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ИМПЛАНТАЦИЯ КЛОНИРОВАННОГО ГЕНА AitoAl ЧЕЛОВЕКА 
ВЗРОСЛЫМ И СТАРЫМ КРОЛИКАМ 

Сконструирована рскомбинантная ДНК, содержащая Alu-ηοβτορ человека и клониро-
ванный нами ген AnoAl человека. Инъекция заключенного в липосомы генетического 
материала взрослым и старым кроликам приводит к появлению в крови эксперимен-
тальных животных белкового продукта гена AnoAl человека, который обнаруживается 
иммцноэлектрофорезом в агарозном геле со специфической антисывороткой к этому 
белку. У экспериментальных животных происходит существенная перестройка содер-
жания холестерина (XC) и различных классов липопротеидов. 

Введение. В соответствии с современными представлениями о роли на-
рушений липидного и липопротеидного метаболизма в развитии атеро-
склероза многочисленные клинические и экспериментальные попытки 
профилактики и лечения этого заболевания основываются па исполь-

зовании средств, снижающих уровень липидов в крови [1, 2 ] . Вместе 
с тем известно, что развитие атеросклероза сопряжено с изменениями 
не только липидной, по и белковой части л и п о п р о т е и д о в — а п о п р о т е и -
нов [3] . Аполипопротеин A l — г л а в н ы й компонент ( 7 0 % ) белковой 
фракции липопротеидов высокой плотности ( Л П В П ) , которые облада -
ют способностью регулировать уровень XC в крови и у д а л я т ь его из 
клеток сосудов. В а ж н а я антиатерогенная роль этой фракции липопро-
теидов подтверждается большим количеством эпидемиологических ис-
следований, показывающих, что представители человеческой популя-
ции, имеющие высокий уровень Л П В П , не болеют атеросклерозом, а 
дефициты данной фракции липопротеидов коррелируют с риском воз-
никновения сердечно-сосудистых патологий [4—6]. Это определяет но-
вые подходы к поиску антисклеротических препаратов среди веществ, 
влияющих на синтез Л П В П . 

Исходя из вышеизложенного, перспективной представляется по-
пытка в случаях дефицита повысить уровень Л П В П с помощью гено-
терапевтической коррекции. Д а н н ы е литературы свидетельствуют о 
проведении большого числа исследований по клонированию Апо-генов 
человека и АпоАІ-гена в частности [7, 8] . П о к а з а н а экспрессия гена 
AnoAl человека в культуре клеток человека и животных [9—11] . Вмес-
те с тем характер экспрессии в культуре клеток и на уровне интакт-
ного организма, как можно ожидать , будет существенно отличаться. 
В этой связи нами поставлена з а д а ч а — осуществить имплантацию ге-
на Al в клетки разных тканей модельных животных и изучить их функ-
ционирование на уровне интактных организмов. Н а с т о я щ а я работа яв-
ляется первым этапом данного исследования и посвящена определению 
принципиальной возможности экспрессии клонированного нами гена 
A I I O A I человека на экспериментальных животных in vivo. 

Материалы и методы. Д л я к л о н и р о в а н и я гена A n o A l человека была и с п о л ь з о в а -
на библиотека генов человека , с к о н с т р у и р о в а н н а я па основе λ - в с к т о р а Харон. 4А. 
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Скрининг рскомбинантных фагов проводили, как описано в [12]. В качестве зонда 
применяли химически синтезированный 40-членный олигонуклеотид, комплементарный 
структурной части гена AnoAl человека. В работе использовали ферменты производ-
ства Н П О «Фермент» (Вильнюс) и Н И К Т И Б А В (Бердек) . Выделение плазмидной 
Д Н К , обработку Д Н К ферментами, электрофорез в агарозном геле проводили по об-
щ е п р и н я т ы м методикам [12], Первичную структуру Д Н К определяли по Максаму — 
Гилберту [13]. Липосомы состава фосфатидилхолин : XC : дицетилфосфат ( 7 : 2 : 1 ) 
готовили методом упаривания с обращением фаз, Д Н К заключали в них методом Ca-
fus ion [14] . 

Экспериментальным животным — взрослым и старым кроликам (12 животных) 
генетический материал вводили в печень, внутрибрюшинно или подкожно. При введе-
нии для к а ж д о г о животного использовали 1 мл суспензии липосом, содержащих 13 мг 
липидов и 400 мкг плазмидной Д Н К . Д о л я заключенной в липосомы Д Н К состав-
ляла 7—8 % . 

Экспрессию введенного гена оценивали с помощью ракетного иммуноэлектрофо-
реза плазмы со специфической антисывороткой к человеческому AnoAl и последующей 
количественной оценкой уровня белка по контрольной сыворотке человека, содержа-
щей 125 мг/дл AnoAl [15] . В плазме крови определяли: общий XC [16], Х С - Л П В П 
[17], процентное содержание фракций липопротеидов методом электрофореза в ага-
розном геле с последующей денситометрией [18]. 

Кровь д л я исследования брали из краевой вены уха в исходном состоянии и через 
18, 24, 48 ч после имплантации гена. Контрольным животным вводили липосомы без 
генетического материала . 

Результаты и обсуждение. Скрининг 300 тыс. рекомбинантных фа-
гов библиотеки генов человека позволил обнаружить клон, дающий 
положительный сигнал при дот-гибридизации с зондом к гену AnoAl 

Рис. 1. Схема рекомбинантной плазмиды, содержащей ген AnoAl 
человека 
Fig. 1. A pa t t e rn of recombinant plasmid con ta in ing h u m a n ApoAl 
gene 

человека. Д Н К этого фага обрабатывали рестрикционными эндонукле-
азами EcoRI, BamHIj HindIII, PstI и проводили блот-гибридизацию 
этим же зондом. Ps/Z-фрагмент Д Н К рекомбинантного фага являлся 
наименьшим из тех, что давали одну полосу при гибридизации с зон-
дом, и был субклонирован в составе плазмиды pUC18. Картирование 
с использованием различных рестрикционных эндонуклеаз показало 
идентичность длин полученных рестрикционных фрагментов с таковыми 
гена AnoAl человека, что было подтверждено сиквенсом 5'-конца кло-
нированного фрагмента Д Н К . 
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Результаты наших исследований по изучению экспрессии клониро-
ванного гена AnoAl человека в культуре клеток млекопитающих [11] 
позволили нам выбрать молекулярную конструкцию для проверки прин-
ципиальной возможности его экспрессии на уровне интактного организ-
ма. Рестрикционная карта плазмиды paLl-Ano приведена на рис. 1. 

Рис. 2. Влияние имплантации гена AnoAl человека на содержание общего XC в крови 
взрослых (а) и старых (б) кроликов: 1 — контроль; 2 — после имплантации гена 
Fig. 2. Effect of h u m a n ApoAl gene implan ta t ion on total cholesterol in blood of adu l t 
(a) and old (б) rabbi ts : / — control ; 2 — af t e r gene implan ta t ion 

Рис. 3. Влияние имплантации гена AnoAl человека на содержание Х С - Л П В П в крови 
взрослых (а) и старых (б) кроликов: 1 — контроль; 2 — после имплантации гена 
Fig. 3. Effect of h u m a n ApoAl gene implan ta t ion on content of H D L cholesterol in blo-
od of adul t (a) and old (6) rabbi ts : 1 — control ; 2 — a f t e r gene implan ta t ion 

Клонированный Р5//-Р5/ /-фрагмент Д Н К содержит 7-членный АТ-бо-
гатый участок, выполняющий функцию промотора гена AnoAl челове-
ка [19]. Однако данные по клонированию фрагментов 5'-нетрансли-
руемой области гена AnoAl человека [10] свидетельствуют о том, что 
для его экспрессии необходима последовательность большей протяжен-
ности, чем клонированный Рt1-Рs t1-фрагмент . Поэтому при конструи-
ровании рекомбинантной Д Н К , обеспечивающей экспрессию гена AnoAl 
человека, мы исходили из необходимости введения в ее состав допол-
нительных регуляторных элементов. В литературе есть сведения о том, 
что на расстоянии около 1 т. п. н. от З '-конца гена AnoAl расположен 
Аluповтор [19]. Такие повторы фланкируют многие другие структур-
ные гены человека, однако их роль еще недостаточно хорошо изучена. 
Данные машинного анализа последовательностей Alu-повторов челове-
ка, проведенные в Ин-те молекуляр. биологии и генетики АН УССР, 
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подтверждают наличие в них сайтов узнавания для РНК-полимера-
зы III , которая, по некоторым данным, может усиливать работу PHK-
полимеразы II [20]. Таким образом, сконструированная нами реком-
бинантная Д Н К содержала клонированный по BamHI-сайту полилип-
кера Л/^-повтор человека, обеспечивала экспрессию гена AnoAl чело-
века в культуре клеток млекопитающих, а поэтому и была выбрана 
для введения модельным животным. Исследования показали, что вве-
дение данной молекулярной конструкции, содержащей ген AnoAl че-
ловека, взрослым и старым кроликам независимо от возраста приво-
дит к появлению в крови экспериментальных животных AnoAl, кото-

Содержание различных фракций липопротеидов в крови взрослых и старых кроликов 
после имплантации гена AtioAl человека (относительная концентрация, %) 
Blood content's of different fractions of lipoproteins of adult and old rabbits after 
implantation of human ApoAl gene (relative concentration, %) 

Взрослые Старые 

Условия экс-
перимента, ч Л І Ш П Л П О Н П Л П В П л п н п л п о н п ЛПВП 

Исходный 
уровень 

18 
24 
48 

Контроль 
(введение липосом без генетического материала) 

3 5 , 4 + 1 , 5 24 ,6+1 ,6 4 0 , 0 + 3 , 2 51,44=3,5 19,6+2,1 2 9 , 0 + 1 

Исходный 
уровень 

18 
24 
48 

Имплантация гена 

2 6 , 7 + 1 , 9 40,1 + 2,8 52 ,3+2 ,0 2 1 , 0 + 1 , 6 26 ,7+2 ,1 

рый обнаруживается иммуноэлектрофорезом в агарозном геле со спе-
цифической антисывороткой к этому белку человека. В крови контроль-
ных животных преципитация не проявляется. Количественная оценка 
уровня обнаруженного белка в плазме крови кроликов выявила, что 
содержание его колеблется от 0,510 до 0,965 мг/дл. Белок обнаружи-
вается в крови экспериментальных животных через 24 ч после имплан-
тации гена. Другие сроки после имплантации не исследовались, так как 
задачей данной работы была принципиальная оценка возможности эф-
фекта экспрессии вводимого гена Al человека. 

В крови опытных кроликов через 18, 24 и 48 ч обнаружены изме-
нения в содержании общего XC. Из данных, представленных на рис. 2, 
ьидпо, что они неоднородны, порой разнонаправленны. Однако преиму-
щественно наблюдается рост уровня XC. Вполне вероятно, что нарас-
тание общего XC происходит за счет увеличения ХС-ЛПВП. Это под-
тверждается обнаруженными изменениями количества данной фракции 
XC (рис. 3). У опытных животных изменения содержания ХС-ЛПВП 
происходят уже через 18 ч после имплантации гена. Обращает на себя 
внимание более значительная выраженность указанных изменений у 
взрослых животных по сравнению со старыми. Так, если у взрослых 
животных максимальный прирост ХС-ЛПВП происходит через 24 ч и 
составляет в среднем 40,3 %, то у старых максимум увеличения 
Х С - Л П В П приходится на 48 ч и составляет всего 23,8 %. Такая же за-
кономерность обнаруживается и в изменении процентного содержания 
Л П В П (таблица) . Из приведенных данных видно, что относительная 
концентрация Л П В П у взрослых животных увеличивается через 24 ч 
после имплантации гена, а у старых — через 48 ч. Следует отметить, 
что у двух кроликов (взрослого и старого) было обнаружено снижение 
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относительной концентрации Л П В П . Это свидетельствует о значитель-
ной индивидуальной вариабельности животных по отношению к вводи-
мому гену, что составит предмет последующих исследований. Н а дан-
ном этапе работы не представляется возможным проанализировать ме-
ханизм, приводящий к изменению количества Л П В П и содержащегося 
в них XC. Остается неясным, связано это с зарегистрированным увели-
чением синтеза AnoAl и Л П В П или же является результатом каких-то 
регуляторных сдвигов. Решение этого вопроса имеет большое значение 
и требует дальнейших исследований. 

Имплантация гена Al человека взрослым и старым кроликам при-
водит к появлению человеческого апопротеина Al в крови эксперимен-
тальных животных, к существенным изменениям содержания XC и со-
отношения различных классов липопротеидов. Теперь необходимо ус-
тановить, в какой мере AnoAl , образующийся в результате импланта-
ции, участвует в синтезе и катаболизме Л П В П у экспериментальных 
животных, как долго может работать предложенная конструкция и как 
обеспечить заданную длительность функционирования, каково количе-
ство и функциональная активность нарабатываемого в этих условиях 
белка и как выводить ее на требуемый уровень. 

Полученные на данном этапе экспериментальные данные обосно-
вывают целесообразность поиска путей генной терапии атеросклероза. 

T R A N S F E R O F C L O N E D H U M A N G E N E APOAl INTO ADULT AND OLD R A B B I T S 

V. N. Shulhzenko, S. N. Novikova, I. E. Kostetsky, L. N. B o g a t s k a y a , 
V. V. Frolkis, V. A. Kordium 

Ins t i tu te of Molecular Biology and Genetics, 
Academy of Sciences of the Ukra in ian SSR, Kiev 
Ins t i tu te of Geronto logy, 

Academy of Medical Sciences of the U S S R , Kiev 

S u m m а r у 
Recombinant DNA con ta in ing Alu-repeat and cloned human ApoAl gene has been 
cons t ruc ted . Genetic mater ia l included into a lyposoine and injected into adul t and old 
rabbi t s has resulted in the appearance of human gene ApoAl protein product in the 
rabbit blood. This product w a s identified by aga rose gel immunoelec t rophores i s with 
specific an t i serum. Essent ia l r e a r r a n g e m e n t of cholesterol content and d i f fe ren t c lasses 
of lypoproie ins has been observed in the rabbit blood. 
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ПЕРЕНОС ΓΕ1ΙΑ ПРЕПРОИНСУЛИНА ЧЕЛОВЕКА 
КРЫСАМ С ИСКУССТВЕННО ВЫЗВАННЫМ ДИАБЕТОМ 

Крысам со стрептозотоциновым (СТЦ) диабетом инъецировали в печень включенную 
в липосомы плазмиду с геном препроинсулина человека (pAINS). Введение pAINS 
вело к снижению гликемии и повышению концентрации иммунореактивного продукта 
в крови с максимальным эффектом через 6—8 ч после инъекции. Через 24 ч показа-
тели возвращались к исходным уровням. 

Введение. Технология рекомбинантных Д Н К достигла таких успехов, 
которые позволяют целенаправленно получать в достаточном количе-
стве функционально активные конструкции. Экспериментально показа-
но, что перенесенные гены могут экспрессироваться в гетерологичных 
клетках [1—3]. Манипулирование генами позволило исследователям 
поставить вопрос о возможности лечения наследственных болезней с 
помощью трансплантации. Был разработан и ряд подходов к осуществ-
лению коррекции некоторых заболеваний: трансформация извлеченных 
из организма клеток костного мозга или фибробластов необходимым 
геном с последующей реимплантацией тем же животным [4, 5], а так-
ж е введение защищенных генов непосредственно в организм [6]. О ге-
нотерапии высказываются разные мнения, но интерес к ней по-прежне-
му не ослабевает [7, 8]. Д л я оценки эффективности и побочных дейст-
вий такой терапии требуется широкая апробация последней на модель-
ных животных. В настоящей работе представлены предварительные ре-
зультаты по трансплантации гена препроинсулина человека крысам с 
искусственно вызванным диабетом. 

Материалы и методы. Плазмида pAINS получена путем введения SalGI-EcoRl-
фрагмента 9, содержащего ген препроинсулина человека, в сайт SalGI плазм иды 
pALl (pUC 18, в которой по BamHI-сайту встроен Л/и-фрагмент геномной Д Н К чело-
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