как в культуре кле-
ток печени, т ак и в печени трансгенных животных даже без специфи-
ческой регуляции ионами кадмия [3]. С другой стороны, ,выбор проімо-
тора гена MT продиктован тем обстоятельством, что он содержит ак-
цепторный сайт BglII, позволяющий клонировать в нем BamHI-BamHI-
фрагмент б '-концевой области к Д Н К р Л Н П (рис. 2) . Образование 
слитого сайта BamHI-BgllI и наличие асимметричного сайта EcoRI 
позволили определить ориентацию вставки фрагмента к Д Н К р Л Н П . 
В этом случае при использовании в качестве вектора плазмиды рМТ-1 
(рис. 2) , а также одинарных и двойных расщеплений EcoRI и EcoRI + 

-\-BamHI получаются фрагменты длиной 4 ,6+1 ,16 и 0 , 8 2 + 1 , 1 6 + 
+ 3 , 8 тыс. п. н. соответственно. Н а рис. 3 представлена электрофоре-
грамма фрагментов плазмиды pBRLM после расщепления рестрикта-
зами EeoRIy EeoRI-^-BamHI. Таким< образом, на основе расчета разме-
ров рестрикционных фрагментов мы можем однозначно трактовать по-
лученную конструкцию pBRLM как антисмысловую. Ранее нами по-
казано, что в фибробластах мыши, трансформированных плазмидой 
pMSVL^ происходит временная экспрессия к Д Н К р Л Н П [7] . В даль-
нейших экспериментах мы планируем продемонстрировать функцио-
нальную активность полученной антисмысловой копии в> эксперимен-
тах по одновременной трансформации плазмидами pMSVL и p B R L M . 
Созданная антисмысловая конструкция .может быть использована для 
получения трансгенных животных, дефицитных по р Л Н П . Исследова-
ния таких трансгенных животных позволят не только изучить особен-
ности липидного обмена при генетически детерминированной ги'пер-
холестеринемии, но и разработать подходы к терапевтическому лече-
нию заболевания. 
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Р е з ю м е 

О д е р ж а н а антисмислова конструкц ія к Д Н К рецептору л іпопроте їн ів низької щільнос-
ті ( р Л Н Щ ) людини. Ц я конструкц ія містить 5 ' -к інцевий ф р а г м е н т (1,1 тис. п. н.) 
к Д Н К р Л Н Щ та промотор гену металот іоне іну миші і м о ж е бути використана д л я 
с т в о р е н н я трансгенних тварин, дефіцитних по р Л Н Щ . 

S u m m a r y 

The a n t i - s e n s e c D N A c o n s t r u c t i o n of h u m a n l o w - d e n s i t y l ipopro te in recep tor ( r L D L ) 
w a s o b t a i n e d . It i nc ludes the 5 ' - t e r m i n a l f r a g m e n t of c D N A r L D L a n d the m u r i n e m e t a l -
lo th ione in g e n e p r o m o t e r . The c o n s t r u c t i o n m a y be used to ob ta in t r a n s g e n i c a n i m a l s 
t h a t a re def ic ien t of r L D L . 
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ИДЕНТИФИКАЦИЯ НОВОЙ ДЕЛЕНИИ В ГЕНЕ РЕЦЕПТОРА 
ЛИПОПРОТЕИНОВ НИЗКОЙ ПЛОТНОСТИ ЧЕЛОВЕКА 
У ПАЦИЕНТА С СЕМЕЙНОЙ ГИПЕРХОЛЕСТЕРИНЕМИЕЙ 

Семейная гиперхолестеринемия (СГ)—аут о сомно-доминантное заболевание человека, 
причиной которого на молекулярном уровне являются различные мутации гена рецеп-
тора липопротеинов низкой плотности (рЛНП). В работе мы описываем новую деле-
цию протяженностью 5 тыс. нуклеотидных пар в локусе рЛНП у больного с фенотипом 
СГ. Делеция элиминирует экзоны 4, 5 и, вероятно, экзон 6 гена рЛНП. Определение 
природы наследственного дефекта позволяет осуществить раннюю диагностику СГ у 
детей больной. Обсуждается значение межиндивидуальных различий в развитии СГ. 

Введение. СГ — наследственное заболевание человека, обусловленное 
нарушениями функций рецептора ЛНП вследствие различных мута-
ций в его гене. Гетерозиготная форма СГ в большинстве изученных 
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