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Значение и перспективы
Одним из важных направлений исследований в области молекулярной генетики человека является изучение причин на​следственных болезней. За последние годы это направление получило особенно сильное развитие благодаря внедрению методов генной инжене​рии. Они позволили к настоящему времени выделить и расшифровать тонкую химическую структуру более 250 генов человека, для которых установлена локализация на хромосомах1. Эти работы являются осново​полагающими для молекулярно-генетического анализа наследственных болезней, так как позволяют осуществлять сравнение структуры и функ​ции мутантных генов с нормальными.
Сразу же следует отметить, что анализ мутантных генов при наслед​ственных болезнях, кроме очевидного прикладного значения, имеет боль​шое значение с точки зрения фундаментальной науки. Структурная орга​низация генов уже достаточно известна, и поэтому сейчас на первый план выдвигается изучение особенностей работы генов. Известно, что традиционный подход для исследования какого-либо явления в классиче​ской генетике заключается в том, что изучается система соответствую​щих мутаций, влияющих на данное явление. Для анализа работы генов в молекулярной генетике изучаются системы мутаций, нарушающих те или иные этапы функционирования генов. У человека такими системами мутаций являются наследственные болезни, при которых имеются дефек​ты работы генов. Изучая мутантные гены при таких болезнях, молеку​лярные генетики решают сразу две задачи: определяют причину кон​кретного наследственного заболевания и выявляют, какой из этапов работы данного гена и каким именно образом нарушен — так они полу​чают знания о функционировании нормальных генов.
В настоящее время мутации, ведущие к нарушению работы генов, обнаружены при целом ряде наследственных болезней. Но самым пер​вым заболеванием такого рода, которое интенсивно изучалось на молеку-лярно-генетическом уровне, явилась талассемия.  Именно при изучении
1 Willard H. F., Skolnic М. И., Pearson P. L., Mandel J. L. Human gene mapping by recombinant DNA techniques // Cytogenet. Cell Genet. 1985, V. 40. P. 360.
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этой болезни достигнуты наибольшие успехи, определившие новый взгляд на многие проблемы генетики человека.

Что же такое талассемия? Это заболевание представляет собой весь​ма гетерогенную группу наследственных болезней крови, основной-при​чиной которых является нарушение функционирования одного из глоби-новых генов2. Среди множества талассемийных заболеваний наиболее изученной группой является β-талассемия. При этой болезни резко сни​жен или вовсе отстутствует синтез В-глобинового белка, который входит в состав нормальной молекулы гемоглобина. Таким образом, нарушается продукция молекул гемоглобина и развивается тяжелая форма анемии с целым рядом характерных признаков3. Болезнь эта распространена в странах Средиземноморья, юго-восточной Азии, в Африке, в Америке. В пашей стране Β-талассемия выявлена в республиках Закавказья, Средней Азии и в южных районах европейской части страны. Наиболь​шая ее распространенность обнаружена в Азербайджане, где в отдельных регионах частота гетерозиготного носительства В-талассемии достигает 20%, что близко к максимуму распространения заболевания в других районах земного шара4. Таким образом, в данных регионах Азербайджа​на каждый пятый человек является носителем гена В-талассемии, что ставит определенные проблемы перед практическим здравоохранением республики.

Стремительно развивающиеся молекулярно-генетические исследования 3-талассемии выявляют все новые мутации, влияющие на работу (З-глобиновых генов. Сейчас в В-глобиновом гене выявлено более 30 мутаций, снижающих или полностью инактивирующих его работу. Обнаружены замены одного нуклеотида, выпадения или вставки несколь​ких нуклеотидов, причем, как правило, в тех участках гена, которые не относятся непосредственно к кодированию белка, но резко меняют спо​собность гена функционировать на том или ином этапе5. Из выявлен​ных мутаций пять действуют на транскрипцию, резко снижая синтез РНК на таком гене, 15 нарушают процессы созревания информационной РНК, 10 нарушают трансляцию, блокируя образование нормального В-глобинового белка.

Считают, что разные популяции и этнические группы, где имеется В-талассемия, характеризуются своим набором мутаций. Поэтому анализ мутаций у представителей этих популяций в определенных регионах яв​ляется весьма важной задачей. Зная, какие формы заболевания имеются в данной популяции, можно разрабатывать наиболее подходящие именно для нее методы диагностики и профилактики наследственных болезней.

Ранее был проведен анализ ряда случаев В-талассемии, выявленных в нашей стране. При этом особое внимание было уделено азербайджан​ской популяции. Были осуществлены исследования синтеза глобиновых белков,  глобиновых  информационнных   РНК,   произведено  картирование

2
Лимборская С. А. Молекулярно-генетические исследования наследственных
дефектов экспрессии генов человека // Молек. генетика, микробиология и вирусо​
логия. 1983. № 5. С. 3.
3
Иделъсон Л. П., Диковский Н. А., Ермилъченко Г. В. Гемолитические анемии.
М.: Медицина, 1975.
4
Гинтер Е. К., Гаръкавцева Р. Ф. Распространение и гетерогенность гемогло​
бинопатии // Прогресс в медицинской генетике. М.: Медицина, 1978. С. 10; Руста-
хов Р. Ш., Гаибов Н. Т., Ахмедова Ю. А., Кулиева Я. М. Распространение наслед​
ственных гемоглобинопатии в Азербайджане // Пробл. гематологии и переливания
крови. 1981. № 9. С. 12.
5
См., например: Antonarakis S. E., Kazazian Н. И., Orkin S. H. DNA polymorp​
hism and molecular pathology of the human globin gene cluster // Human Genet.
1985. V. 69. P. 1.
На основных направлениях науки
56
β-глобиновых генов с целью выявления крупных дефектов их строения (делеций или перестроек) 6.
Проведенный анализ показал, что распределение разных вариантов β-талассемии в нашей стране существенно отличается от итальянской популяции, которая охарактеризована по тем же молекулярно-биологиче-ским параметрам. Отсюда следует, что основные методы пренатальной диагностики, широко использующиеся в Италии и ближайших к ней странах, основанные на особенностях этого заболевания в данных регио​нах, в значительно меньшей степени приемлемы в нашей стране.
Одного из азербайджанских больных удалось исследовать особенно подробно, включая анализ особенностей синтеза РНК в эритроидных клетках селезенки. ДНК этого больного была использована для получе​ния методами генной инженерии библиотеки генов на основе фаговой ДНК в качестве вектора. В результате получено около 1 млн. рекомби-нантных фагов, содержащих разнообразные и довольно значительные по длине участки ДНК человека. Часть этой библиотеки была использована для поиска фага, включившего мутантпый β-глобиновый ген больного. Такой фаг был обнаружен, и на рис. 1 представлена схема его строения. Видно, что внутри фаговой ДНК имеется вставка довольно большого размера — 22 тыс. нуклеотидных пар, включающая часть системы β-глобиновых генов человека. Вставка содержит часть β-глобинового гена, целиком β-глобиновый ген и значительный по размеру участок, находя​щийся за β-глобиновым геном, где обнаружен один из повторяющихся элементов генома человека, относящийся к семейству Alu. Для дальней​шей работы из полученного фага был вырезан и переклонирован лишь β-глобиновый ген с прилежащими зонами. Далее этот клон был раз​делен на более дробные участки, которые и были использованы для рас​шифровки последовательностей нуклеотидов. В результате удалось про​анализировать последовательность всего β-глобинового гена (включая экзоны и интроны), а также прилежащие к нему участки. В общей слож​ности это составило 2150 нуклеотидов. В сравнении с нормальным β-глобиновым геном в данном гене выявлена одна точковая замена, при​чем в интроне некодирующей части гена: в 110-м положении от начала интрона оказался аденозин вместо гуанозина (рис. 2).
Для того чтобы представить, каким образом эта точковая замена в некодирующей области может привести к болезни, необходимо предста​вить некоторые этапы реализации информации, заключенной в β-глоби-новом гене. Вскоре после синтеза РНК на матрице ДНК β-глобинового гена (а, возможно, частично и в процессе синтеза) осуществляется целый ряд преобразований молекулы РНК, приводящих к ее созреванию. Важ​ным этапом при созревании информационной РНК является этап удале​ния из нее интронных последовательностей (сплайсинг). Механизм сплайсинга до сих пор неясен. Понятно только, что последовательности в начале и конце интрона могут служить сигналами сплайсинга. В слу​чае глобиновых генов интроны, как правило, начинаются динуклеотидом GT и заканчиваются динуклеотидом AG, которые, по всей видимости, в определенном нуклеотидном окружении и являются сигналами сплай​синга.
6 Дергунова Л. В., Сломинский П. А., Мазурова О. Л., Лимборская С. А. Моле-кулярно-генетические исследования §-талассемии в СССР // Вонр. мед химии. 1983, № 3. С. 33; Dergunova L. V., Ryskov A. P., Rustamov R. Sh. e. a. Molecular genetic studies of p-thalassemia heterogenity in Azerbaidzhan // Hematologia. 1984.1 V. 17. P. 473; Дергунова Л. В., Рустамов Р. Ш., Сломинский П. А. и др. Анализ генетиче​ской гетерогенности гомозиготной §-талассемии в Азербайджане // Гематол и трансфузиол. 1985. № 10. С. 13.
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В изученном мутантном гене точковая замена привела к тому, что внутри интрона образовался динуклеотид AG, причем в специфическом окружении, весьма сходном с тем, которое имеется в конце интрона (см. рис. 2). Таким образом, в данном талассемийном гене в малом ин-троне оказалось два сигнала сплайсинга — истинный и дополнительный. В результате этого те механизмы, которые удаляют интрон, могут осу​ществлять удаление двумя альтернативными путями, используя либо истинный сигнал, либо дополнительный. Причем дополнительный сигнал, располагающийся раньше в цепи РНК, является значительно более ак​тивным, чем истинный сигнал.
Таким образом, у больных в процессе созревания β-глобиновой мРНК образуется два типа молекул (рис. 3). В 10% случаев возникают нормальные мРНК, что отражает степень активности истинного сигнала
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сплайсинга в данных условиях. Большая же часть мРНК (до 90%) обра​зуется в результате использования нового сигнала и содержит внутри себя небольшую часть малого интрона размером в 22 нуклеотида. Этот дополнительный фрагмент (22 нуклеотида) сильно изменяет трансля​ционные свойства последующего участка мРНК, приводя к сбою рамки считывания. При этом в новой фазе считывания возникает множество терминирующих кодонов, в результате чего такая мРНК не может обес​печивать синтез полноценных β-глобиновых белков в клетке. Однако, по всей видимости, ей и не приходится направлять в клетках белковый синтез, так как она не попадает в цитоплазму,  а разрушается в ядре-
Молекулярно-генетический анализ наследственных болезней
59
вскоре после своего синтеза. Таким образом, у больного в цитоплазме эритроидных клеток имеются лишь нормальные β-глобиновые мРНК, однако их количество снижено в 10 раз. В связи с этим в клетках обра​зуется в 10 раз меньше β-глобиного белка, что резко нарушает нормаль​ную продукцию молекул гемоглобина в целом и приводит к развитию клинических признаков β-талассемии.
Такая же мутация в 110-м положении малого интрона β-глобинового гена была описана у больных с Кипра7, причем один больной был ту​рецкого, а другой греческого происхождения.
Обнаружение данной мутации в Азербайджане имеет как теоретиче​ский, так и практический интерес. С одной стороны, эта работа заклады​вает основы для использования молекулярно-генетических методов в ис​следованиях популяций нашей страны, в частности, является первым этапом молекулярно-генетической характеристики азербайджанской по​пуляции. С другой стороны, зная о наличии такой мутации в Азербайд​жане, можно разрабатывать методы для ее быстрого тестирования в це​лях диагностики, в том числе пренатальной. Для обеих задач, как попу-ляционного исследования, так и пренатальной диагностики, наиболее подходящим методом является использование олигонуклеотидных зон​дов8. Для этого синтезируют олигонуклеотиды, представляющие собой короткие фрагменты глобинового гена (всего 19 нуклеотидов), содержа​щие в центре мутантный нуклеотид, а также точно такие же участки с последовательностью нормального гена.
Эти олигонуклеотиды можно использовать как зонды для тестирова​ния данной мутации (рис. 4). С этой целью можно гибридизовать ДНК больного как с тем, так и с другим олигонуклеотидом. При этом можно подобрать условия, когда гибридизация будет происходить только в слу​чае полного соответствия нуклеотидных последовательностей, но если же один нуклеотид в середине гибридного комплекса окажется неспаренным, то такой комплекс будет нестабильным и гибридизация детектироваться не будет. Таким образом, зонд с мутацией будет взаимодействовать толь​ко с ДНК больного, имеющего такую же мутацию, и не гибридизоваться с соответствующим участком нормальной ДНК или больного с другой мутацией; нормальный олигонуклеотид будет реагировать с ДНК испы​туемых обратным образом.
При окончательной доработке этого метода применительно к условиям клинических лабораторий, он может быть рекомендован к использованию для целей пренатальной диагностики Β-талассемии, что имеет важное значение в плане профилактики этого тяжелого генетического заболе​вания.
Следует отметить, что по мере того, как развивается методическая база для изучения других генов, становится возможным проводить ана​лиз генных дефектов при других наследственных заболеваниях. Наиболь​шее внимание сейчас уделяется разработке подходов молекулярно-гене-тического анализа таких болезней, которые широко распространены во многих популяциях, например муковисцидоз, фенилкетонурия и др.
Весьма интересным направлением в молекулярной генетике наслед​ственных болезней является использование их для анализа явления полиморфизма ДНК.
Полиморфные участки ДНК были выявлены при рестрикционном ана-
7
Orkln S. И., Kazazian H. H. The mutation and polymorphism of the human
Jj-globin gene and its surrounding // Ann. Rev. Genet. 1984. V. 18. P. 131.
8
Conner B. J., Reyes A. A., Morin C. e. a. Detection of sickle cell 0-globin allele
bv hybridization with synthetic oligonucleotides // Proc. Nat. Acad. Sci. USA. 1983.
V. 80. P. 278.
На основных направлениях науки

60
[image: image3.jpg]a Canawsanne ¢ AHH

Hopma
CTGCCTATT Elcrcrnrn =il
™ Goneaw, + PG 4 Cxema menobaosamms 0an-
TORYRACOTHANBIX 3OHAOB ('l—l—\l"‘i
6 Myraumm, 6 —¢ MyTauuei) aan
Hopwa +  opetencmut syrawmn o JUHK
2 TR0 GONBHBIX

Pawiol  ofmexen  MyTuposans
HYIAROTIA

CTGCCTATT G GTCTATTTT

Boneatn =

Hpal Hor

l 7600

| | ————

n,l.l ' l

B

13000 nap HyWAGOTHAOK

Pac. 5. Tloayqenuse ¢ HOMONBE PECTPIK
Aepikangue B-rIofuHOBLI TeH

as Hpal mommsopdmue yaacrsu JAHE, co-




лизе как молчащие или нейтральные вариации в строении ДНК. Впер​вые у человека полиморфизм такого рода был выявлен в системе ^-глобиновых генов с помощью рестриказы Нра I (рис. 5). В большин​стве случаев участки узнавания (сайты) этого фермента расположены таким образом, что при его воздействии на ДНК [5-глобиновый ген вы​является в составе фермента размером в 7600 пар нуклеотидов. У неко​торых людей расположение этих сайтов изменено (точнее — расположе​ние второго сайта), и у них [5-глобиновый ген обнаруживается во фраг​менте 13 тыс. пар нуклеотидов. В разных популяциях эти полиморфные участки ДНК встречаются в разных пропорциях. В негритянских попу​ляциях был замечен весьма интересный факт — мутантный [}-глобиновый ген серповидно-клеточной анемии ([}s) довольно часто (хотя и не всегда) обнаруживался во фрагменте 13 тыс. пар нуклеотидов. Эта сцепленность полиморфного участка ДНК с геном наследственной болезни позволила разработать рестрикционные методы пренатальной диагностики для таких семей9.
Сейчас в системе [5-глобиновых генов обнаружено 17 полиморфных участков ДНК, связанных с другими рестриктазами. Разные сочетания этих полиморфных участков называют гаплотипами. Оказалось, что в разных популяциях преобладают разные гаплотипы, причем некоторые мутантиые гены обнаруживаются преимущественно в определенных со​четаниях полиморфных участков10. Это явление позволяет совершенно по-новому изучать многие аспекты генетики человека, и в том числе определять  происхождение   и  распространение  мутаций   в  популяциях.
Важное  значение  применения  рестрикционного  полиморфизма  ДНК
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заключается в том, что это явление позволяет маркировать и выявлять такие генетические заболевания, для которых в настоящее время неиз​вестен первичный биохимический дефект. В этом случае для локализации-гена используют сочетание традиционного метода определения генетиче​ского сцепления с рестрикционным анализом ДНК. Следует подчеркнуть, что в таких исследованиях необходимо анализировать больше семьи с данной болезнью для получения достоверных величин сцепления гена, определяющего болезнь, с полиморфным маркером ДНК.

Удачным примером использования этого подхода служит анализ хореи Гантингтона, где неизвестна как раз природа генетического дефек​та. Были обследованы две большие семьи с этим заболеванием". Пер​вая семья из США состояла из 27 членов, вторая — из Венесуэлы насчи​тывала 550 человек. Характер наследования болезни был сопоставлен с характером наследования целого ряда полиморфных маркеров ДНК. При этом был выявлен один из них, который обнаруживал тесную связь с геном хореи Гантингтона в обеих семьях. Этот маркер был картирован в коротком плече хромосомы 4, что позволило предположить, что ген дан​ного заболевания находится здесь же. Обнаружение маркера ДНК, свя​занного с геном хореи Гантингтона, позволяет начать исследования по выяснению многих важных вопросов, связанных с генетикой и особен​ностями проявления этого тяжелого заболевания. Кроме того, использо​вание полиморфных маркеров ДНК может иметь большое значение для диагностики заболевания. Другим важным следствием этих работ являет​ся то, что они позволяют разработать стратегию выделения гена, ответ​ственного за данную болезнь, путем постепенного приближения к нему по хромосоме, начиная от участка, содержащего полиморфный маркер 12.

Сходные исследования были проведены применительно к другим болезням, таким как мышечные дистрофии Дюшенна, Беккера, пигмент​ный ретинит и др. Осуществлялся подбор полиморфных маркеров и для заболеваний с известным дефектом обмена веществ, таких как фенилке-тонурия, синдром Леш-Найана, где их предполагают использовать для целей пренатальной диагностики.

Можно предположить, что еще одной важной областью применения полиморфных маркеров явится использование их для конструирования детальной генетической карты генома человека. Генетический размер-генома человека оценивается в 3300 сантиморганид. Для картирования необходимо, чтобы на каждый участок в 40 сантиморганид имелся хотя бы один полиморфный маркер ДНК. При такой насыщенности генома маркерами можно было бы успешно осуществлять локализацию любого нового гена, определять расстояние между генами и порядок их распо​ложения относительно друг друга13. Однако для того чтобы получить необходимое число равномерно распределенных маркеров, требуется про​вести картирование гораздо большего их количества. Сейчас проанали​зировано более 800 полиморфных маркеров, но лишь немногие из них удовлетворяют необходимым требованиям, так что большая часть работы по картированию еще впереди.

Несомненно, что полиморфные маркеры ДНК будут иметь широкое применение во многих областях генетики человека. В популяционной генетике с их помощью можно будет уточнять генетические расстояния

11
Gusella J. F., Wexler N. S., Conneally P. M. с a. A polymorphic DNA marker
genetically linked to Huntington's disease // Nature. 1983. V. 306. N 5940. P. 234.
12
Newmark P. Molecular   diagnostic  medicine // Nature.   1984.   V.   307.   N   5946.
P. 11.
13
White R., Leppert M., Bishop D. T. e. a.   Construction   of   linkage   maps   with
DNA markers for human chromosomes//Nature. 1985. V. 313. N. 5998. P. 101.
На основных направлениях науки

62
между популяциями, изучать генетическую структуру популяций, эффек​тивность отбора. В цитогенетике человека они дадут дополнительную возможность различать гомологичные хромосомы, анализировать пере​стройки хромосом и т. д. Но в первую очередь самым важным будет ис​пользование полиморфных маркеров для практических целей, в частности для пренатальной диагностики наследственных болезней (включая некото​рые формы рака), а также для диагностики поздно проявляющихся, но весьма тяжелых генетических заболеваний.
В перспективе ожидается, что дальнейшее развитие молекулярно-ге-нетических исследований приведет не только к возможности диагностики и профилактики наследственных болезней, но и к разработке новых мето​дов лечения. В настоящее время на модельных системах исследуется возможность направленного введения генов14. Хотя эти исследования еще далеки от использования их на практике, однако, несомненно, они являются первыми шагами в развитии нового направления методов лече​ния— генной терапии.
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