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СОЗДАНИЕ МОДЕЛИ - ТРАНСГЕННЫХ КРОЛИКОВ,-
СОДЕРЖАЩИХ В ГЕНОМЕ АНТИСМЫСЛОВЫЕ КОНСТРУКЦИИ 
ГЕНА АПОЛИПОПРОТЕИНА Al ЧЕЛОВЕКА 
ДЛЯ ГЕНЕТИЧЕСКОЙ КОРРЕКЦИИ 
АТЕРОГЕННЫХ НАРУШЕНИЙ ЛИПИДНОГО ОБМЕНА 

Сконструированные рекомбинантные ДНК, содержащие способный к экспрессии анти-
смысловой ген anoAl человека, были инъецированы в зиготы кроликов для получения 
τ ране генных животных. Методами дот-б лот-гибридизации Дії К и биохимического ана-
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яиза липиОов и липопротеидов сывороток крови родившихся кроликов выявлены жи-
вотные, содержащие разное число копий интегрированной в хромосомы экзогенной 
ДНК и с разной степенью нарушения липидного обмена. 

В одном случае экспрессия антисмыслового гена привела к подавлению синтеза 
липопротеидов высокой плотности, в двух — к снижению содержания а-липопротвид-
ного холестерина (XC) по отношению к общему. Во всех трех случаях наблюдались 
и другие изменении показателей липионого обмена (повышение общего XC, тригли-
церидов), характерные для атеросклероза. 

Полученные трансгенные кролики могут, таким образом, служить моделью для 
разработки подходов к генетической коррекции этой патологии. 

Введение. Развитие атеросклероза протекает при повышении в крови 
уровня атерогенных липопротеидов (липопротеидов низкой и очень низ-
кой плотности — Л П Н П и Л П О Н П ) и снижении уровня антиатероген-
ных липопротеидов (липопротеидов высокой плотности — Л П В П ) . Име-
ют место случаи, когда клинические проявления атеросклероза, такие 
как ишемическая болезнь сердца (ИБС) , наблюдаются у лиц с нор-
мальным или д а ж е пониженным уровнем атерогенных липопротеидов, 
если понижен уровень антиатерогенных. Наиболее часто в качестве 
маркера содержания Л П В П определяют уровень XC Л П В П — α-хо-
лестерина. Из клинических наблюдений, выполненных в разных стра-
нах, в том числе и в СССР, известно, что существует корреляция меж-
ду уровнем ос-ХС в крови и распространенностью ИБС. В связи с этим 
стремление врачей-кардиологов направлено не только на снижение 
уровня атерогенных липопротеидов, но и на повышение уровня анти-
атерогенных Л П В П . 

Л П В П содержат набор апопротеинов. Среди них первое место 
занимает Al , на долю которого приходится 70 % содержания апопро-
теинов Л П В П . Можно полагать, что активация или угнетение синтеза 
апоАІ будет сопровождаться повышением или уменьшением образова-
ния Л П В П соответственно [1]. 

Д л я разработки методов генетической коррекции атерогенных на-
рушений липидного обмена важно иметь полную характеристику насле-
дуемого дефекта, а также механизма его реализации на субклеточном 
уровне. Мутантные кролики Waianabe, дефектные по гену рецептора 
Л П Н П , могут быть использованы как модельные объекты генотерапии 
для восстановления функции рецепции Л П Н П путем переноса в их ге-
ном экзогенного нормального гена рецептора. In vitro такая работа 
уже осуществляется [2, 3]. Однако важно также исследовать возмож-
ности генетической коррекции другой формы атерогенных нарушений, 
связанных с дефектом генов, контролирующих образование Л П В П . 
Д л я этого необходимо иметь соответствующую модель, лучше всего 
кроликов с генетическим нарушением функции Л П В П . 

В настоящей работе продемонстрирована возможность получения 
путем трансгеноза кроликов, у которых смоделированы генетически-, 
нарушения, вызывающие дефект функционирования Л П В П . Такие мо 
дели были получены введением в геном оплодотворенной яйцеклеткь 
кролика генетической конструкции, содержащей поставленный в ан 
тисмысловой ориентации ген апоАІ или его фрагмент в паре с актив-
ным промотором, направляющим транскрипцию данного гена в клетка:·: 
трансгенных кроликов. Транскрипты генов, поставленных в антиемьк-
ловой ориентации («антисмысловых» генов), представленные в избыт-
ке по сравнению с транскриптами соответствующих эндогенных «смы-
словых» генов, способны в виде «антисмысловых» Р Н К препятствовать 
экспрессии «смысловых» генов и тем самым приводить к дефекту их 
функции [4]. 

Материалы и методы. Д л я с о з д а н и я генетических конструкций использованы ре-
г у л я т о р н ы е участки п р о м о т о р а и т е р м и н а т о р а х р о м о с о м н о г о гена рибосомного б е л к а 
м ы ш и L32 [5] (ген был п р е д о с т а в л е н Н. В. Т о м и л и н ы м ) , с у б к л о н и р о в а н н ы е в плаз -
миде pUC19, и вектор экспрессии, с к о н с т р у и р о в а н н ы й из этих элементов . к Д Н К - г е н 
а п о А І человека (получен от Л . Ч е н а , С Ш А ) [6] б ы л перенесен в о б р а т н о й ориента-
ции н и ж е (правее) а к т и в н о г о у ч а с т к а п р о м о т о р а в с о о т в е т с т в у ю щ и е п л а з м и д ы . С х е м а 
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экспериментов приведена на рис. 1. I в а р и а н т — 5 ' - ф р а г м е н т к - Д Н К апоАІ (0,56 
т. п. о.) в о б р а т н о й ориентации соединен с а к т и в н ы м участком п р о м о т о р а PL32-
II в а р и а н т — 5 ' - ф р а г м е н т к - Д Н К апоАІ в о б р а т н о й ориентации встроен м е ж д у участ-
к а м и промотора (PL32) и т е р м и н а т о р а (TL32). С о з д а н н ы е конструкции в виде п л а з м и д 
а м п л и ф и ц и р о в а л и , очищали и и н ъ е ц и р о в а л и в м у ж с к и е п р о н у к л е у с ы оплод от воренны х 

M x Hind111 

EcoRl 

Рис. 1. Схема создания антисмысловых конструкций гена апоАІ чело-
века (пояснения в тексте) 
F ig . 1. C o n s t r u c t i o n of t w o v e c t o r s c o n t a i n i n g a n t i s e n s e h u m a n apoA-1 
genes . P L 3 2 - p r o m o t e r a n d T L 3 2 - t e r m i n a t o r e l e m e n t s w e r e der ived f r o m 
the r i b o s o m a l L32 m o u s e g e n e 

я й ц е к л е т о к кролика породы ш и н ш и л л а , после чего яйцеклетки т р а н с п л а н т и р о в а л и в 
матки л о ж н о б е р е м с п н ы х с а м о к в соответствии с [7] . 

У 3-недельных кроликов о т р е з а л и часть уха и в ы д е л я л и Д Н К с п о м о щ ь ю фе-
нольно-детергентной экстракции . О п р е д е л я л и к о н ц е н т р а ц и ю Д Н К , п р о в о д и л и д о т - б л о т -
гибридизацию с меченной 3 2 P (методом олигомечения) исходной п л а з м и д о й или 
pBR322. Д л я расчета числа копий интегрированной экзогенной Д Н К к Д Н К контроль-
ных к р о л и к о в д о б а в л я л и исходную п л а з м и д у . 

С ы в о р о т к у крови г о л о д а в ш и х к р о л и к о в использовали д л я определения липидного 
состава и э л е к т р о ф о р е з а липопротеидов и белков . О б щ и й XC, т р и г л и ц е р и д ы и а -
липопротеидный XC о п р е д е л я л и на а в т о а н а л и з а т о р е АА-2 ф и р м ы «Техникон». Электро -
ф о р е з липопротеидов с п о с л е д у ю щ е й о к р а с к о й Суданом I V в п р е ф о р м и р о в а н н о м гра -
диенте п о л и а к р и л а м и д н о г о геля проводили по [8 ] . 

Результаты и обсуждение. Использованные для трансгеноза конст-
рукции имели отличительные особенности, заключающиеся в следую-
щем. 1. В качестве промотора использовали активный участок промото-
ра гена рибосомного белка мыши L32 семейства рибосомных генов [9]. 

ISSN 0233-7657. БИОПОЛИМЕРЫ II КЛЕТКА. 1990. т. 6. № 2 2 — 9-923 19 



Этот промотор не является тканеспецифичпым, соответствует по харак-
теристикам промоторам генов «домашнего хозяйства» и, в частности, 
характеризуется консервативными участками последовательности у ря-
да позвоночных животных, что позволяет ожидать слабой его вндоспе-
цифичности. Промоторпая активность по силс соответствует таковой 
промоторов района ранних генов SV40, LTR, RSV и MMTV. 2. Первич-
ная структура белка апоАІ и соответствующих ей экзонов гена апоАІ 
человека, кролика, крысы весьма консервативна и имеет гомологию 
более 60 % (68—83 %) [10, 11]. Это позволяет надеяться, что угнетение 
экспрессии эндогенного гена апоАІ кролика может происходить за 
счет транскрипции чужеродного «антисмыслового» гена. 

Общие параметры, характеризующие процесс получения трансген-
ных кроликов, представлены в табл. 1. Анализ Д Н К родившихся кро-

T а б л и ц а 2 
Анализ липидного состава сыворотки обследованных кроликов и результатов 
трансгеноза 
Analysis of lipid contents in newborn rabbits sera after transgenosis 

№ проанали-
зированного 

кролика 
Общий 

XC, мг% 
Триглицери-
ДЫ, мг% α-XC, мг% 

α-XC ITO отно-
шению к об-

щему, % 
Инъецирован-
ная плазмида 

Число интег-
рированных 

копий на геном 

1-3* 55 193 27 
1-4 100 135 28 
1-5 123 28 47 
1-6 90 101 26 
1-7 90 36 30 
1-8 81 28 28 
1-10 M 

I I - I 204 166 27 
І І -2 120 237 18 
І І -3 229 30 28 
11-9 I-] 

50 I - 25 
30 I 0 
39 I 1—2 
29 I 1—2 
33 I 0 
34 I 0 

исследовали I 0 
13 II 10—15 
15 II - 2 0 
12 II - 4 0 

исследовали II 0 

* В в о з р а с т е 3 месяцев ; остальные — в возрасте 1 месяца . 

ликов выявил присутствие в ряде из них последовательностей введен-
ных плазмид (у 5 из 10 обследованных животных) (рис. 2). 

В табл. 2 приведены результаты анализа липидного состава сыво-
ротки крови родившихся кроликов. Обращает на себя внимание тог 
факт, что трансгенные кролики (II-1 и ІІ-3) отличаются особо высоким 
содержанием общего XC и триглицеридов, а также низким содержани-
ем α-XC (кролик ІІ-2). Кролики, в геноме которых не обнаружено ин-
тегрированной экзогенной Д Н К , имеют липидные показатели, харак-
терные для интактных животных данного возраста. Кролик 1-5, содер-
жащий в своем геноме небольшое число копий вводившейся Д Н К , не 
имеет заметных отличий от нормы. Сильная корреляция между низким 
содержанием α-XC и высоким содержанием триглицеридов вызывает 
большой интерес, поскольку это весьма характерно для нарушения 
функции Л П В П при атеросклерозе [1, 12]. Эти данные свидетельству-
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ют о б экспрессии экзогенного «антисмыслового» гена а п о А І и угнете-
нии его транскрпптом экспрессии гена основной белковой составляю-
щей Л П В П кролика — апоАІ. 

У кролика 1-3, родившегося после введения плазмиды I варианта, 
сыворотка крови имеет измененные показатели липпдно^о обмена 

ΰ-1 ЇЇ-3 J- 5 1-7 ' Ш-9 I-W +К ι 

Рис. 2 Д о т - г и б р и д и з а ц и о н н ы п 
анализ Д Н К раз ны х к р о л и к о в 
(а) и Д Н К кролика 1-3 (б ) : 
а — в к а ж д у ю точку наносили 
по 5 мкг (в I и I I I горизон-
т а л ь н ы е р я д ы ) и по 10 мкг 
Д Н К (во II и I V ) ; ц и ф р а м и 
обозначены номера кроликов ; 
пробы 11-9 и 1-10 продублиро-
ваны; +К — положительным 
контроль (1 точка , нанесено 
10 мкг кроличьей Д Н К вместе 

с плазмидой (1 вариант конструкции) в количестве, соот-
ветствующем 25 копиям на геном) ; — К — о т р и ц а т е л ь н ы й кон-
троль (5 и 10 мкг кроличьей Д Н К ) ; з о н д — 3 2 Р - м е ч е н н а я 
плазмида pBR322\ 6 — верхний р я д — кроличья Д Н К в коли-
честве 5 и 10 мкг; нижний р я д (слева н а п р а в о ) — к о н т р о л ь -
пая Д Н К (10 мкг) , д а л е е та ж е Д Н К , но с д о б а в л е н и е м 
плазмиды, вводившейся кролику в количестве, соответствую-
щем 5 и 1 копиям на геном; з о н д — 3 2 Р - м е ч е н н ы й BglI/PsiI-
фрагмент п л а з м и д н о й Д Н К , с о д е р ж а щ и й ген апоАІ 
Fig. 2. D o t / b l o t hyb r id i za t i on of D N A s of n e w b o r n r a b b i t s wi th 
o r i g ina l p l a s m i d s ; a — each dot c o n t a i n s 5 or 10 μ.£ DNA ( / 
and 3 or 2 and 4 l ines, r e spec t ive ly ) : f i g u r e s ind ica te the n u m -
ber of rabb i t s ; s a m p l e s II-cJ and 1-10 are r epea ted ; + K — posi t i -
ve con t ro l ; the dot c o n t a i n s 10 p g of rabbi t DNA ( v a r i a n t I) — 
25 copies per g e n o m e . — K — n e g a t i v e cont ro l (do t s con t a in 5 
and 10 ,ug of "rabbit DNA) 3 a P- Iabe l l ed p l a smid pBR322 w a s 
used as a p robe for hybr id iza t ion , б — H y b r i d i z a t i o n a n a l y s i s 
of rabbi t 1—3 DNA: upper line: rabbi t D N A s (4 and 10 yig of 
DNA, r e spec t ive ly ) ; lower line ( f r o m left of r i g h t ) : con t ro l 
DNA. 10 u g ( f ree of p l a s m i d ) : the s a m e q u a n t i t y of D N A 
with added p l a smid D N A (5 and 1 copies per g e n o m e ) . 3 2 P -
label led apoA-I h u m a n gene w a s used as a p robe for hybr id i -
za t ion 

(табл. 2) и отличается гиперлипидемией, определяемой также и ви-
зуально. Интересно, что этот кролик заметно отличается также и по 
динамике прибавления в весе с возрастом (рис. 3). На рис. 4 представ-
лены результаты электрофореза липопротеидов крови этого кролика в 
полиакрпламидном геле, которые указывают на измененные по срав-
нению с контролем количественные соотношения Л П Н П и Л І І В П в сто-
рону преобладания первых. Электрофоретический анализ белков вы-
деленных Л П В П демонстрирует значительные различия белковых 
спектров в зоне апоАІ у кролика 1-3 и контрольного животного (не 
показано). 
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В результате инъекции в зиготы кроликов плазмид, содержащих 
«антисмысловой» ген апоАІ человека, способный к экспрессии (плаз-
миды I и II вариантов), получены трансгенные кролики, содержащие по 
данным дот-блот-гибрпдизации, разное число копий интегрированной в 
хромосомы экзогенной Д Н К (от 1 до 40 на геном). Такие относитель-
но высокие копийность и вероятность трансгеиоза у кролика в наших 
экспериментах характерны для метода микроинъекций Д Н К в зиготы 

2 — к о н т р о л ь н ы е кролики; 3— кролики, трансгенные по v-sis онкогену (используемые 
к а к к о н т р о л ь на неспецифический трансгеноз ) 
F ig . 3. W e i g h t d y n a m i c s of r abb i t 1—3 in t he c o u r s e of p o s t n a t a l d e v e l o p m e n t : 1 — rab -
bit 1-3 b o r n a f t e r e x o g e n o u s D N A in jec t ion in to i ts z y g o t e ; 2 — con t ro l r a b b i t s : 3 — 
t r a n s g e n e t i c rabb i t c a r r y i n g υ-sis o n c o g e n e in i ts g e n o m e ( a s pos i t ive n o n s p e c i f i c 
con t ro l ) 

Рис. 4. Э л е к т р о ф о р е т и ч е с к и й а н а л и з липопротеидов сыворотки крови кроликов в нор-
ме (а) и после трансгеиоза (б, кролики 1-3) : / — Л П О Н П ; 2 — Л П Н П ; 3 — Л П В П 

Fig . 4. E l ec t rophore t i ca l a n a l y s i s of r abb i t s e r u m l ipopro te ins in n o r m (a) a n d a f t e r 
t r a n s g e n o s i s (6, r a b i t s 1—3) : 1 — V L D L , 2 — L D L ; 3 — H D L 

[13]. Интеграция плазмидной Д Н К , содержащей «антисмысловой» 
ген апоАІ, сама по себе не гарантирует экспрессии этого гена у всех 
выявленных трансгенных животных. Однако факт заметного нарушения 
липидного обмена там, где имеется много копий интегрированной плаз-
миды, и наличие сигнала терминации транскрипции (II вариант кон-
струкции) позволяют с определенностью предполагать наличие экс-
прессии «антисмыслового» гена (5 ' -фрагмента) апоАІ человека, на-
рушающей синтез эндогенного апоАІ и повреждающей функцию Л П В П 
(кролик II-2) . 

Успешный перенос «антисмыслового» гена апоАІ и нарушения 
вследствие этого образования Л П В П могут и не проявляться в виде 
резкого изменения липидных показателей, тем не менее вызывать ги-
перлипидемию (кролик 1-3) и изменения в липопротеидном и белковом 
спектрах (рис. 4) . Вероятно, эффективность экспрессии экзогенного 
«антисмыслового» гена, угнетающей образование Л П В П , может зави-
сеть от места встраивания рекомбинантной молекулы в геном и ее ко-
пийности, а также строгой терминации образующихся при этом транс-
криптов. Возможно, с этим и связаны различия в экспрессии «анти-
смысловых» конструктов у кроликов II-І , II-2 и 1-3. Следует также 
учитывать наличие определенной гомологии нетранслируемых 5'-райо-
нов генов одного кластера (генов апоАІ, апоСІІІ и anoAIV), контроли-
рующих образование Л П В П млекопитающих [11, 14], и возможное 
влияние «антисмыслового» гена апоАІ, а точнее его 5 ' -фрагмента, на 
экспрессию этих эндогенных генов. Все отмеченные особенности могут 
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в каждом конкретном случае уникальным образом модифицировать 
функцию Л П В П трансгенных животных. 

Полученные первые результаты свидетельствуют о перспективно-
сти предложенной модели как для изучения молекулярных механизмов 
развития атеросклероза, так и для разработки подходов к генетиче-
ской коррекции этой патологии. 

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

A. P. Perevozchikov. B. L. V a i s m a n , D. I. Dozortsev, А. V. Sorokin, 
S. V. Orlov, A. D. Denisenko, A. P. D y b a n , A. N. Klimov 

I n s t i t u t e of 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 the U S S R , L e n i n g r a d 

S u m m а r у 

The r e c o m b i n a n t D N A m o l e c u l e s c o n t a i n i n g p o t e n t i a l l y e x p r e s s i n g h u m a n apoA-I an t i -
sence g e n e w e r e c o n s t r u c t e d and in jec ted in to t h e rabb i t z y g o t e s . Do t -b lo t h y b r i d i z a t i o n 
t e c h n i q u e s a s wel l a s lipid and l ipopro te in a n a l y s e s m e t h o d s w e r e used to revea l t r a n s -
gen ic a n i m a l s . 

It w a s f o u n d t h a t D N A s of seve ra l r a b b i t s c o n t a i n e d up to 40 copies of mo lecu le s 
of f o r e i g n D N A per g e n o m e . It w a s i n t e r e s t i n g t h a t t he p a t t e r n s of s e r u m lipid and 
l ipopro te in m e t a b o l i s m of t r a n s g e n i c a n i m a l s w e r e sh i f t ed to a t h e r o g e n i c p h e n o t y p e . In 
o n e case t h e e x p r e s s i o n of t h e a n t i s e n s e g e n e w a s ab le to s u p p r e s s t he s y n t h e s i s of h i g h -
dens i t y l ipopro te ins . In t w o o the r c a s e s t he exp re s s ion of th i s g e n e a s a p p e a r e d w a s cor-
r e l a t ed w i t h a d e c r e a s e of α - l i p o p r o t e i n cho les te ro l level . In all t h e c a se s s e r u m cho les t e -
rol and (or) t r i g l y c e r i d e levels inc reased as wel l . Thus , t he ob t a ined t r a n s g e n i c r a b b i t s 
m a y serve a s a mode l to s t u d y and g e n e t i c a l l y cor rec t a t h e r o g e n i c d i s t u r b a n c e s of 
lipid m e t a b o l i s m . 
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МОДЕЛИРОВАНИЕ НЕКОТОРЫХ ФОРМ ДИАБЕТА 
IIA ТРАНСГЕННЫХ КРЫСАХ, 
ЭКСПРЕССИРУЮЩИХ ГЕН ГОРМОНА 
РОСТА ЧЕЛОВЕКА 

Разработана методика переноса в геном крыс чужеродных клонированных генов. По-
лучены трансгенные крысы, в геном которых интегрирован ген гормона роста человека 
под контролем промотора гена тирозинаминотрансферазы (TAT) крысы, а также 
кДНК-копия гена гормона роста человека под контролем промотора гена металлотио-
неина 1 мыши. 

У трансгенных крыс зарегистрирована экспрессия чужеродного гена, причем 
уровень гормона роста в крови достигал 80 нг/мл, т. е. на порядок превышал контроль-
ный уровень. У животных отмечались также изменения роста. Одна группа их росла 
быстрее, другая — медленнее контрольных. 

Из-за экспрессии гена гормона роста человека у трансгенных крыс нарушалась 
функция островкового аппарата поджелудочной железы: снижалась толерантность к 
глюкозе и происходило нарушение строения островков (дегрануляция β-клеток, деге-
нерация и замещение островковой ткани соединительной). Изменения островкового ап-
парата сохранялись в трех поколениях животных. 

Трансгенные крысы с жспрессируюіцим геном гормона роста человека являются 
новой биологической моделью, пригодной для изучения механизмов и разработки 
методов профилактики и лечения некоторых форм диабета. 

Введение. У женщин, страдающих диабетом (одним из наиболее ши-
роко распространенных заболеваний человека), частота врожденных 
аномалий достигает 8 %, что в три раза выше общепопуляционного 
уровня [1, 2]. Строгий контроль и лечение беременных женщин, стра-
дающих этой патологией, приводят к значительному снижению количе-
ства мертворожденных, неонатальной болезненности и смертности. Од-
нако частота неонатальных нарушений развития плода при диабете 
остается высокой, а у потомства таких матерей наблюдается пониже-
ние веса при рождении, задержка роста и болезненность [3, 4]. Пато-
генетический механизм этих отклонений остается неясным. Для того 
чтобы пролить свет на эти проблемы, необходимо, по мнению ряда 
авторов [3—5], изучение фундаментальных аспектов репродуктивной 
функции млекопитающих. 

В связи с тем, что исследование многих вопросов затруднено при 
беременности у человека, для этих целей используют опытных живот-
ных. Известно несколько экспериментальных моделей диабета: аллок-
сановая [6], стрептозотоциновая [7], панкреатектомическая [8] и неко-
торые другие. Однако в настоящее время не существует одной идеаль-
ной модели для изучения беременности, осложненной диабетом. Поэто-
му поиск оптимального варианта для решения того или иного вопроса 
остается актуальным. 

Сформировавшееся в последние годы новое направление — генная 
инженерия млекопитающих — позволяет вплотную подойти к выясне-
нию некоторых теоретических проблем биологии и медицины и имеет 
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