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ПРЕДИСЛОВИЕ 

Преподавание генетики (как и других биологических наук) на медико-биологиче- 

ских факультетах отражает двойственный характер таких факультетов: за время обу- 

чения студенты должны специализироваться сразу в двух областях — медицине и 

биологии. Поэтому учебные программы по генетике для медико-биологических фа- 

культетов по глубине и сложности почти не уступают соответствующим программам 

биологических факультетов университетов и включают молекулярные и клеточные 

основы генетики, ее физиологические и онтогенетические аспекты, учение о на- 

следственности и изменчивости в семьях и популяциях, эволюционную и экологи- 
чсскую генетику и тд. Естественно, не менее углубленным должно быть изучение 

медицинской генетики — этиологии, патогенеза и клиники наследственных и врож- 

ленных заболеваний, роли генетических факторов в развитии других заболеваний, 

генетических основ диагностики, лечения и профилактики наследственной и иной 

патологии. Представительно охватить такой широкий круг проблем и вопросов и яв- 

ляется основной задачей авторского коллектива данного учебного пособия. 

За последние два десятка лет в генетике произошли крупные сдвиги: основное 

направление исследований сместилось в область изучения молекулярных основ 

строения и функционирования геномов, установлены полные нуклеотидные после- 

довательности геномов ряда организмов, включая человека, что привело к обособле- 
нию самостоятельной дисциплины — геномики и ее важнейших перспективных на- 

правлений — функциональной теномики, протеомики и биоинформатики. Все это 

привело к переосмыслению основных задач медицинской генетики, к интенсивно- 
му проникновению генетических подходов и методов в исследования широко рас- 

иространенных хронических, инфекционных и иных заболеваний. 

На этом фоне выход нового учебника генетики для студентов медико-биологиче- 

ских факультетов представляется весьма своевременным. Предлагаемое пособие со- 
стоит из двух частей — «Общая генетика» и «Медицинская генетика». Обшая часть 

включает такие темы, как закономерности наследования признаков, установленные 

Менделем, хромосомная теория наследственности, структура и функции тенетнче- 
ского материала и его молекулярная организация, взаимодействие генов, генотип и 

фенотип, сцепление генов и кроссинговер, генетика пола, молекулярные механизмы 

репликации, репарации и рекомбинации генетического материала, регуляция ген- 

ной активности, мутационная изменчивость и мутагенез, нехромосомная наследст- 

венность, генетика и онтогенез, популяционная генетика с элементами экологии, и, 

наконец, геномика и геномные технологии. Материал глав 3 и 4 может показаться 

избыточно упрощенным и схематичным; такое его изложение обусловлено тем, что 
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курс геистики читается студентам после курса биохимии, в котором молекулярная 
организация пуклеиновых кислот рассматривается более обстоятельно. 

Сиециальная часть — «Медицинская генетика» охватывает осиовную тематику, 

коикретизирующую общие основы генетики примеиительно к проблемам медици- 

пы. Сюда включены такие темы, как наследственность и патология человека, хро- 
мосомные аномалии и синдромы, моногенные болезни, болезни с нетрадиционны- 

ми типами наследования, генетика широко распространенных заболеваний, профи- 

лактика и лечение наследственной патологии. 
В основу предлагаемого пособия положен пятнадцатилетний опыт преподавания 

гсоретического и практического курса генетики на кафедре генетики медико-био- 
погического факультета Российского государственного медицинского университета 

(РГМУ). Соответственно, авторский коллектив включает основной состав препода- 

нателей названной кафедры, представивших материалы своих лекционных и прак- 

гических занятий со студентами четырех отделений факультета -- биофизики, био- 

химии, медицинской кибернетики и теоретической медицины. Одновременно яв- 

ияясь научными сотрудниками Медико-генетического научного центра РАМН, пра- 

‹тически все алторы имеют опыт исследовательской и/или клинической работы в 

юласти медицинской генетики. 

сли труд авторов будет встречен благосклонно, то в этом они чувствуют себя в 

мачительной мере обязанными своим учителям Н.В. Тимофееву-Ресовскому, 

0.Я. Керкису, А.А. Малиновскому и Л.О. Бадаляну, чьей светлой памяти с глубокой 

элаголарностыю посвящается эта книга. 

Как в пронсссе чтения курса, так и при подтотовке рукописи авторы получали 
юлыцае число ценных советов и замечаний от многих своих коллег. Всем им авто- 

ны глубоко благодарны, особенно профессорам О.В. Евграфову, Л.Ф. Курило, кан- 

‚идатам наук И.Г. Лильл, Л.Ю. Телегину и В.Б. Черных, а также врачу-цитотенети- 

у В.Г. Антоненко. 

Академик РАМН 

В.И. Иванов 



. Введение 

ПРЕДМЕТ, МЕТОДЫ И ОСНОВНЫЕ 
ЭТАПЫ СТАНОВЛЕНИЯ ГЕНЕТИКИ 

Почти три с половиной миллиона видов животных, растений и микроорганизмов 

населяют нашу планету, Их численность варьирует в широких пределах; от несколь- 

ких десятков особей, как у амурского тигра, до нескольких миллиардов индивидов, 

как, например, у Ното заренз — человека разумного. Длительность существования 

на Земле отдельных видов живых организмов исчисляется миллионами лет, прости- 

раясь на целые теологические периоды, при этом продолжительность жизни кон- 

кретной особи может составлять от нескольких часов (у отдельных видов микроор- 

ганизмов) до нескольких тысячелетий (у отдельных видов хвойных деревьев). Дли- 

тельность существования биологических видов, состоящих из короткоживущих ин- 

ливидов, обеспечивается процессами размножения, представляющими собой фун- 

даментальное отличие живых систем от мира неживой природы. 
Главная особенность размножения живых существ состоит в том, что особи лю- 

бого вида производят на свет только себе подобных: кошка рождает кошку, а человек — 

человека. Именно это и называют наследственностью. При этом наследственность не 

означает тождественность родительских и дочерних особей, а лишь их чрезвычайное 

сходство между собой и отличие от индивидов, принадлежащих к другим, даже очень 

близким биологическим видам. 

Феномену наследственности неизменно сопутствует феномен изменчивости, от- 

ражающий индивидуальные, семейные и иные различия между особями одного ви- 

ла. В совокупности наследственность и изменчивость живых организмов составляют 

предмет изучения генетики. 
Интуитивные представления о наследственности и изменчивости существовали 

сще в библейские и античные времена, однако обособление генетики как самостоя- 
тельной науки стало возможным лишь на рубеже ХИХ — ХХ столетий. В это время уже 

сложились достаточно точные и тонкие методы скрешивания живых организмов и, 

кроме того, при изучении клеток и хромосом стали использовать микроскопию. 

Первые умозрительные гипотезы о механизме наследственности высказывали 

древнегреческие философы. Согласно Демокрнту (460 г. до н.э.) все вмире состоит из 
неделимых частиц — атомов, а «семя есть истечение ... иЗ всего тела и его важнейших 

частей — костей, мяса и жил». Гиппократ (400 г. до н.э.) также считал, что половые 

продукты состоят из экстрактов, поступающих из всего организма, так что все орга- 

ны тела непосредственно влияют на признаки потомства (прямое наследование при- 

знаков). В одном из произведений Гиппократа(«О священной болезни») получила 

развитие точка зрения Демокрита, согласно которой «произрастающее семя проис- 

ходит из всех частей тела; из здоровых — здоровое, а из больных — больное» и поэто- 
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му «от флегматика рождается флегматик, от желчного -- желчный, от чахоточного — 
чахоточный и от страдающего селеземкой — сградвхумуй селезенкой». 

Иначе, но столь же умозрительно рассуждал Аристотель (384-322 до н.э.). Крити- 

куя гипотезу своих предшественников о происхождении семени из всех частей тела, 
оц неходил из представлений о наследовании не только морфологических, но и фи- 
зиологических признаков, а также признаков, свойственных предкам родителей, от 
которых в семя ничего не отошло. Аристотель считал, что семя образуется в крови, 
представляет собой продукт переваривания пищи, и «будучи сваренным, отделяется 

от крови как нечто отличное». 
Умозрительные взгляды на наследственность продержались почти до конца ХХ 

века, так Чарльз Дарвнн в 1868 г. выдвинул «теорик» пантенезиса, согласно которой 

все клетки животных и растений отделяют от себя крошечные геммулы, рассеянные 
ио весму организму. Геммулы попадают в репродуктивные органы, и таким образом 
признаки передаются потомкам. Теория строилась на правильном постулате о том, 

ито половые клетки органов размножения содержат особые частицы, передающие 
призиаки от родителей к потомкам. Но второе предположение о попадании этих 
особых частиц в тонады из всех клеток организма было ошибочным. И черезтри го- 
ди незыблемость теории пантенезиса остроумно нарушил кузен Ч. Дарвина — врач 
Фрэнсис Гальтон, который переливал кровь черных кроликов особям с белой окра- 

ской, а затем скрещивал белых кроликов между собой. В трех поколениях, получен- 

ных в результате таких скрещиваний, не было обнаружено ни малейшего нарушения 
чистоты серебристо-белой породы, 

Научные методы скрешивания растений впервые применил Иозеф Готлиб Кель- 

рейтей (1733—1806), работавший в разных городах Европы, в том числе (с 1755 по 

ИЕ.) в Истербурге. Он разработал метод полукастрации цветков (удаление тычи- 

нок с пелозревшими пыльниками); применив взаимообратные (реципрокные) на- 
правления скрещиваний, установил равноправие пыльцы и семяпочек в передаче 
наследственных признаков; показал достаточность для завязывания семени мини- 
мальнюго количества пыльцы. Кельрейтер скрещивал различные виды табака, При 
этом в одних скрещиваниях вид №Мсойапа гизйса использовался как материнское рас- 
ление: №. гиуйса х №. рашсшаа, а в других — как отцовское: №. рашешаа х №. низйса. 

Схолетно гибридов первого поколения, полученных в рехипрокных скрещиваниях, 
затем использовалось генетиками как критерий аутосомного (независимого от пола) 
тина наследования. Кельрейтер скрещивал также гибриды М, лизёса х №. рашсша с 

ролительским видом №. рашешаа в течение ряда поколений, добиваясь «возвраще- 

ния» гибрида к родительскому виду. Кельрейтер открыл также явление гибридной 

мощности (гетерозиса), которое успешно используется в современной селекции, на- 
пример, кукурузы, 

Методы гибридизации растений Кельрейтера развил дальше английский бота- 

мик Томае Эндрю Найт (1759—1838) — организатор и президент (с 181] г) Лонлон- 

ского общества любителей садоводства. Наряду с опытами по гибридизации плодо- 
вых растений, он проводил искусственные скрещивания гороха, с тем, чтобы «...удо- 
стопериться в действии пыльцы одной разновидности на другую». В своих опытах на 
горохс (в отличие от Кельрейтера) Найт наблюдал не за общим габитусом растений, 

а пытался проследить, за отдельными «элементарными» призпаками. При этом он 
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обнаружил, что нскоторые признаки при скрещивании «исчезают», а другие сохра- 

ияются (доминируют). Так, Найт первым заметил доминирование признака серой 

кожуры и пурпурной окраски цветков, которое впоследствии доказал Г. Мендель. 

Кроме того, вего опытах при скрещивании низкорослой разновидности гороха с бо- 

нее крупной доминировала крупная форма. Причину этого явления Найт видел всти- 

мулирующем действии скрещивания. 

Работы Кельрейтера и Найта развивали далее и многие другие ботаники. В част- 

ности, К. Ф. Гэртиер (1772—1850) проделал опыты с 700 видами растений и получил 
250) гибридных форм. Лж. Госс — член Лондонского общества любителей садоводст- 

ва экспериментировал с горохом. В его опытах 1820-1821 гг. у гибридов первого по- 

коления доминировала желтовато-белая окраска горошин (как у отцовской формы). 

Во втором поколении наблюдалось расщепление: одни бобы имели зеленовато-голу- 

бые горошины, другие — желтовато-белые; у большинства зеленовато-голубые и 

желтовато-белые горошины сочетались в одном бобе. В третьем поколении отсутст- 

вовало расщепление среди растений, выросших из зеленовато-голубых горошин и 

наблюдалось расщепление среди потомков желтовато-белых; причина появления 

константных форм в потомстве гибридов второго поколения была позднее объясне- 

ин Г. Менделем. 

Огюстен Сажрэ (1763—1851), практик-саловод, получил известность во Франции, 

как создатель новых сортов фруктовых деревьев и овощных культур. Впервые в исто- 

рии гибридизации он стал изучать отдельные признаки растений, подбирая для 

скрещивания альтернативные пары (мякоть желтая — белая, кожура сетчатая — глад- 
кая итд.). Он установил отсутствие смешения изучаемых признакову дынь: призна- 

ки у потомков не исчезали, а только перераспределялись среди них. Признаки, кото- 

рые не исчезают, а проявляются во втором поколении гибридов, были позже назва- 

ны Менделем рецессивными. 

Шарль Нодэи (1815—1899), будучи сотрудником музея естественной истории Бо- 

танического сада в Париже, имел возможность проводить опыты по гибридизации 

различных видов и разновидностей бахчевых, садовых и декоративных растений. 

Скрещивая различные виды дурмана, он обнаружил в первом поколении гибридов 
преобладание признаков одного вида дурмана (Рашига {ай а) над другим (Баша яга- 

топит). Доминирование признаков Вагига тай не зависело оттого, играли ли растения 

‘угого вида роль «отца» или «матери». Однако в большинстве случаев у гибрилов первого 
поколения наблюдался промежуточный тип наследования. 

Итак, во второй половине ХХ века ученые и практики из многих стран, занима- 

ясь гибридизацией различных видов растений, правильно подметили такие особен- 

ности наследования признаков как доминирование, единообразие гибридов первого 

поколения, расщепление и комбинаторика признаков во втором поколении, одина- 

ковое проявление признаков в реципрокных скрещиваниях. 

Грегор Иогаии Мендель (1822—1884), высоко оценивая работы своих предшест- 

венников, писал в своих «Опытах над растительными гибридами»: «.., до сих пор не 

улалось установить всеобщего закона образования и развития гибридов ...окончательное 

решение этого вопроса может быть достигнуто только тогда, когда будут произведены 

детальные опыты в разных растительных семействах. Среди многочисленных опы- 

тов ни один не был произведен в Том объеме и таким образом, чтобы можно было оп- 



Васдение 

елелить число различных форм, в которых появляются потомки гибридов, с досто- 
ерностью распределить эти формы по отдельным поколениям и установить чис- 
енные отношения». 
Усовершенствование гибридологического метода, дополнение его математиче- 

ким анализом результатов скрещиваний — одна из главных заслуг Г. Менделя. 
1менно это помогло ему представить механизм, лежащий в основе закономерно- 
гей наследования признаков у гибридов, и в частности, дискретность наследствен- 
ых факторов («гипотеза чистоты гамет») и их комбинаторику при сочетании гамет, 
ак причину расзцепления признаков у потомков. 

В 1865 г была доложена, а в 1866 г. вышла из печати работа Г. Менделя «Опыты 
ал растительными гибридами», однако она осталась незамеченной биологами и 
:стениеводами. И только после независимого переоткрытия менделевских законо- 
ерностей наследования в 1900 г. тремя учеными-ботаниками [в Германии Карлом 

орренсом (1864—1933) на кукурузе, в Австрии Зрихом Чермаком (1871—1962) на 

эрохе и в Голландии Гуго де Фризом (1848—1935) на ослиннике, маке и дурмане] на- 

лось собственно развитие генетики как науки. 
Знаменательные открытия 70—80-х гг. ХПХ века [митоз у растений (Е. Страсбур- 

р) и животных (В. Флемминг); слияние ядер при оплодотворении у растений (Е. 

'расбургер) и животных (Э. Ван Бенеден, О. Гертвиг); редукнионное деление при 

эризюнании гамет (В. Флемминг и Э. Ван Бенеден)] создали базу для развития ци- 

элогии н способствовали пониманию цитологических основ менделевских законов 
юледования признаков. 
На базе этих открытий Август Вейсман (1834—1914) выдвинул гипотезу о сущест- 

мании в организме особой наследственной субстанции, названной им зачатковой 

измой (половые клетки) в отличие от соматоплазмы (остальные клетки организ- 
\). Согласно представлениям А. Вейсмана половые клетки защишены от влияния 

матических клеток, и поэтому признаки, изменяющие только соматоплазму, не 
мугнаслеловаться (принцип ненаследования приобретенных признаков). 
В чем же причины длительной задержки развития генетики как самостоятельной 

уки? С одной стороны, развитие генетики зависит от состояния смежных естест- 

ннонаучных дисциплин: анатомии, физиологии, эмбриологии, цитологии, имму- 
могии, биохимии и др. С другой стороны, поскольку генетический материал име- 
сложную многоуровневую организацию: надмолекулярную (хромосомную) и мо- 
кулярную (генную) — для его успешного изучения необходимы тонкие Физиче- 

ис, химические и математические методы. Их появление стало возможным лишь 
<Х вске, 
На протяжении одного столетия (срока, безусловно, малого) генетика сложилась 

к современная фундаментальная наука, достижения которой используются в ме- 

цине, биологической промышленности и сельском хозяйстве. 



ГЕНЕТИКА 



ава 

МЕНДЕЛИЗМ 

зитие современной генетики началось с открытия Гретором Менделем законо- 

ностей паследования признаков, с установления того Факт, что признаки в по- 
‚тис гибридов не исчезают, а перекомбинируются и передаются в. определенных 
юиных соотношениях следующим поколениям. Перел опианием и анализом 
тон, проведенных Менделем на горохе в небольшом монильрском садике, да- 
краткую биографическую справку. 

регор Мендель (1822—1884) родился в Силезии в семье крестьянина итак же, как 
о отец, был искусным саловодом. Чин монаха католическою монастыря ордена 
егинцев ие помешал Менделю получить образование в Венском университете и 
вино участвовать в работе Общества естествоиспытателейтг Брюнна (ныне Брно). 
65 г: Мендель доложил на заседании этого общества, а 1866 т опубликовал в его 
ших работу «Опыты над растительными гибридами». Черезтри тода Мендель был 

ачен настоятелем Брюннского монастыря и вследствие большой занятости 
вил свои экеснерименты по гибридизации, 

Азучия наследование признаков у гибридов гороха, Мендель опирался на опыт 
1х предшественииков, особенно И.Г. Кельрейтера, Т3. Найта, О. Сажрэ и 
Нодоня. Из иредложенных ими методических приемов он выбрал наиболее про- 

сивиные (полукастрация цветков, реципрокные и возвратные скрещивания, от- 
растений с альтернативными признаками) и усовертенствовал гибридологиче- 
А метод, дополнив его количественным учетом расщепляющися форм и матема- 

эским апализом полученных результатов. Все последовательные этапы экспери- 
гальной работы Менделя были им тшательно продуманы и обоснованы. 

1.1. ГИБРИДОЛОГИЧЕСКИЙ МЕТОД Г. МЕНДЕЛЯ 

ектом исследования Г. Мепдель выбрал горох Рёиги зайит, поскольку это само- 
ляющесся растение имест много культурных сортов, стабильно сохраняющих 
тиризнаки в потомстие, и обладает таким строением цветков которое позволяет 
о удалять пыльники и наносить пыльцу других сортов нарылце полухастриро- 
ных цветков. 
течение двух лет Мендель испытывал 34 сорта гороха. Убедившись в течение не- 

ких циклов самоопыления в константности выбранных прзнаков, он выбрал 
эта с их контрастирующими парами (табл. 1,1). 



зо ориль 
СУ 

Чи Ты, Морши 

Он И Женые Зеленые 
к рен о Пуриурные Белые и 

Форма зрелых бобов Выпуклые Сл 

Окраска зрелых бобов Желтые Зеленые в 

Расположение цветков Пазушные Веркушей"” 
Высота растения Высокие Низкие 

нг- 
Всего в опытах Менделем было проанализировано наследование м ыы 

растных (альтернативных) признаков, Скрещивания, в которых родите? Би 
мы отличаются друг от друга по одной, двум и трем парам альтернативн#" 

ков, позднее стали называться соответственно моно-, ди- иитригибридный" отв 
Во всех скрещиваниях Мендель проводил точный количественный кство ОР 

форм второго поколения, различающихся по отдельным признакам: И От рдм- 
каждого растения анализировалось им индивидуально, а затем подечитый 

марная численность по каждому признаку по всей выборке растений. я их 
В опытах Менделя использовались большие выборки растений, В дет тов, б5- 

репрезентативность ‚т.е, постаточность для получения достоверных резу?Ы 
ла подтверждена статистическими методами, 

1.2. ЗАКОНЫ НАСЛЕДОВАНИЯ ПРИЗНАКОВ, 

УСТАНОВЛЕННЫЕ Г. МЕНДЕЛЕМ 

Усовершенствование гибридологического метода позволило Г. Мендело не, @К 

ряд важнейших закономерностей наследования признаков у гороха, пуножа- 
оказалось впоследствии, справедливы для всех диплоидных организмов, 

щихся половым путем, „санов- 
Описывая резульдаты скрещиваний, сам Меидель не интерпретиро на я иа 

ленные им факты как некие законы, Но после их переоткрытия и поди! уклови- 

растительных и животных объектах, эги повторякищиеся пря опрелелени® ы 
ях явления стали называть законами наследования признаков у гибридо! 

1.2.1. ЗАКОН ДОМИНИРОВАНИЯ ИЛИ ЕДИНСОБРАЗИЯ 

ГИБРИДОВ ПЕРВОГО ПОКОЛЕНИЯ 
Вопытах Менделя при скрещивании сортов сальника А 

ющшихся друг от друга по одной паре альтерии ых Нин 

лича- 
пуриур- 
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ные или белые цветки), все гибриды первого поколения выглядели одинаково, те. 

имели одинаковый фенотин, и были похожи на одного из родителей. 

Признаки, проявляющиеся у гибридов первого поколения, Мендель назвал до- 

минантными (лат. долиних — господствующий), а не проявляющиеся — рецессивными 

(лат. гесеззиз — отступающий). Для обозначения признаков он использовал буквы ла- 

тинского алфавита (для доминантных — прописные, для рецессивных — строчные). 

Сочетание различных вариантов (аллелей) наследственных задатков какого-либо 

признака (например, Ад, Аа или аа) принято называть генотипом пю данному при- 

знаку. Генотип может быть гомозиготным (АА или па) и гетерозиготным (Аа). Поня- 

ТИЯ «гомозиготность» и <гетерозиготность» ввел У. Бэтсон в 1902 г. 

При изучении взаимодействия аллелей одного наследственного фактора (позд- 

исе названного геном) выяснилось, что один и тот же аллель может быть доминант- 
ным в одном генотипе и практически не проявляться — в другом. В настояшее вре- 

мя известно, что характер доминирования зависит от внешних условий, возраста, 

пола, а также других наследственных факторов (так называемая «неустойчивая до- 

минантность») (см. гл. 5). Кроме того, «ломинантность» является относительной, 

поскольку степень доминирования одного и того же гена может быть различной в 

зависимости от уровня организации биологической системы: молекулы, клетки, ор- 

ганизма. 

Наряду с полным доминированием Мендель наблюдал проявление промежуточ- 

ного фенотипа ло таким признакам, как размер листьев, опушенность отдельных 

частей растения и время цветения. В дальнейшем выяснилось, что неполное доми- 

нировиние (промежуточное наследование) при скрещивании различных организмов 

наблюдается довольно часто: так у Анйтйтит тариз (львиный зев) и М/габИб ара 

{почная красавина) гибриды от скрещивания красноцветковых растений с бело- 

цвеуковыми имеют промежуточную, розовую окраску. 

Феномен доминирования или единообразия особей при скрещивании форм, от- 

личающихся другот друга по одной паре альтернативных признаков, является обще- 

биологическим законом, поскольку характерен для гибридных форм различных ви- 

дов организмов. Обычно этот закон называют «закоиом единообразия гибридов пер- 

вого поколения», а доминирование считается одним из вариантов его проявления. 

Закон единообразия гибридов первого поколения справедлив только для диллоид- 

ных организмов, у которых любой признак определяется двумя аллелями одного ге- 

на, Но временная диплоидность может иметь место и у некоторых прокариот: на- 

пример, у бактерий Е. сой при конъюгации, а также у бактериофагов при инфекции 

бактерий. Вот почему взаимодействие аллелей одного гена можно назвать в некото- 

ром смысле универсальным принципом. 

1.2.2. ЗАКОН РАСЩЕПЛЕНИЯ ПРИЗНАКОВ 

При генетическом анализе для описания схемы скрещивания пользуются опреле- 

ленными правилами. Родительские особи обозначают буквой Р (от лат. рагенех — роди- 

тели), особи женского пола —знаком Ф (зеркало Венеры), мужского — знаком & (щит 

и копье Марса), скрешивание — знаком умножения. Образующееся в результате 
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Таблица 1.2. Результаты опытов Менделя по скрещивниию растений 

различающихся по одному признаху. Соотношенне потомков Г, © дому, 
и ренцессивными признаками 

гороха, 
нантными 

Признак Доминантный (%) Рецессивный (%) 
Всего (шт.) 

Форма семян Гладкие 74714 Морщинистые 2526 
Окраска семядолей | Желтая 75,06 Зеленая РУ м. 
Окраска пветков Пурпурная 75,90 Белая 241 6 929 
Форма зрелых бобов | Выпуклая 74,68 С перетяжками 2532 

скрещивания потомство обозначают буквой Е (от лат. Лйай$ — 

ствующими цифровыми индексами: Е, — первое, Е› — второе, в 

итд. 
.е. Рассмотрим схему моногибрилного скрещивания, т.е. такого скрещивания, в кото- 

ром исходные линии отличаются по одному признаку: 

Сыновний) с соответ- 

з— третье поколение 

Р: АА Хх аа 
гаметы А а 

Е. ; (гибриды первого поколения) да х Аа 

гаметы Аа Аа 

Е, , _ АА 4а Аааа 

Итого: ЗА_: даа 

Согласно описанному выше закону единообразия гибридо 

при скрещивании гомозиготных форм АА и аа у всех гетероз 
проявляется доминантный фенотип А. 

При самоопылении растений первого гибридного поколения (Е) во втором по- 

колении наблюдается расщепление по фенотипу. При этом Этно НИЕ числа особей 

с доминантным признаком к числу особей с рецессивным вр составляет 3:1. Опи- 
санный феномен носит название «закона расшепления». Черюа стоящая сир ава от 
доминантного аллеля А_ означает, что вторым в данном теНотине мо жет быть как до- 
минантный (4), так и рецессивный (2) аллель. Часть Формулы генотипа, которая 

обусловливает развитие признака, называется фенотипически  радикалом Закон 

расшепления можно сформулировать и так: у потомковгибри,, ов первого  поко ления 
в моногибридных скрещиваниях отношение доминантных Признаков к репессив- 
ным равно 3:1. 

Результаты численных соотношений в Е, полученные Мь 

нии по четырем из семи признаков, представлены в табл. 1.2. 

Мендель не просто подсчитал соотношение фенотипически классов при расше- 
плении, но и высказал предположение, что в его основе Лежу:, сочетание двух фак- 
торов: равновероятного образования гамет А и а у гибридов 4, первого поколения и 
равновероятной встречи гамет обоих типов при ОПлОдОТВОРении сам Ме дель под- 

черкивал, что открытые им закономерности носят чисто Статистический характер и 
для их подтверждения необходимы большие выборки экспериментального 
материала. 

Когда в начале ХХ в. американский генетик Томас Гент Мо 

ные 15 исследователей, повторявших эксперименты Менделя 

в первого поколения, 

иготных потомков Аа 

нделем при расщепле- 

рган суммировал дан- 
‚ выборки по каждому 
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признаку оказались огромными. Например, по окраске семядолей был произведен 
9101 нодечет. Расщепление по этому признаку составило 3.004 : 0.996 (по другим 

'ризнакам расшепяение было так же близко к отношению 3: 1). В современных ис- 

‘лелованиях для того, чтобы оценить значимость наблюдаемого отклонения от тео- 
жтически ожидаемого результата, обычно используют метод х-квадрат. Применив 
гот метод к данным, представленным в табл. 1.2, можно убедиться, что наблюдае- 

пыс в опытах Менделя незначительные отклонения от ожидаемого соотношения 

зыли недостоверны. 

1.2,3, ГИПОТЕЗА ЧИСТОТЫ ГАМЕТ 

ия объяснения закономерностей проявления и расщепления признаков у гибридов 

порого поколения и в возвратных скрешиваниях Мендель предложил гипотезу чис- 

ты гамет, согласно которой, гаметы каждого из родителей несут только по одному 

13 паслелусмых факторов. Гибриды первого поколения (Аа) дают два типа гамет, в 

мвиюм соотпошении содержаших доминантный (4) и рецессивный факторы (а). Ги- 

эрндиые растения выглядят одинаково, поскольку действует закон доминирования, 

ши единообразия. Наследственные детерминанты рецессивных признаков в гиб- 

эидиом организме Аа не исчезают и не сливаются, а разъединяются сдоминантными 

ракторами в очередном цикле образования гамет. 
Для упрощения анализа ожидаемых результатов в Е, используют так называемую 

юиетку Пеннета — таблицу, первые строки и столбцы которой соответствуют раз- 

иичным типам женских и мужских гамет. В каждой из четырех клеток записывают- 

я тенотипы особей Р›, образующиеся при слиянии этих гамет. 

Гаметы 9/8 [4 Га 
А АА Аа 

Я ад аа 

ЦИТОЛОГИЧЕСКОЕ ОБОСНОВАНИЕ ГИПОТЕЗЫ ЧИСТОТЫ ГАМЕТ. 
: Мендель не связывал наследственные факторы и пронесс их распределения при 
бразовании гамет с какими-либо конкретными материальными структурами клет- 
и и процессами клеточного деления. Последующее развитие генетики показало, 
то вгипотезе чистоты гамет задолго до создания хромосомной теории наследствен- 
юсти бЫло предугадано существование генов и механизма мейоза и оплодотворе- 
ия. 

Во время мейоза у гибридного растения Е, (Аа) разные пары хромосом расходят- 
я в дочерние клетки независимо друг от друга, и поэтому при случайном соедине- 
ии гамет во время оплодотворения образуется три типа зигот, соответствующих 
рем генотипам особей: 44, Аа и да. Нафенотипическом уровне (фенотип-- призна- 

и, проявившиеся у особи) проявятся два признака, определяемые генами А иа, в 
соотношении 3:1. Соответственно, в полигибридном скрещивании число классов 
знотипов можно определить по формуле 3" ‚ афенотипов -- 2", где и — число парал- 
елей, по которым различаются родительские формы. 
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Убедительиое доказательство правильности идеи о расхождении доминантного и 
рецессивного аллелей утетерозигот было получено при помощи так называемого те- 
тралного анализа, основанного натом, что из материнской клетки образуются четы- 
ре гаплоидные гаметы. Этот феномен наблюдается у мхов, дрожжей, дающих на од- 

пой из стадий жизненного цикла путем деления материнской клетки тетраду, содер- 

жащую 4 гаплоидные споры. При тетрадном анализе индивидуально изучаются все 
4 особи, развившиеся из отдельных спор. Тетрады гетерозиготных особей Аа всегда 

содержат 2 споры, которые дают потомков с признаками А и 2 споры, из которых 
развиваются особи с признаками а. Такой результат демонстрирует расхождение ал- 
лелей в разные гаметы на уровне их образования. 

1.2.4, ЗАКОН НЕЗАВИСИМОГО КОМБИНИРОВАНИЯ ПРИЗНАКОВ 

Рассмотрим этот закон на примере расщепления признаков в дигибридном скреши- 
вании, т.е. таком скрешивании, в котором родительские линии гороха отличались 
друг от друга по двум признакам: форме семян (гладкие или морщинистые) и ихок- 

раске (желтые или зеленые). 
Обозначим ген желтой окраски семян — А, зеленой окраски — а. А и а представ- 

ляют собой аллели (альтернатнвные проявления одного и того же гена) гена А. Обо- 

значим ген гладкой формы семян — В, моршинистой - Ь. 

Р ААВВХ ааьь 

желтые гладкие х зеленые морщинистые 
гаметы АВ ар 

Е давЬ 
желтые гладкие 
гаметы Е, АВ А аВ ар 

АВ ААВВ АВ ААВЬ АВ АаВВ АВ АаВЬ АВ 

АБ ААВЬ АВ Аарь АБ АавВь АВ АдЬЬ АБ 
ав АавВВ АВ АсВЁЕ АВ ааВВ аВ ааВь аВ 

[2 ЛаВь АВ Аа АБ ооВЬ В авар 26 

В первом столбие по вертикали и верхней строке по горизонтали решетки Лен- 

нета представлены варианты гамет гибрида первого поколения АаВф. В остальных 
столбцах с левой стороны указана генетическая структура гибрида, т.е. се генотип, а 
с правой — те гены, которые проявились у особи, т.е. ее ренотип. 

Подечитав соотношение фенотинических классов Во втором поколении, легко 
убедиться, что оно равняется 9:3:3:1. опытах Менделя число растевий в этом скре- 
щивании составило 315 АВ : 108 АБ; 101 аВ : 32 аб. На основании раздельного рас- 

смотрения признаков он пришел к выводу, чго пара аллелей А-а наследуется незави- 
симо от В-5. Так в этом скрещивании отношение по пиаре аллелей А-а равно 423: [33 

{3,12:1), по паре чллелей В-6 — 416:149 (2,97:1). При иодсчетге величины х-квадрат 

это отношение не будез' достоверно сллизаться от 3:1 по каждой паре аллелей. По- 

лученные результаты Мендейв объяснил независимым распределением двух пар 
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энативных задатков между гаметами, характер расиределения которых носит 

ный характер. После открытия мейоза и характера наследования сцеплен- 

р несценленных признаков стало ясно, что цитологической основой выпол- 
1 эвию закона являются следующие положения, Во-первых, пены, локализо- 

ле в разных хромосомах, определяют признаки, наследуемые независимо. 
порых, исомологичпые хромосомы расхолятся в анафазе мейоза случайно, 

плсимо и равновероятно, поэтому у дигетерозиготы Аа образуются четыре 
тамет(АВ, 4, аВ, аб), каждый — с вероятностью 25%, При сочетании этих га- 

получается 16 комбинаций с соотношением различных классов фенотипов 9 

„ЗА №: 3 ааВ_: 1 ааБЪ. При этом по паре аллелей 4-я из 16 комбинаций 

юодается соотношение 12 (ЭАВ+ЗАЬ) : 4 (ЗаВ + 125}, аналогично и по паре 

лей 2 12 ЭАВ+ Зав) : 4 (ЗАВ + 1 а6) или 3:1. Такин образом, независя- 
ь наослования двух альтернативных пар признаков обусловлена особенно- 

и комбинаторики и расхождения в мейозе негомологичных хромосом, в кото- 

покалиювины эти гены. 
триибриных скрещиваниях Мендель анализировал признаки формы семян, 

скииххожуры и семядолей. Пары альтернативных признаковон обозначил как 

в 5. Се. Приэтомон вывел формулу, по которой можно лодсчитатьожидаемое 

понение но фенотипу: 

Ага га)х (В+2 В +В) х (С+2 Сто. 

‚ай формуле Мендель обозначал гибридные формы как Аа, В я Се, а кон- 

пис бомозиготные) — одной буквой А, В, С, а,Ъ, с. Тенотилы г
омозитот потом 

и записывнься с учетом парности аллелей по каждому гну: 44, ВВ итд, Поэ- 

‚ менлуенскую формулу и ожидаемое соотношение по фенотипу можно пред- 
ить вииюм ВИДЕ. 

АЛ +2 А+ аа) х (ВВ + 2 ВЫ -+ЪБ)х (СС + 2 Се + <) = 

АВС +9ааВ_С_+9А 55С_+9А_В_сс +ЗА бас ЗВ 0+ 
уавоС_ г Гааббсс 

абикуия ерскомбинирование по трем парам признаков, Менлельпришел к следу- 

‘муву: Потомки гибридов, соединяющих в себе небжотько сушественно раз 

ых признаков, преу (ставляютсобой членов комбинационного ряла, в котором соеди- 

зряирезития каждой пары различающихся признаков, Этим одновременно дока- 

еле чо повеление в гибридном соединении каждой пары различающихся призна- 
педикимоотдругих различий з обоих исходных растений». 

ким образом, вие зависимости от типа скрещивания (ди-, тригибридного и 

присхрсиивании гетерозиготных особей, различающихся по двум и более па- 

телоь, каждая пара расщепляется независимо от другой (в соотношении 3:1). 

селхииионные отношения определяются законом независимого комбиниро- 

дя ивозможны только при отсутствии сцепления между тенами (см. гл 7), те. 

эливиии их в разных хромосомах. 

{ралильность своих выводов о независимом комбинировании наследственных 

горо при дигибридиом скрещивании Мендель проверил путем скрещивания 



По Модем в 
збридных растений Е; срецессивной формой, гомозиготной пообенм парам генов 

(ва). Это скрещивание позже стали называть анализир
ующим: 

Р до хваь 

занеть: ‘ (АВ, Анав аб) ха 

Генотипы РЕ, ТАоВб; ЛАоЬб; аа ВБ. 108 

Фенотилы Е) ЛАВ: 1 АВ: 1аВ : Гав 

В результате такого скрещивания {АаВЬх аб) получилось четыре типа форм: 

дав (келхые гладкие), Дафф (желтые морщинистве), аа ВВ (зеленые гладкие), аа56 

‘беленые моршинистые) с численным соотношеиием 11:12], Так хак во всех четы- 

рех скращиваниях ое отиовского сорта передавалнсь одинаковые гаметы (46), 10 

равное число ‘особей во всех четырех пруппаханализирукящето скреживания 
явля - 

слрезультатом того, что тибриды Е, (485) обуазовалн яйцеклетки АВ, АВ, аВиабв 

(авных количЕСТВАХ, 3 ТО ЗОЗМОЖНО ТОЛЬКО ИВ окнове независимого комбинирова- 

ния теиов, В случае скрещивания ААВВХ аа в первом поколении не наблюдалось 

никакого расшепления: все потомки © тенотипом Дар имели фенотил 

родительской формы с доминантными зллелями по обоим признакам, Таким обра- 

зом, с ПОМОЩЬЮ АНОЛИЗИВУЮИЩЕГО СКреИВАНИЯ МОЖНО ВЫЯВИТЬ ТОМОЗИТОТНОСТЬ 

техрозитотность по различным парам аллелей ванализнруемых генотипах, 

125, УСЛОВИЯ ВЫПОЛИЕНИЯ ЗАКОНОВ Г. МЕНДЕЛЯ 

Для совпадения торетически ожидаемого соотношения особей определенных фе- 

нотитов с реально наблюдаемым, необходимо соб
людение следующих условий: 

+ гомозитотность исходных форм; 

‚ зляернативное проявление признаков в каждой паре 

+ равная вероятность образования у тибридатамет с разными аллелями: 

‚ олинаховая жизнеспособность разных гамет; 
| 

« случайный характер сочетания гамет при оплодотворении; 

одинаховая жизнеспособность зигот с разными комбинациями генов, 

+ достаточная для получения достоверных результатов численност
ь особей во 

втором поколении, 

+ неависимость проявления признаков от ВНЕШнИХ условий и отостальных ге- 

нов тенотииа в целом. 

Напрактике эти условия, как правило, соблюдаются у большинства организмов, 

включая человека, 

13, ДИСКРЕТНОСТЬ НАСЛЕДСТВЕННОСТИ 

Одним из главных достижений Менделя является его Экспериментальное доказа- 

тельство дискретиссти наследственных факторов, когда каждому признаку 
соответ 
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вусг садельный наследственный факгор (ген). Такой тип наследования позднее 

мл назван моногенным, в отличиг от полигенного, обусловленного совместным 
‚йствием п-числа генов. Дескретность проявляется в расхождении двух аллелей 
ного гена, локализованных в гомологичных хромосомах, в разные гаметы {прин- 
аи чистоты гамет). Дискретная локализация генов в разных хромосомах обусловли- 
етих комбинаторику в мейозе, которая выявляется на фенотипическом уровне в со- 
‘ношении 9:3:3:1 в дигибрилном скрещивании. В начале ХХ века были построены 

фвыс генетические карты у прозофилы и кукурузы, подхверждающие дискретность 
пов в хромосомах (см. гл. 7). 

Менделевские законы наследования после переоткрытия были подтверждены на 
пожестве различных объектов и, в частности, на классическом генетическом объ- 
ле — Д/озорйЙа теГаповаяег, который используется как в научных исследованиях, 

ки на практических занятиях студентов, изучающих генетику. Общее, что объеди- 
ег все объекты, на которых можно убедиться в правильности менделевских зако- 
эв, -- диплоидный набор хромосом в соматических клетках, наличие мейоза с об- 
‚зованием гаплоидных гамет и равновероятными комбинациями негомологичных 
юмосом, взаимодействие аллельных генов по типу доминантности/рецессивно- 
‘и. Позаконам Менделя наследуются не только нормальные, но и мутантные при- 
аки, в том числе и некоторые болезни у человека (см. гл. 21, посвященную менде- 

1рующим моногенным заболеваниям). 

Оценивая значение работы Г. Менделя для развития науки, выдающийся отече- 

запный уснетик Н.В. Тимофеев-Ресовский писал: «Его (Менделя) величие втом, 

‘о, зная и учитывая все явления, открытые (его предшественниками), но точно не 
анализированные, он так поставил свои опыты и обработал их результаты, что 
ог дать точный, количественный анализ наследования и перекомбинирования 
ементарных наследственных признаков в чреде поколений. Из таким образом по- 
чепных экспериментальных данных он смог сформулировать вероятностно-ста- 
стические и комбинаторные закономерности наследования. В этом Г. Мендель 
юредил свое время, став пионером истинного внедрения строгого математическо- 
‚ мышления в биологию и создал осмову быстрого и прекрасного по своей строй- 

ти развития генетики в нашем веке». 
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ХРОМОСОМНАЯ ТЕОРИЯ — 
НАСЛЕДСТВЕННОСТИ 

—.—_ 

Открытые Менделем закономерности наслелования признаков предполагали суще ^ 

ствование дискретных наследственных факторов, определяющих тот ИЛи иной фе- 

нотип. Однако что представляют собой эти факторы, в каких структурах клетки они 

локализованы, как влияют на развитие признаков, долгое время оставалось неиЗ- 

вестным. Изучение мейоза и митоза показало, что поведение хромосом при образо’- 

вании гамет и оплодотворении полностью соответствует гипотетическому поведе^ 

нию абстрактных факторов наследственности, сушествование которых постулиро”^ 

вал Мендель. Отсюда был сделан вывод, что материальным носителем этих факторов 
являются хромосомы, те. была сформулирована хромосомная теория наследственности 

В семидесятые-восьмидесятые годы ХПХ века Э. Страсбургер У Растений И 
В. Флемминг у животных описали деление клетки, которое сейчас МЫ называем 

мнтозом. Структурные элементы, обнаруживаемые в ядре при делении, в 1883 Г 

В. Вальдейер назвал хромосомами. 

Первые свидетельства в пользу того, что именно хромосомы являюТСЯ носителя ̂  

ми наследственных факторов, были получены в цитологических и ЭМбриологиче- 

ских исследованиях на рубеже ХХ и ХХ столетий, Особенно большое значение длЯ 
формирования представлений о роли хромосом в наследственности имеют работы 

крупного немецкого эмбриолота Т. Бовери (1862—1915). Он первым установил, что У 

каждого вида животных и растений число и форма хромосом постоянны и по этиМ 

признакам виды отличаются друг от друга, Емутакже принадлежит мысль о том, что 

впериод интерфазы хромосомы не исчезают, не рассыпаются на зерна хроматина, но 

сохраняют свою индивидуальность. В изяшных экспериментах с развивающимися 

яйцами морских ежей Т. Бовери показал, что свойства организма определяются сО- 

держащимися в ядре хромосомами, а не цитоплазмой. Например, при оплодлотвор®- 

нии яйца морского ежадвумя сперматозоидами в первом делении дробления форми - 
руются три или четыре полюса. В результате образуются бластомеры, содержащие 

разное число хромосом, но только те из них, которые имеют полный Набор хромо- 

сом, могут дать начало нормальным личинкам. Из этих экспериментОВ следует, что 

во-первых, именно хромосомы, а не цитоплазма, определяют развитие личинок, & 

во-вторых, что хромосомы качественно различны, то есть отличаются друг от дру! та 

не только по внешнему виду, но «...и по внутреннему наследственномУ составу». 
пользу теории индивидуальности и качественного различия хромосом свидетельст- 

вовало и обнаружение половых хромосом. К. Маккланг Э. Вильсон, У. Сэттон и ДР. 
обнаружили у самцов разных видов насекомых непарную хромосому, Которая попа^ 

дает только в половину сперматозоидов. К. Маккланг первым предположил, что эта 

непарная хромосома связана с определением пола. Связь между хромосомами и по- 
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дом была четко доказана работами Э. Вильсона, в которых он описал два способа 
хромосомного определения пола у насекомых, В первом случае самки имеют две по- 
ловые, так называемые Х- хромосомы, а самцы только одну, Во втором случае у са- 
мок выявляются две Х-хромосомы, а у самцов — одна Х-хромосома и одна очень 

мелкая, так называемая У-хромосома. Позднее половые хромосомы были обнаруже- 

ны и удругих животных. Т. Морган и Р. Гольдшмидт независимо друг от друга пред- 

положили, что гены, определяющие развитие пола, должны находиться в половой 
хромосоме. Разные типы хромосомного определения пола описаны ниже. Совре- 
менное состояние вопроса о генетическом контроле детерминации пола анализиру- 
ется в гл. 8. В данной главе мы рассмотрим основные экспериментальные доказа- 
тельства идеи о том, что наследственные факторы (гены) расположены в 
хромосомах. 

2.1. ЦИТОЛОГИЧЕСКИЕ ОСНОВЫ 

ЗАКОНОВ МЕНДЕЛЯ 

2.1.1, КЛЕТОЧНЫЙ ЦИКЛ 

Промежуток жизни клетки от ее образования до деления на две дочерние называют 

клеточиым циклом. У разных организмов и в разных тканях прололжительность кле- 
точных циклов различна (табл. 2.1). 

Клеточный цикл соматических клеток высших растений и животных можно 

разделить на две стадии: митоз и интерфазу (рис. 2.1). Под интерфазой понимают 

период клеточного цикла между конном одного деления и началом следующего, 

ге. между двумя последовательными митозами. При световой микроскопии ядра, 

находящегося на стадии интерфазы, хромосомы как отдельные структуры не вид- 

ии», а их окрашенное вещество имеет вид гранул, более или менее равномерно рас- 

прелеленных в поле зрения. Интерфазу принято разделять на три периода: С) — 

пресинтетический, 5 — синтез ДНК и С, — постсинтетический. Длительность ин- 

герфазы в клетках разных тканей различна, и определяется в основном периодом 
3. Как правило, этот период — самый продолжительный. Примерно в середине 

3 находится контрольная точка, до достижения которой митоз можно заблокиро- 

зать ингибиторами транскрипции и трансляции. После этой точки клетка неиз- 
5 жно проходит стадии синтеза ДНК, постсинтетическую — С, и митоз. К началу 

еления клетки ее ДНК реплицирована и каждая хромосома уже состоит из двух 

идентичных нитей — хроматид, соединенных одной центромерой. Клетки, прекра- 

‘ившие деление, находятся в стадии покоя — Су, 
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Таблица 2.1. Продолжительность клеточного цикла у различных объектов 
(из: Инге-Вечтомов, 1989) 

Организм Продолжительность, 9 

Кукуруза 12—20 
Лук 13—23 
Овес 10 
Штинат 25-35 
Мышь | 
эпителий 11-38 
сперматогонии 26—30 

Крыса 
печень 1447,5 
эпителий 9—10,5 

Человек 
эмбриональные фибробласты 18,5 
лейкоциты 18 
кожа 28 
почка 21-27 

Рис. 2.1. Клеточный 
цикл. (Из: Си з её а1., 
2000) 

2.1.2, МИТОЗ 

Период, 
© относительного 
ы покоя 

Контрольная 
точка 

По морфологии ядра и хромосом, наблюдаемой в световой микроскоп, митоз можно 

разделить на четыре стадии: профазу, метафазу, анафазу, телофазу. 

Профаза. На этой стадии происходит спирализация и конденсация хромосом. В 

начале профазы они выглядят под микроскопом как тонкие, длинные нити, а ккон- 
цу — укорачиваются и утолщаются. К этому времени становится очевидно, что каж- 
дая хромосома состоит из двух хроматид. Центриоли в клетках животных мигрируют 
к противоположным полюсам, это приводит к формированию полярных структур, 



Рис. 2.2. Схема митоза, (Из: Сия $ 
сга|., 2000) 

Гены расположены в негомологичных 

хромосомах. 

Часть 1. Общая оенетика 

связанных © аипаратом веретена деления. 
Нити веретена состоят из микротрубочек, 
образующихся в результате полимериза- 
ции белка тубулина. Одни нити проходят 

от полюса к полюсу, другие соединяют 
центромеры и полюс. В конце профазы 

начинается разрушение ядерной мембра- 

ны, и с окончанием профазы она полно- 
стью исчезает, завершается формирова- 
ние веретена деления. На этой стадии 
можно остановить процесс митоза, по- 
действовав на клетку алкалоидом колхи- 

Цином. 
Метафаза. Во время метафазы цент- 

ромеры располагаются в экваториальной 
плоскости клетки, перпендикулярной 
оси веретена. Плечи хромосом находятся 
по сторонам этой плоскости, не имея от- 
носительно нее какой-либо особой ори- 

ентации. 
Анафаза. Эта короткая стадия начина- 

ется с расщепления центромер; хромати- 
ды перестают удерживаться вместе и ста- 
новятся самостоятельными хромосома- 
ми. Разделившиеся центромеры с помо- 
щью нитей веретена расходятся к проти- 

воположным полюсам и увлекают за со- 
бой плечи хромосом. Предполагается, что 

движение осуществляется за счет сколь- 
жения нитей друг относительно друга по 
механизму, похожему на движение акти- 
новых и миозиновых филаментов при 
мышечном сокращении. Нити веретена 

деления, которые растягивают центроме- 
ры к противоположным полюсам, присо- 
единяются к кинетохору — белковой 
структуре, имеющейся в каждой центро- 
мере. 

Телофаза. Идентичные наборы хромо- 

сом оказываются у противоположных по- 
люсов клетки. Постепенно хромосомы деспирализуются, удлиняются и приобрета- 
ют вид интерфазного хроматина. Веретено деления исчезает, формируется ядерная 

мембрана. Затем делится цитоплазма, и образуются две клетки. У животных цито- 

плазма делится путем перетяжки, у растений, как правило, образуется клеточная 
стенка. Дочерние клетки могут быть разного размера в зависимости от места обра- 
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Таблица 2.2. Продолжительность фаз митоза в минутах (из: Лобашев, 1967) 

Клетки Профаза Метафаза Телофаза 

Саркома Иосида 14 31 4 21 
Селезенка мыши в культуре 20—35 6-15 8—14 9—26 
Нейробласты кузнечика 102 13 9 57 
Эндосперм гороха 40 20 12 110 

1 

зования перетяжки или клеточной стенки, однако генетическая информация, содер- 
жащаяся в их ядрах, идентична, поскольку расходящиеся к противоположным полю- 
сам хроматиды являются точными копиями друг друга (рис. 2.2). 

Митоз составляет не более 1/7-1/10 части клеточного цикла. Продолжительность 
фаз митоза различна в клетках разных тканей. Как правило, профаза — самая длин- 

ная стадия митоза, метафаза — самая короткая. В табл. 2.2 представлена продолжи- 

тельность фаз митоза в разных клетках некоторых организмов. 

2.1.3. МЕЙОЗ 

Эта форма деления характерна для специализированных клеток половых желез (яич- 

ников и семенников). Из диплоидных клеток-предшественников в ходе мейоза об- 

разуются гаплоидные гаметы — яйцеклетки и сперматозоиды (число хромосом п). 
Мейоз включает два клеточных деления, перед которыми происходит только одна 

репликация ДНК, Первое деление называется редукционным и обозначается как мей- 

03 1. В результате этого деления из одной диплоидной клетки образуются две гапло- 

идные. Второе деление называется эквационным и обозначается как мейоз П. Это де- 

ление подобно митозу, так как сестринские хроматиды отделяются друг от друга и 

расходятся к разным полюсам. Каждое из двух делений мейоза состоит из профазы, 
метафазы, анафазы и телофазы. 

МЕЙОЗ 1. Во время профазы 1 происходит спирализация и укорочение хромосом. 

Кроме того, гомологичные хромосомы конъюгируют друг с другом по всей длине, 

образуя бивалент. Во время конъюгации хромосом между несестринскими хромати- 

дами может произойти обмен участками — кроссииговер (см. гл. 7). В точке обмена 

образуется видимая в световой микроскоп крестообразная структура, которую назы- 

вают хиазмой. Генетические исследования свидетельствуют о том, что кроссинговер 

происходит на стадии четырех хроматид, при этом в данной точке обмениваются 

участками только две из четырех нитей, и хроматиды участвуют в обмене случайно 

(гл.7и 11). Как правило, чем болыше длина хромосом, тем больше среднее число об- 

разуемых ими хиазм. В электронном микроскопе хорошо видно, как между гомоло- 

гичными хромосомами в каждом биваленте формируется особая структура — синап- 

тонемный комплекс (гл. 11), но в некоторых случаях этот комплекс не образуется и в 

результате кроссинговер или отсутствует, или сильно подавлен. В частности, синап- 

тонемный комплекс не выявляется у самцов дрозофилы, не происходиту них и крос- 

синговер. Описаны мутации, приводящие к отсутствию синаптонемного комплекса 
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Рис. 2.3. Схема мейоза. (Из: ОнЯиву са, 2000) 
Гены расположены в негомологичных хромосомах. 

й 
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!. В ядре кажлой соматической клетки содержится по две гомологичные хромо- 
сомы. Каждая соматическая клетка иссет по дви аллеля одного гена. 

2. Гомологичные хромосомы в профазе мейоза конъюгируют и в норме обяза- 

тельно расходятся к противоположным полюсам веретена деления. Следовательно, 
гаметы несут только по одной хромосоме из каждой пары. Так же и аллели одного ге- 
на при образовании гамет обязательно попадают в разные гаметы, каждая гамета не- 

сет только один изаллелей (правило чистоты гамет}. 
3. При оплодотворении из гаплоидных гамет образуется диплоидная зигота, вос- 

станавливается диплоидное число хромосом. Одну из гомологичных хромосом зиго- 
та получает от матери, вторую — от отца. То же известно и о генах: каждый организм 
имсст два аллеля одного гена, причем один аллель получен от матери, второй — от 
отца. 

4, Ориентация негомологичных хромосом к полюсам случайна, гаметы могут 
иметь все возможные комбинации хромосом: как все отцовские или все материн- 
ские, так и разные сочетания отцовских и материнских хромосом. То же известно и 

© генах: неаллельные гены наследуются независимо (рис. 2.3). 
Параллелизм поведения хромосом и генов в процессе клеточного деления указы- 

васт на то, что гены — составная часть хромосом. 
Доказательства хромосомной локализации генов были получены Т, Морганом 

(1910 г.) и К. Бриджесом (1916 г.) при изучении наследования признаков, сцеплен- 

ных с полом, у дрозофилы. 

2.2. ХРОМОСОМНЫЕ ТИПЫ ОПРЕДЕЛЕНИЯ 

ПОЛА 

Паборы хромосом в клетках самок и самцов у многих видов различаются. Все пары 

хромосом кроме одной представлены морфологически идентичными гомологичны- 

ми экземплярами. Их называют аутосомами. Лишь одна пара хромосом является ге- 

тероморфной. Такие хромосомы называют половыми и обозначают как Х и У. Поло- 

вые хромосомы отличаются друг от друга не только по морфологии, в них очень ма- 

ло общих генов. Например, у дрозофилы найден только один ген бобфе4, располо- 

женный ивХ-, ив У-хромосоме. Гены, локализованные в половых хромосомах че- 

ловека, описаны в гл. 8. Наборы аутосом у самок и самцов одинаковы. 

У некоторых видов самцы имеют Х- и У-хромосомы, а самки — две Х-хромосо- 

мы. Таковы наборы половых хромосом у дрозофилы и у млекопитающих, втом чис- 

ле учеловека. У других видов, наоборот, самцы несут две морфологически одинако- 

вые половые хромосомы, а самки — гетероморфны. Такой тип хромосомного опре- 

деления пола характерен для птиц и некоторых представителей отряда Герорйега 
(Бабочки) (например, для тутового шелкопряда). У ряда видов вообше нет У-хромосо- 

мы: особи одного пола имеют две одинаковые Х-хромосомы, другого — только одну Х- 

хромосому. 
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Тиблица 2.3. Тины хромосомного определения пола у животных 

ЫМ——тиЫЫыъы‚ 
Зил Тетерогаметный зол Лабор половых хромосом 

Самцы Самки 

Чсловск, дрозофила Мужской ХУ хх 
Клоны ( Риоеног), кузнечик Мужской хо хх 
Птицы, бабочки (Вотдух) Женский хх ХУ 
Бабочки (Еитеа) Женский хх Хо 

Тот пол, в геноме которого содержатся две морфологически одинаковые половые 

хромосомы, называется гомогаметным. Все гаметы особей этого пола одинаковы по 

половым хромосомам. Пол, образующий гаметы разные по набору половых хромо- 

сом, называется гетерогаметным. Это особи, содержащие или морфологически раз- 

ные половыехромосомы Х и У, или только одну половую хромосому Х (табл. 2.3). Так 

у человека гомогаметный пол — женский. Все яйцеклетки содержат гаплоидный на- 

бор аутосом и одну Х-хромосому. Сперматозоиды могут быть двух типов. Половина 

из них помимо гаплоидного набора аутосом несет Х-хромосому, половина — У-хро- 
мосому. У кузнечика, так же как и у человека, женский пол гомогаметный, а мужской — 

гетерогаметный, однако в данном случае ситуация иная: женские особи (ХХ) произво- 

дят гаметы с Х-хромосомой, а мужские особи (ХО) продуцируют сперматозоиды с Х- 

хромосомой либо без нее, У кур гетерогаметным является женский пол (ХУ), а гомо- 

гаметным — мужской (ХХ). При случайном оплодотворении зиготы двух типов (ХХ. 

или ХУ у человека и у кур; ХХ и ХО у кузнечика) образуются в равном количестве. 

Таким образом, соотношение полов должно быть равно 1:1. Отклонение от этого со- 
отношения может быть вызвано систематическим нарушением процесса мейоза, при- 

водящим к неравновероятному попаданию половых хромосом в гаметы, атакже разной 

жизнеспособностью гамет и зитот с различными наборами половых хромосом. 

2.3. НАСЛЕДОВАНИЕ ПРИЗНАКОВ, 

СЦЕПЛЕННЫХ С ПОЛОМ 
р 

В этом и последующих разделах мы рассмотрим эксперименты с дрозофилой, вы- 

полненные в лаборатории Т.Г Моргана им самим и его сотрудниками. Первой му- 

тантной линией дрозофилы была линия иййе (у самок и самцов этой линии глаза бе- 

лого цвета). У мух дикого типа глаза красные. Закономерности наследования этого 

признака впервые были описаны в статье Т.Г. Моргана в 1910 г При скрещивании 

красноглазых самок с белоглазыми самцами все потомство Е, оказалось единообраз- 

ным: и самки, и самцы, имели красные глаза. Именно такого результата следовало 

ожидать, если признак красные глаза — доминантный. Во втором поколении в по- 

томстве наблюдалось расщепление: 3/4 мух имели глаза красные, 1/4 — белые, при 

этом среди самок расщепления по цвету глаз не было (у всех самок глаза красные), & 
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среди самцов половина имела красные гла- 

за, половина — белые. Анализирующие 

скрешивания красноглазых самок из Р, по- 

казали, что половина из них гетерозиготна 

инесет рецессивный аллель белых глаз, по- 

ловина гомозиготна по доминантному ал- 

лелю красных глаз. Белоглазые самцы из, 

несут только аллель белых глаз, красногла- 

зые — только аллель красных глаз. 

При скрещивании белоглазых самок с 

красноглазыми самцами, те. в обратном 

скрещивании, все самки Р, имели красные 

глаза, асамцы — белые. Таким образом, уже в 

первом поколении наблюдалось расшепле- 

ние, при этом распределение признака было 

различным усамок и самнов. Все дочери име- 

ли тот же признак, что их отцы, а сыновья — 

тот же признак, что их матери. Такой тип на- 

следования назвали крисс-кросс (крест-на- 

крест) наследованием. Во втором поколении 

(Е) появляются белоглазые и красноглазые 

самки всоотношении 1:1, атакжебелоглазые 

и красноглазые самцы всоотношении 1:1. 
Эти результаты полностью согласуются с 

предположением, что ген, определяющий 

цвет глаз, расположен в Х-хромосоме, при 

этом в У-хромосоме аллель этого гена отсут- 

ствует. На рисунках 2.4 и 2.5 видно, что доче- 

ри получают по одной Х-хромосоме от мате- 

ри иототца (поэтому гетерозиготные дочери 

имеют доминантный фенотип), единствен- 

ная Х-хромосома сыновей получена ими от 
матери. Сыновья не могут быть гетерозигот- 

ными по генам, локализованным в Х-хромо- 

соме, так как имеют только один из аллелей 

каждого такого гена. Признаки, наследую- 

щиеся в соответствии с такими закономер- 
ностями, называются снепленными с полом. 

Признак «белые глаза» наследуется в 

полном соответствии с закономерностями 

передачи потомкам Х-хромосомы. Устано- 

вление связи между наследованием кон- 

кретного гена иййе и конкретной хромосо- 

мы Х послужило веским доводом в пользу 
хромосомной гипотезы наследственности. 
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2.4, НЕРАСХОЖДЕНИЕ ПОЛОВЫХ ХРОМОСОМ. 

2.4.1. ПЕРВИЧНОЕ НЕРАСХОЖДЕНИЕ 

Дополнительные доказательства хромосомной локализации генов были получены 

К.Бриджесом в 1916 г. при изучении аномалий наследования гена +ййе у дрозофилы. 

В предыдущем разделе мы отметили, что при скрещивании белоглазых самок с крас- 

ноглазыми самцами наблюдается крисс-кросс-наследование: все дочери оказывают- 

ся похожими на отца — (красноглазые), а все сыновья - на мать (белоглазые). Одна- 

ко очень редко, примерно 1—2 на две тысячи мух, появляются исключительные по- 

томки: красноглазые самцы и белоглазые самки. Бриджес предположил, что такое 

отклонение от закономерностей наследования сцепленного с полом признака йе 

можно объяснить редким явлением нерасхождения хромосом в мейозе у самок. Не- 

расхождение хромосом у нормальных диплоидных самок иазывается первичным не- 

расхождением. Если по каким-либо причинам Х-хромосомы самки не расходятся в 
анафазе | к разным полюсам, а попадают к одному полюсу, может образоваться яй- 

цеклетка с двумя Х-хромосомами (причем каждая несет аллель белых глаз) или яй- 

цеклетка без Х-хромосом (табл. 2.4). Белоглазые самки появляются при оплодотво- 

рении яйцеклетки с двумя Х-хромосомами, полученными от матери, сперматозои- 

дом с У-хромосомой. Следовательно, они должны иметь набор половых хромосом 

ХХУ. Красноглазые самцы являются результатом оплодотворения яйцеклетки без Х- 
хромосом сперматозоидом, несущим Х-хромосому отца и, следовательно, имеют 

набор половых хромосом ХО. Изучив кариотипы «исключительных» мух, Бриджес 

полностью подтвердил свою гипотезу. «Исключительные» самки имели две Х-хромо- 

сомы и одну У-хромосому, «исключительные» самцы — всего одну Х-хромосому. Та- 

ким образом, было показано, что нарушение закономерностей наследования при- 

знака, сцепленного с полом, связано с нарушением поведения половых хромосом в 

мейозе. Это однозначно свидетельствовало о том, что ген иййе расположен в Х-хро- 

моСомеЕ. 

Таблица 2.4, Генотнпы н фенотнпы потомков при первичном нерасхожденни Х-хромосом 

у самок дрозофилы 

Таметы самки Гаметы самца 

„+ У 

Регулярные я и м/у 
самки, красные глаза самцы, белые глаза 

Исключительные А и н/н/У 
самки нежизнеспособны самки, белые глаза 

0 © % 
самцы, красные глаза нежизнеспособны 
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2.4.2. ВТОРИЧНОЕ НЕРАСХОЖДЕНИЕ 
Нерасхождение Х-хромосом у самок ХХУ называют вторичным нерасхождением. При 

скрещивании белоглазых самок ХХУ с нормальными красноглазыми самцами ХУ в 
потомстве появляется около 4% исключительных мух: белоглазых самок и красно- 
глазых самцов. Остальные потомки (их называют регулярными) -— это красноглазые 
самки и белоглазые самны. 

Во время мейоза у самок ХХУ возможны два типа конъюгации и расхождения 
хромосом (табл. 2.5). В результате могут образоваться яйцеклетки, содержащие толь- 

ко одну Х-хромосому, и яйцеклетки, содержащие две половые хромосомы: Х и У. 
При оплодотворении этих яйцеклеток сперматозоидами с Х-хромосомой должны 

появиться красноглазые самки двух типов; половина самок с набором ХХ и полови- 
на — с набором ХХУ. Цитологический анализ подтвердил это. При оплодотворении 

яйцеклеток сперматозоидом, несущим У-хромосому, дояжны появиться белоглазые 

самцы, причем половина из них должна иметь набор ХУ, а половина — ХУУ. Цитоло- 

тический анализ подтвердил и это. Если в яйцеклетку попадают две Х-хромосомы 
самки, то при оплодотворении такой яйцеклетки сперматозоидом с У-хромосомой в 
потомстве должны обнаруживаться «исключительные» белоглазые самки с набором 
хромосом ХХУ. При оплодотворении яйцеклетки, в которую попала только У-хромо- 

сома самки, сперматозоидом, несущим Х-хромосому, должны появиться красногла- 
зыс самцы ХУ. Цитологический анализ показал, что «исключительные» мухи и в 
этом случае — результат нерасхождения половых хромосом у самок ХХУ. 

В 1922 г. Лилиан Морган обнаружила самок дрозофилы, у которых частота нерас- 

хождения Х-хромосом составляла 100%, т.е. Я них обе Х-хромосомы всегда отходили 

к одному полюсу деления, и, следовательно, формировались яйцеклетки двухтипов: 
содержашие обе Х-хромосомы и не содержащие Х-хромосом. Эти самки кроме того 

были гомозиготны по гену уе!оу (у), обусловливающему желтую окраску тела и ще- 

Таблица 2.5. Генотипы и фенотипы потомков при вторичном нерасхождении Х-хромосом 

у самок ж/ж/У 

Вариянт конъюгации и расхождения Таметы самки Таметы самиа 

хромосом Хх У 
1 

Две Х-хромосомы конъюгируют Х м/и ИУ 
и расходятся, самки, красные глаза| самиы, белые глаза 
У-хромосома распределяется ХУ мину ву 
случайно самки, красные глаза| самцы, белые глаза 
Одна Х и У хромосомы хх АА н/н/У 
конъюгируют и расходятся, самки, нежизне- самки, белые глаза 
вторая Х-хромосома распре- способны 
делястся случайно У н/у У 

самцы, красные глаза| нежизнеспособны 
х АТ и/У 

самки, красные глаза| самцы, белые глаза. 

Ху нии У н/у 
[самки красные глаза| самцы, белые глаза 
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тинок. При скрещивании таких самок с самцами, имеющими нормальную окраску 

тела и щетинок, дочери всегда были похожи на мать, а сыновья всегда были похожи 

на отца. Цитологический анализ показал физическое сцепление Х-хромосом у таких 

самок. В их наборе хромосом обнаруживалась одна болыная метацентрическая хро- 

мосома, состоящая из двух Х-хромосом, и одна У-хромосома. 
Таким образом, сопоставление наследования признаков, сцепленных с полом, и 

нормального и аберрантного поведения половых хромосом, однозначно свидетельст- 

вовало отом, что гены, отвечающие за эти признаки, расположены в Х-хромосоме. 

2.5. ХРОМОСОМЫ - ГРУППЫ СЦЕПЛЕНИЯ ГЕНОВ 

Число признаков, наследование которых соответствует менделевским закономерно- 
стям, много больше, чем число пар хромосом. Следовательно, в одной хромосоме 
должно находиться много генов, контролирующих разные признаки. Гены, располо- 
женные в одной хромосоме, должны чаще наследоваться вместе, те. для них должен 
нарушаться закон Менделя о независимом наследовании. На заре развития генетики 
это был аргумент против хромосомной гипотезы наследственности. Однако по мере 

накопления данных ствновилось все более очевидным, что закон независимого на- 
следования действительно соблюлается не для любых пар признаков. Феномен сце- 
нления впервые установили в 1906 г. У. Бэтсон и Р. Пеннет, изучая наследование не- 

которых призиаков у душистого горошка. Они обнаружили, что у гибридов фактор, 

определяющий развитие удлиненных пыльцевых зерен (Г.), чаще попадает в те гаме- 
ты, куда попал и фактор фиолетовой окраски (В). Такое совместное наследование 

они назвали гаметическим сцеплением, Для других признаков, например, для окраски 
цветка и формы паруса, наоборот, было обнаружено, что фактор фиолетовой окра- 

ски (В) и фактор прямого паруса (Е) редко попадают в одну гамету. Бэтсон предпо- 

ложил, что в этом случае происходит «гаметическое оттолкивание» факторов друг от 
друга. Явления притяжения и отталкивания Бэтсон и Пеннет объяснили увеличени- 
ем числа гамет, несущих определенные сочетания наследственных факторов. Они 
никак не связали эти явления с хромосомной гипотезой наследственности. 

Классическими исследованиями сцепйенного наследования явились работы 
Т. Моргана и его сотрудников на дрозофиле. Довольно быстро у дрозофилы было об- 

наружено и проанализировано наследование сотен мутаций, изменяющих разнооб- 
разные признаки. Все тены можно было разделить на четыре группы, которые назва- 
ли группами сцепления. Число групп сцепления равно числу пар хромосом. Одна 
группа включала гены, контролирующие признаки, сцепленные с полом, две боль- 
шие группы и одна малочисленная — гены, контролирующие признаки, наследую- 
щиеся по менделевским правилам. Гены, относящиеся к одной группе, наследуются 
сцепленно, те. потомки чаще несут родительские комбинации признаков, Гены, 
принадлежащие к разным группам, наследуются независимо. У дрозофилы четыре 
пары хромосом и четыре группы сцепления, причем число генов, обнаруженных для 
каждой группы сцелления, коррелировало с длиной хромосомы, 

3-4167 
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Тот факт, что расположение генов в одной хромосоме приводит к нарушению за- 
ономерностей независимого наследования, можно показать для генов, локализо- 
анных в Х-хромосоме. Рассмотрим опыты А. Стертеванта по изучению совместно- 

> наследования признаков «белые гдаза» (ген у) и «желтое тело» (ген у). Легко по- 
азать, что гены, определяющие эти признаки, расположены в Х-хромосоме. Если 
амоку и/у и, гомозиготных по рецессивным генам, скрестить с самцами дикого ти- 

а, у’ и" /У в потомстве появятся самцы с фенотипом у и (желтое тело и белые гла- 
1) и гетерозиготные самки дикого типа. Скрешивание самок и самцов Е; является 
нализирующим, оно позволяет установить частоты гамет разных типов, образуе- 
ых гетерозиготными самками. В Е, было получено: 

Р Фуниуюх 6 унич/ 
Е Ф уни ых 6 ум/У 
Е, Фенотип Число потомков 

++ 8093 
+и 93 
У+ 81 

у 6672 

Всего 14939 

Подавляющее большинство потомков (+ + и у) имеет родительские комбинации 

снов. Число потомков + тиу +, с новыми комбинациями генов (рекомбинантные по- 
омки) составляет всего 1,2%. Итак, новые комбинации появились, но не в том соот- 
юшении, которое ожидается при независимом наследовании признаков (1:1:1:1). 

Скрещивание желтых самок с белоглазыми самцами в Е, дает гетерозиготных са- 

ок, но в отличие от предыдущего случая мутации у и и находятся у них в транс-по- 

южении, те. в разных хромосомах. Анализирующее скрещивание дало следующие 
юзультаты: 

Р Фуирннх 6 уни 
Е, . Фунт шх буж/У 
Е, Фенотип Число потомков 

++ 86 

+" 4292 
У+ 4605 

_ Уи 44 

Всего 9027 

Вновь родительские комбинации признаков (+ жиу +) обнаруживаются у боль- 

цинства потомков, а рекомбинантные (+ + иун) — толькоу 1,4%. Доли рекомби- 

антных потомков в двух ЭКСпериментах практически равны. Показано, что для ка- 
клой пары сцепленных тенов характерна определенная доля рекомбинантных по- 
омков, не зависящая от направления скрещивания и родительских комбинаций ге- 

юв. Для разных генов частота рекомбинации варьирует от 0 до 50%. На основании 

вучения частот рекомбинации между сцепленными генами строят генетические 
арты хромосом (гл. 7). 
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2.6. ТЕОРИЯ НАСЛЕДСТВЕННОСТИ ТО. МОРГАНА 

Суммируя данные о независимом и сцепленном наследовании признаков, о насле- 

довании, сцепленном с полом, о связи нарушения поведения хромосом и отклоне- 
ния от закономерностей наследования признаков у дрозофилы и других организмов, 
Морган и его сотрудники сформулировали основные положения хромосомной тео- 
рии наследственности. 
® Гены расположены в хромосомах линейно. 
® Гоны, расположенные в одной хромосоме, образуют группу сцепления, вслед- 

ствие чего они наследуются вместе. 
® Между гомологичными хромосомами может происходить кроссинговер, бла- 

годаря чему образуются новые сочетания генов. 
» Сила сцепления обратно пропорциональна расстоянию между генами. 

Какие именно компоненты хромосом являются генами, каковы размеры генов и 
их внутренняя структура еще предстояло выяснить. 

2.7. ТИПЫ НАСЛЕДОВАНИЯ ПРИЗНАКОВ 
Характер наследования, прослеживаемый в чреде поколений, определяется тем, доми- 

нантный или рецессивный признак исследуется, и в какой хромосоме локализован ген, 

контролирующий этот признак. При появлении потомка, несущего признак, которого не 
было ни уродителей, ни у других изученных прелков, возникает ряд вопросов: наследст- 
венный ли это признак, является ли он проявлением новой доминантной мутации или 

результатом гетерозиготности родителей по рецессивной мутации? Для ответа на эти во- 

просы необходимо проанализировать результаты реципрокных (Р| и Е.), возвратных и 

анализирующего скрещиваний. Если в одном скрещивании самки имеют признак А, а 
самцы — а, ав другом наоборот: самки несут признака, асамцы — А,то эти скрещивания 
называются реципрокными. Одно изних — прямое, другое — обратное. Нетобщепринято- 

го правила, какое направление считать прямым, а какое — обратным, важно, чтобы фено- 

типы родителей в этих скрещиваниях реципрокно различались. В данном пособии «пря- 

мым» принято считать такое направление, когда дминантный признак вносят матери. 

Возвратными называют скрещивания гибридов первого поколения (Е) с родительскими 

формами. Термин «анализирующее скрещивание» определен в гл. Г. На основании ре- 

зультатов скрещиваний можно определить 5 типов наследования признаков: аутосомно- 
доминантный, аутосомно-рецессивный, сцепленный с полом доминантный, сцепленный с по- 

лом рецессивный и голандрический. 

Учеловека типы наследования признаков устанавливаются при изучении семей- 
ных родословных с помощью клинико-генеалогического метода. Для определения 
характера наследования того или иного заболевания необходимо ответить на не- 
сколько вопросов: проявляется ли данный признак в каждом поколении, с одинако- 
вой ли частотой данная болезнь встречается у мужчин и женщин и каково соотноше- 

ние больных и здоровых (гл. 19 и 21). Изучение родословных дает возможность, хотя 

и не всегда, определитьтип наследования. 
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Следует отметить, что деление признаков на доминантные и рецёссивные до- 

вольно условно и часто зависит от уровня анализа их проявления. Доминантность и 

рецессивность зависят не только от взаимодействия аллелей данного гена, но и от 

влияния других генов, а также от условий внешней среды. 

2.7.1, АУТОСОМНО-ДОМИНАНТНЫЙ ТИП НАСЛЕДОВАНИЯ 

Для этого типа наследования характерны следующие особенности: 

проявление признака в каждом поколении; 

нроявление признака вне зависимости от пола; 

одинаковые соотношения фенотипов самок и самцов в Р; ивР, прямого и об- 
ратного скрещивания. . 

Ниже, приведена схема прямого и обратного скрешивания мутантных И/Й’ и 

пормальных +/+ мух. Предлагаемые схемы скрещиваний базируются на генетиче- 

ской поменклатуре дрозофилы. Гену принято давать полное название, состоящее из 
одного или нескольких английских слов, отражающих его основное фенотипиче- 

ское проявление, и символ. Символ гена всегда начинается с той же буквы, что и 

полное название. При этом название мутантного доминантного аллеля пишется с 

заглавной буквы, а рецессивного — со строчной. Например, у дрозофилы ген 

ини, обозначаемый символом И’, определяет развитие доминантного признака 

«нерасиравленные, сморщенные крылья»; ген фиомн, символ би, определяет разви- 

тис рецоссивного признака «коричневые глаза». Нормальные аллели, контролирую- 

1цие развитие признаков дикого типа, обозначают знаком +. При этом возможны два 

способа написания: или знак + в надстрочном индексе Й”*, или просто +, Наклонная 

черта обозначает гомологичные хромосомы. 

Ирямое скрещивание 

Р: Ф ИИИх © +/+ 
Е: $ И//+х 6 И/+ 
Р; Фи $ 4 И, 1/2 В+; +/+ 

Обратное скрещивание 

Р: ® +/+х $ ИИ 
Р: $ И/нх 6 И//+ 
Е; Фи $ ИА ии" 1/2 ИИ; 4+ + 

Как видно из схемы, мутантный признак И/ниК/еа проявляется в гетерозиготном 

состоянии у гибридов первого поколения. В первом и втором поколении признак 

проявляется вне зависимости от пола, и соотношения фенотипов одинаковы в пря- 

мом и обратном скрещиваниях. Сходство результатов прямого и обратного скрещи- 
ваний свидетельствует об аутосомном типе наследования. Таким образом, ИмиКе4 — 

доминантный признак, развитие которого определяется аутосомным геном, 
У некоторых видов животных, например, крупных млекопитающих, сельскохо- 

зяйственных животных, постановка экспериментальных скрещиваний невозможна. 
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Рис. 2.6. Наследование извитой 
нерсти у айрширской породы круп- 
вого рогатого скота. (Из; Хатт, 1969) и ъ 5 и ор 

Квадратами обозначены особи мужско- п ы Ф 

го пола, кружками особи женского пола, 
римские цифры указывают номера по- 

Ш 
колений. Черные кружки и квадраты — 

животные с извитой шерстью. 

В таких случаях составляют родословные, в которых прослеживается наследование 

нризнака в нескольких поколениях. На рис. 2.6 приведена родословная, иллюстри- 

рующая наследование извитости шерстного покрова уайрширской породы крупно- 

го рогатого скота. Из родословной видно, что признак присутствует в каждом поко- 

лении и его проявление не зависит от пола, что является свидетельством аутосомно- 

доминантного типа наследования. 

2.7.2. АУТОСОМНО-РЕЦЕССИВНЫЙ ТИП НАСЛЕДОВАНИЯ 

Для этого типа наследования характерны следующие особенности: 
* отсугствие признака у гибридов первого поколения; 
» проявление признака вне зависимости от пола в Е› любого направления скре- 

щивания; 
® проявление ренессивного признака у 1/4 потомков при скрещивании гетеро- 

зиготных родителей (Аа х Аа) или у 1/2 — при анализирующем скрещивании 
(Авх аа). 

Рис. 2.7. Наследование отсутствия шерст- шт 
ного покрова у гернсейской породы круп- 
ного рогатого скота. (Из: Хатт, 1969) 

Точки внутри кружков и квадратов указывают 

на предполагаемое гетерозиготное носи- ТУ 

тельство мутантного гена, животные в каждом 

поколении пронумерованы арабскими циф- 

рами слева направо. 
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Эти особенности проявляются у И/* — рецессивного аллеля гена И/ (см. схему вы- 
1е). 
По аутосомно-рецессивному типу наследуется отсутствие шерсти у телят герн- 

сйской породы. На родословной, представленной на рис. 2.7, видно, что М3 и \1 

меют общего отца Ш.3. Кровнородственное скрещивание увеличило вероятность 

ередачи общего мутантного гена от [.3 к потомкам в четвертом и пятом поколени- 
х, В них родились бесперстные телята как мужского, так и женского пола от здоро- 
ых родителей, что возможно только при аугосомно-рецессивном типе наследова- 
1ия мутантного признака. 

2.7.3, ДОМИНАНТНЫЙ, СЦЕПЛЕННЫЙ С полом 
ТИП НАСЛЕДОВАНИЯ 

жобенности доминантного сцепленного с полом типа наследования можно рас- 
‚мотреть на примере гена СопДиеп5, Со (толстые, дельтовидные жилки на крыле) у 

розофилы. В прямом скрещивании самки и самцы первого поколения имеют му- 
витный фенотил (см. схему). Во втором поколении наблюдается расщепление 

3/4 Со :1/4 Со*. При этом нормальный фенотип (Со*) проявляется только у самцов. 

3 обрагиюм скрещивании в первом поколении наблюдается крисс-кросс-наслелова- 
ие; дочери похожи на отца, а сыновья — на мать. Соотношение мутантных и нор- 
иальных особей в первом и втором поколениях составляет 1:1. Различные расщепле- 
1ия но фенотипу при разных направлениях скрешиваний свидетельствуют о сцеплен- 
юм с полом наследовании (о роли У— хромосомы в детерминации пола см. в гл. 8). 

Прямое скрещивание 

Р: $ Со/Сох $ +/У 
Е: ® Со/+х 6 СХ 
Ро; 1/4 $ Со/Оо; 4 ® сор; 4 $ бо 4 $ +/У 

Обратное скрещивание 

Р: 9 +/+х 6 Со/У 
у: ® +/Сох 6 +/У 
БА © ++; © +/Со; А + М4 6 бо 

2.7.4. РЕЦЕССИВНЫЙ, СЦЕПЛЕННЫЙ С ПОЛОМ 
ТИП НАСЛЕДОВАНИЯ 

Для этого типа наследования характерны следующие особенности (речь идет о 

видах, у которых женские особи несут две Х-хромосомы, а мужские — ХУ): 
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® проявление рецессивного признака только у самцов Р, в прямом скрешина- 
нии (самки, гомозиготные по доминантномуаллелю с самцами, гемизиготны- 
ми по рецессивному аллелю) или передача признака от «деда» К «внуку»; 

® крисс-кросс-наследование признаков, т.е. передача признака противополож- 
ному полу при скрещивании гомозиготной по рецессивному аллелю самки с 
самцом, темизиготным по доминантному аллелю (обратное скрещивание); 

* различное расщепление по фенотипу в Е, при разных направлениях скреци- 
ваний. Проявление рецессивного признака в Е. у 1/4 особей при прямом на- 

правлении иу 1/2 особей какв Е,, таки в Е. при обратном направлении скре- 

щивания. По такому типу наслелуется, например, мутация зййе у дрозофилы 

{см. разд. 2.3) 
Порецессивному, сцепленному с полом типу наследуется гемофилия у человеке. иу 

собак. На рис. 2.8 приведена родословная кейрн-терьеров, в которой прослеживается 

наследование гемофилии тила В, или болезни Кристмаса. Видно, что от этого заболе- 

вания страдают в основном особи мужского пола, и заболевание передается от самок- 

носительниц рецессивного гена к половине их сыновей. 

оо “| в 

и синоо 
> 

Рис. 2.8. Наследование сцепленной с полом гемофилии у кейрн-терьеров. (Обозначения 
см. рис. 2.6 ирис. 2.7) 

2.7.5. ГОЛАНДРИЧЕСКИЙ ТИП НАСЛЕДОВАНИЯ 

Для этого типа наследования характерна передача признака от отца ксыну. У-хромо- 

сома человека в основном генетически инертна. Определены функции всего не- 

скольких генов У-хромосомы, контролирующих детерминацию пола, формирова- 
ние яичек и процесс сперматогенеза (гл. 8). Из морфологических признаков, насле- 

дуемых сцепленно с У-хромосомой, наиболее известна волосатость ушей, Возмож- 

но, со временем будут выявлены и другие признаки. 
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СТРУКТУРА И ФУНКЦИИ 
ГЕНЕТИЧЕСКОГО МАТЕРИАЛА 

3.1. ОСНОВНЫЕ ЭТАПЫ РАЗВИТИЯ 

ПРЕДСТАВЛЕНИЙ 0 ГЕНЕ 

3,11, ДИСКРЕТНОСТЬ ЕДИНИЦ НАСЛЕДСТВЕННОСТИ - 
ФАКТОРОВ ПО Г, МЕНДЕЛЮ 

[а нротяжении ХХ столетия благодаря совершенствованию методов исследования 

ани представления о том, что такое тен, как он устроен и какова его функция в 
леткс и в организме в целом, постоянно развивались. 
Существование дискретных единиц наследственности, было постулировано 

Ленделем в его работе «Опыты над растительными гибридами». Анализируя резуль- 

ты скрещиваний различных линий гороха, он пришел к выводу, что отдельные 
ризнаки контролируются некими факторами, которые не исчезают, не сливаются, 
комбинируются и проявляются у потомков в определенных численных соотноще- 
иях (3:1; 9:3:31 и др.). В 1909 г. В. Иогансен предложил называть единицы наслед- 
гпенности генами, совокупность генов организма — генотипом, а их проявление фе- 
отином, 

3.1.2, ГЕН - ЕДИНИЦА МУТАЦИИ, РЕКОМБИНАЦИИ И ФУНКЦИИ 

$ середине 20-х гг. ХХ века, в значительной степени благодаря работам Т. Морганаи 

го сотрудников, сложилось представление о гене, как единице мутации, рекомби- 
зации и фупкции. В те годы генетический анализ рецессивных мутаций проводился 
помошью функционального и рекомбинационного тестов на аллелизм. 
Функциональный тест. Функциональное сходство рецессивных аллелей одного ге- 

и определялось по проявлению мутантного фенотипа у гетерозигот. Проявление 
юрмального фенотипа у гетерозигот считалось доказательством неаллельности ре- 
ессивных мутаций. Однако этот тест оказался недостаточно точным, потому что в 
удельных, редких случаях гетерозиготы по аллелям одного гена могут иметь нор- 
чальный фенотип. Кроме того, функциональный тест не применим к доминантным 
иллелям, так как гетерозиготы по нормальному доминантному (+) и рецессивному 
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Обозначения: 

36+ - нормальные мухи 

[3 -общие отсутствующие щетинки 

272} - шетинки есть 

Рис. 3.1. Ступенчатый 
аллелизм 

(а) аллелю олного гена (а /-), также как и гетерозиготы по аллелям различныхтенов 

(а/+ 6/+), имеют обычно нормальный фенотип. В конце 40-х годов Э. Льюис пред- 

ложил более точный и информативный цис-транс-тест для определения аллельности 

мутаций (см. ниже). 

Рекомбинационный тест. Согласно этому тесту мутации признавались неаллель- 

ными, если между ними происходил кроссинговер. Однако в более поздних исследо- 

ваниях 40—50-х годов при увеличении разрешающей возможности генетического 

анализа было показано, что кроссинговер имеет место и в пределах одного гена, хо- 

тя и с низкой частотой, измеряемой в сотых и тысячных долях процента. С другой 

стороны, есть участки хромосом (прицентромерные и прителомерные), в которых 

кроссинговер между соседними генами затруднен, и поэтому его отсутствие в таких 

участках не является доказательством аллельности мутаций. 

Разренающие возможности применяемых методов анализа были таковы, что ген 

можно было определить только, как часть хромосомы, неделимую при возникнове- 

нии мутаций и в процессе рекомбинации с другими тенами. 

Однако уже в 1929 г, появились экспериментальные доказательства делимости ге- 

на. А.С. Серебровский и Н.П. Дубинин выявили сложное строение тена аспаее зсше 

(редукция шетинок). Мутации отдельных участков этого сложного гена вызывают 

отсутствие разных щетинок. В случае перекрывания этих участков {«центров», по 

терминологии авторов) в локусе ас 5с угетерозигот отсутствуют только общие щетин- 

ки. У ОгозорйИа тейаповазег задний отдел груди сие ито имеет 4 щетинки. Если у гомо- 

зигот 522/ 5? отсутствуют щетинки 1,2, 3, ау мутантов зс'/ 5 —2, 3, 4, тогдау комиаун- 

дов, те. гетерозигот по аллелям одного гена 5с?/ с, будут отсутствовать шетинки 2и3 

(рис. 3.1.), Такое явление было названо ступенчатым аллелизмом. 

На примере различных мутаций локуса ас 5с авторами было по зано, что ген не 

всегда мутирует как единое целое: мутации могут затрагивать различные его участки. 

Новаторская идея о делимости гена не сразу получила признание среди генетиков, 

однако множество данных, полученных на различных объектах, в коние КОНЦОВ убе- 

дили генетическое сообщество втом, что ген не является елиницей мутаци
и и реком- 

бинации. 

3.1,3, ОДИНГЕН - ОДИН ФЕРМЕНТ 

В 1899 и 1901 гг. в различных журналах были опубликованы сообщения А. Гэррода о 

семейных случаях алкаптонурии (пигментация соединительной ткани, артрит, моча 

черного цвета). В 1/4 этих семей браки были заключены между двоюро
дными брать- 

ями и сестрами (лвоюродными сибсами), что указывало на рецессивный характер 
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аследования данного заболевания, В 1908 г. А. Рэррод высказал предположение о 

гом, что алкаптонурия обусловлена врожденной ошибкой метаболизма. Идея А. Гэр- 

эода о наследственной природе нарушений обмена веществ получила свое развитие 
з работах Дж. Билла, Б. Эфрусси и Э. Тэйтума. В 30-е г. Дж. Билл и Б. Эфрусси на ос- 

новании своих работ на дрозофиле пришли к выводу, что мутации блокируют опре- 
челенные этапы биосинтеза того или иного конечного продукта (гл. 5). В 50-е гг. Дж. 

Бидл и Э. Тэйтум, изучая коллекцию УФ-индуцированных мутантов нейроспоры, 
заключили, что неспособность каждого из этих штаммов синтезировать какую-то 
энределенную аминокислоту связана с наследственным нарушением фермента, 
контролирующего данный этап биосинтеза. Так было сформулировано важнейшее 

положение биохимической генетики: «один ген — один фермент». Это положение 
означает, что один ген кодирует фермент, катализирующий одну из биохимических 
реакций. 

3.1.4. ДОКАЗАТЕЛЬСТВО ГЕНЕТИЧЕСКОЙ РОЛИ 
МОЛЕКУЛЫ ДНК И ОТКРЫТИЕ ЕЁ 
СТРУКТУРНОЙ ОРГАНИЗАЦИИ 

К 1944г. О. Эйвери и его коллеги К. Маклеод и М. Маккарти открыли трансформи- 

рующую активность ДНКу пневмококков. Эти авторы продолжили работу риффи- 

та, описавшего феномен трансформации (передачи наследственных признаков) у 

бактерий. О. Эйвери, К. Маклеод, М. Маккарти показали, что при удалении белков, 

нолисахаридов и РНК трансформация бактерий не нарушается, а при воздействии 
на индуцирующее вещество ферментом дезоксирибонуклеазой трансформирующая 
активность исчезает. В этих экспериментах впервые была продемонстрирована гене- 
тическая роль молекулы ДНК (рис. 3.2), В 1952 г. А. Херши и М. Чейз подтвердили 
генетическую роль молекулы ДНК в опытах на бактериофаге Т2. Пометив его белок 

ралисактивной серой 355, а ДНК -— радиоактивным фосфором 32Р, они инфицирова- 

ДНК выделяют 
и добавляют к шероховатым 

чи) бактериям 

В тканях мертвой | у 
Мышь мыши онариены Бактерии 

живы ие содержат 
Гладкие бактерии, умирает бактерии у 

убитые нагреванием 
+ | 

— г = Трансформация 
живые шероховатые бактерии 

Се 

Рис. 3.2. Трансформация. (Из: Льюин, 1987) 

Образуются 
гладкие бактерии 
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Для заражения бактерий 
используют фаги с ДНК, 
меченной 32р (®), и белком, 
меченным 3551) 

Фаговые 
оболочки 

раженные 

содержат 80% ат 

метки 5 
70% метки 
зар (в) 

В потомстве фага 2^ м 
обнаружено 30% 1 А 
метки 32р (®) 
и менее 1% метки 355 = < 

Рис. 3.3. Трансдукция. (Из: Льюин, 1987) 

ли этим бактериальным вирусом кищечную палочку Е. сой. В потомстве фага было 

выявлено большое количество радиоактивного фосфора и лишь следы 355. Отсюда 
следовало, что именно ДНК, а не белок фага проникает в бактерию, а затем после ре- 

пликации передается фаговому потомству (рис. 3.3). 

В 1953 г. двум американским ученым -- генетику Джеймсу Уотсону и физику 

Френсису Крику удалось разгадать, как устроена молекула ДНК. Предложенная ими 

модель была основана на данных рентгено-структурного анализа ДНК, проведенно- 
го Морисом Уилкинсом и Розалинд Франклин, и учитывала правило эквивалентно- 
сти Чаргаффа, согласно которому молярные отношения пуриновых и пиримидино- 

вых азотистых оснований вДНК близки к 1:1, те. содержание А =Т,аС = С (струк- 

тура молекулы ДНК описана в разд. 3.2.}. Дальнейшие исследования показали, ка- 

ким образом относительно просто устроенная молекула справляется со своей гене- 
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тической ролью, Оказалось, что ДНК переласт наслелственную информацию в мат- 

ричных процессах репликации и транскрипции. Наличие же всего четырех азоти- 
стых оснований, которые в различных сочетаниях организованы в триллетные ко- 
лирующие единицы — кодоны, не ограничивает возможности выполнения этой мо- 
лскулой своих генетических функций, поскольку различная последовательность ос- 
нований и их соотношение (А+Т)/(©-+С) обеспечивают генетическое разнообразие 

видов и индивидуумов. 

3,1,5, ОДИНГЕН - ОДНА ПОЛИПЕПТИДНАЯ ЦЕПЬ 

В 1957 г. Дж. Ингрем показал, что тяжелая анемия у человека, при которой эритро- 

циты приобретают форму серпа (так называемая «серповидноклеточная анемия»), 

обусловлена изменением аминокислотного состава гемоглобина. Но поскольку ге- 
моглобин состоит из двух а- и двух В-субъединиц, то естественно было предполо- 
жить, что каждая из субъединиц имеет собственную генетическую детерминанту, В 
связи с тем, что белки могут состоять из различных полипептидных цепей, кодиру- 
смых разными генами, гипотеза «один ген — один фермент» получила более точную 
рормулировку: «один ген — одна полипептидная цепь», те. один ген контролирует 
синтез одной полипептидной цепи 

3,1,6, ГЕН - ЦИСТРОН 

В середине ХХ века чрезвычайно популярным объектом генетических исследований 

стал бактериофаг Т4. Быстрота размножения этого бактериального вируса и огром- 

ная численность дочерних популяций позволяла анализировать редкие генетиче- 

ские события, например рекомбинацию мутантных аллелей в пределах одного гена 

(впутригенная рекомбинация). Анализируя большую коллекцию мутантов по области 

7] фага Т4, американский генетик Сеймур Бензер использовал в своей работе мето- 

ды, позволявшие ему отличить мутации одного гена от мутаций различных генов и 

локализовать их на генетической карте. Аллельность мутаций определялась с помо- 

щью цис-транс-теста (метода, предложенного Эдвардом Льюисом для исследования 

мутаций у дрозофилы; с помощью именно этого метода Льюису удалось показать, 

что две мутации 5” и амего 4, обусловливающщие грубые, маленькие глаза у дрозо- 

филы, являются мутапиями различных генов). 

Цис-транс-тест основан на сравнении фенотипов гетерозигот с цис- и транс-по- 

ложениями аллелей, Цис-гетерозиготы (аллели локализованы в одной из гомологич- 

ных хромосом) как по аллельным, так и неаллельным мутациям имеют нормальный 

фенотип. У транс-гетерозигот по аллельным мутациям (аллели расположены в раз- 

ных гомологах) фенотип мутантный, а по неаллельным мутациям — нормальный 

рис. ЗА и 3.5). 

В отличие от диплоидных организмов, для которых был предложен цис-транс- 

тест, бактериофаг гаплоиден. Однако когда молекулы ДНК различных фаговых час- 

тиц проникают в бактериальную клетку, часть генов оказывается в диплоидном со- 
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Рис. 3.4. Цис- и 
транс-тетерозиготы по #34 + + #4 + 13 
аллелям одного гена, мини 1 кробсинове | — иммиииаиия ос» | 

Цис-гехерозигота имест С па | я он и | 
нормальный фенотип, + + р3 + + + 
а пранс-гетерозигота — 

мутантный 
Транс- гетерозигота; Цис- гетерозигота: 
мутантный фенотип нормальный фенотия 

7Б + ть 7 
Рис. 3.5. Цис- И транс- 
гетерозиготы по аллелям——=———— — + 

различных тенов. Нор- =—__ * 
мальный фенотип имеют 2 + ы 
цис- и транс-гетерози- — Транс-гетерозигота: Цис- гетерозигота: 
готы. нормальный фенотий, нормальный фенотип 

стоянии. Между этими генами, а также внутри них (с низкой частотой может проис- 

ходить рекомбинация). Расстояние между мутантными сайтами в пределах одного ге- 

на можно определить по частоте рекомбинантов дикого типа. 

С помощью цис-транс-теста, С. Бензер разбил область ПТ на два функциональ- 

ных участка А и В, позднее названных цистронами (рис. 3.6). 

Размер цистрона может быть определен в единицах рекомбинации на генетиче- 

ской карте и/или внуклеотидных парах, поскольку цистрон занимает определенный 

участок молекулы ДИК. Длина кистрона ПА составляет примерно в 2400 п.н., аг!1 

В — 1200 п.н. В настоящее время термин «цистрон» употребляется крайне редко, по 

сути дела этот термин является синонимом термина «ген», 
По мере изучения молекулярной структуры гена, атакже механизмов транскрип- 

ции и трансляции стало очевидным, что представление о гене как о единице фуик- 

ции подлежит уточнению: более того, изменилось и наше представление о том, что 

есть функция тена. В домолекулярный период развигия генетики под функцией гена 

понимали признаки, им определяемые (например, желтая и зелёная окраска семян 

гороха, ярко-красные (уенийюн) и белые глаза (иййе) у дрозофилы, атаксия (ах) у 

мышей и др.). Если за функцию принимать синтез определенного белка, то в резуль- 

тате особенностей транскрипции эукариотических генов, или вследствие различных 

мутаций, такие гены, как нам теперь известно, могутдетерминировать синтез белков 

с разными функциями. В медицинской генетике существует понятие «аллельная сс- 

рия» — группа нозологически самостоятельных заболеваний, вызванных различиы- 

ми мутациями одного гена, Так различные мутации в гене РМР22 17-й хромосомы 

являются причиной; 1) моторно-сенсорной нейропатии 1А, 2) наследственной ней- 

ропатии с предрасположенностью к параличам от сдавления и 3) болезни Дежери- 

на-—Сотта (см. гл. 21). 
Межтениая и межаллельиая комплемеитация. Под межгенной комплементакией по- 

нимают способность неаллельных генов в мранс-положении у гетерозигот детерми- 

нировать продукты, которые обусловливают проявление нормального фенотипа. Ес- 



10 единиц карты . СЫ 
— йо а ыь.Ё 

= А цистрон—1-В цистрон 

1 единица карты = "47 7104 "1011037105106 "51 #102 

155 278 27127 240 

Рис. 3. 6. Генетическая карта района 1 фага Т4. (Из: Айала и Кайгер, 1988) 

Цифры указывают расстояние в процентах рекомбинантов дикого типа, возникающих при скрещивании мутантных фагов. 

рупшанаг кото 1 изб 
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ли мутации принадлежат разным генам, активность фермента в транс- и цис-поло- 

жении должна быть одинакова, поскольку в обоих случаях возникает дигетерозигота 

по данным генам. 

Если мутации затрагивают один и тот же ген, ожидается разница ферментативной 

активности у цис- и транс-гетерозигот. Так при цис-положении мутаций гетерозиго- 

та несет в одной из гомологичных хромосом аллель дикого типа, а при транс-поло- 

жении возникает комнаунд двух мутантных аллелей, который если и обеспечивает 

ферментативную активность, то меньшую, чем цис-гетерозигота. 

Проявление нормального фенотипа у транс-гетерозигот по аллелям одното гена. 

называется межаллельной (внутриеенной) комплементацией. При межаллельной ком- 

плементации хотя и образуется активный фермент, но мутационные изменения со- 

храняются, они только скрыты и выявляются при экстремальных условиях. Предпо- 

лагается, что причиной исправления белка при межаллельной комплементации яв- 

ляется взаимодействие между по-разному измененными субъединицами за счет ме- 

ханизма конформационных взаимодействий. Активный фермент, возникающий при 

межаллельной комплементации, состоит из двух мономеров по одному от каждого 
родителя. 

Псевдоаллелизм. Между мутантными сайтами (участками) одного гена может 

происходить кроссинговер. В 50-х годах такого типа аллели было предложено назы- 

вать нсевлоаллелями или гетероаллелями. Каждый мутантный сайт в гомозиготном 

состоянии представляет один из рецессивных аллелей гена. При скрещивании таких 

мутантов, можно получить транс-гетерозиготу по аллелям одного гена. Расстояние 

между различными сайтами сложного гена определяют по частоте появления цис-ге- 

терозиготных, нормальных по фенотипу особей, среди потомков иранс-гетерозигот- 

ных мутантных организмов. 

Первая генетическая карта сложного гена была составлена супругами М. и К, 

Трин. Изучая ген юзенве у дрозофилы (гладкие глаза, без фасеток) с помощью цис- 

транс-теста, они показали наличие, по крайней мере, трех групп аллелей, разделя- 

емых кроссинговером. 

3.1.7. ГЕН - УЧАСТОК ДНК (ИЛИ РНК У НЕКОТОРЫХ ВИРУСОВ} 

Современное представление о структуре гена, его функционировании, регуляции 
его активности складывалось во второй половине ХХ века. Важными вехами на этом 
пути стали: 

® открытие двухспиральной структуры ДНК; 

® выделение РНК и выяснение ее роли в передаче наследственной информации 

отДНК к РНК и белку; 

® расшифровка генетического кода, 

В 1961 г М. Ниренберг и Дж. Матеи открыли колирующие свойства синтетиче- 

ских полирибонуклеотилов в бесклеточных системах трансляции. Было показано, 
что ЦП кодирует фенилаланин, ААА — лизин, ССС — пролин. В {964 г. генетиче- 
скнй код был расшифрован полностью. Стало очевидно, что ген представляет собой 

определенную последовательность нуклеотидов в молекуле ДНК. При этом каждые 
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‘три основания в цепи ДНК кодируют одпу аминокислоту в соответствующих ноли- 
иептидных цепях. 

В отличие от генов, кодирующих белки, процесс считывания информации с ге- 

нов рибосомной РНК (рРНК) и транспортной РНК (тРНК) заканчивается на их 
транскрипции. С 1966 г, методом гибридизации ДНК с радиоактивно меченной РНК 

изучалась локализация генов рРНК у ряда объектов, Оказалось, что локусы рибо- 

сомных генов 185 и 285 чаше расположены вгетерохроматиновых прицентромерной 

и теломерной областях хромосом. У человека рибосомные гены картируются в ко- 

ротких плечах акроцентрических хромосом. Гены 55-рРНК, как правило, выявляют- 

ся в различных хромосомах и вне ядрышкового организатора. 
Во второй половине 70-х гг. появились данные о локализации генов тРНК у 

Ё. со!, дрожжей, Хепориз еб, ОпозорйЙа теаповаяег. Гены, кодирующие рибосом - 

ную и транспортную РНК были отнесены к генам «домашнего хозяйства», посколь- 

ку работают в каждой клетке и необходимы для поддержания ее жизнеспособности, 
Однако в отличие от генов рРНК, гены тРНК диспергированы по геному. 

Бурное развитие молекулярной биологии, появление новых методов и приборов, 

в частности секвенаторов, сделало возможным изучение структуры генов у 
зукаритов. 

Цервыми в конце 70-х гг. были расшифрованы нуклеотидные последовательно- 

сти В- и а-глобиновых генов человека, Оказалось, что эукариотические гены устро- 

ены сложнее, чем гены прокариотов. Они имеют мозаичную структуру и состоят из 
кодирующих участков — экзоиов и расположенных между ними некодирующих об- 
ластей — интронов. При транскрипции ДНК считывается целиком, а затем образо- 

вавшаяся пре-мРНК подвергается созреванию (процессивгу): Участки РНК транс- 

ДНК 

Первичный транскрипт 
Процессинг 

СЕТ ЕЕ РЕ: ВААААААААА 

12345 Функциональная мРНК 

Трансляция 

Белок 

Рис. 3.7. Сплайсинг матричной РНК. (Из: Глик и Пастернак, 2002} 
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Рис. 3.8. Альтернативный сплайсинг пре-мРНК. гена о-тропомиозина, (По: Спйй$ 
сга[., 2000) 

крибированные с интронов, вырезаются, а участки РНК, ситезированные на экзо- 

нах, сшиваются (сплайсинг) (рис. 3.7). Наряду с последовательным вырезанием ин- 

тронов, существует еще и альтернативный сплайсинг, в результате которого экзоны 

одного гена соединяются в разных комбинациях с образованием различных зрелых 
мРНК (рис. 3.8). Это явление в корне изменило представление о гене, как единице 

наследственности, кодирующей только одну полицептидную цепь, Вот лочему в со- 
временной генетической литературе нет единого общепринятого определения тер- 
мина «ген». Так, в основу одних определений положена структурная организация ге- 

на, других — функция в организме, в третьих определениях — ген рассматривается 
как единица в процессе транскрипции, в четвертых — к перечисленным функциям 
добавляется возможность транскрипции с одного гена нескольких вариантов мРНК. 

Мы предлагаем расширенное определение термина «тен» с учетом его структурных и 
функциональных особенностей. 

Структурный ген — это участок ДНК или РЕК (у некоторых вирусов), определяю- 

щий линейную последовательность полипептидной цепи или одной молекулы тРНК или 

рРЕК. За счет разных рамок считывания, альтернативного сплайсинга ® различных 
иромоторов (см. гл. 12) с одного гена могут быть транскрибированы несколько 
мРНК, выполняющих сходные или различные функции. 

3.2. СТРУКТУРА МОЛЕКУЛЫ ДНК 

В 1953 г. Джеймс Уотсон и Френсис Крик, основываясь на данных рентгеноструктур- 

ного анализа кристаллов ДН К, пришли к выводу, что ее молекула состоит из двух по- 
лимерных цепей, образующих двойную спираль. ДНК — это полинуклеотид, сло- 

женный из отдельных «кирпичиков» мононуклеотидов. В состав мононуклеотидов 
входят нуклеозиды, соединенные остатками фосфорной кислоты. Каждый нуклео- 
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Тиблица 3.1. Номенклатура азотистых оснований, пуклеозидов и монопуклеотилов молекулы 
ДНК (по Т.Т. Березов, 1983) 

Азотистые основания Дезоксннуклеозилы: Лезексирибонуклеотилы Сокращенное 

обозначение 

Пуриновые Аденин (А) | Аденозин Адениловая кислота 

(аденозин-5’-монофосфат | АМР 
Ганин (С} | Гуанозин Гуаниловая кислота 

(гуанозин-5’-монофосфат)| СМР 
Пиримидиновые Цитозин (С) Цитидин Цитидиловая кислота 

(цитилин-5’-монофосфат) СМР 
Тимин (ТГ) Тимидин 'Тимидиловая кислота 

(тимидин-5’-монофосфат)| ТМР 

зид представляет собой одно из четырех азотистых оснований (аденин, тимин, гуа- 

иин, или цитозин), соединенное с остатком дезоксирибозы. 

В молекуле ДНК присутствуют нуклеотиды четырех типов: дезоксиаденозинмо- 

пофосфат (ЧАМР), дезоксигуанозинмонофосфат (&С МР), дезокситимилинмоно- 

фосфат (Ч@ТМР), дезоксицитидинмонофосфат (4СМР). Номенклатура азотистых ос- 
нований, нуклеозидов и мононуклеотидов молекулы ДНК представлена в табл. 3.1. 

ДНК имеет форму спирали, в которой основания разных цепей связаны между 

собой водородными связями. Цепи ДНК способны разделяться с помощью специ- 

альных ферментов и служить матрицами при синтезе дочерних молекул. Важнейшее 

свойство ДНК — комплементарность ее цепей. Это означает, что против аденина в 

одной из цепей всегда стоит тимин в другой цепи, гуанин всегда соединен с цитози- 
ном. Комплементарные пары аденин и тимин соединены двумя водородными свя- 

знми, а гуанин с цитозином тремя водородными связями. По наблюдению Эрвина 

Чаргаффа, сделанному им в 1951 г., относительные количества комплементарных 

нар оснований в молекуле ДНК равны, т.е. А =Т, В =С (правило Чаргаффа). Нес- 

мотря на это равенство, между разными видами организмов наблюдается значитель- 

ное различие по отношению (А + Т)/(С+С). Что касается индивидуальной измен- 

чивости, то она основана на различиях в последовательности оснований в кодирую- 

них и особенно в некодирующих участках генома. 

Помимо водородных связей между основаниями разных цепей стабильность 

двойной спирали ДНК обеспечивают гликозидные связи между азотистыми основа- 

ниями и остатками дезоксирибозы, а также фосфодиэфирные связи между двумя 

соседними остатками дезоксирибозы. 

ДНК может существовать в виде нескольких форм, различающихся числом пар 

оснований на виток, углом вращения между соседними парами оснований, рассто- 

янисм между парами оснований и диаметром спирали. В условиях #1 умо наиболее 

частой является правосторонняя В-форма, в которой одна цепь повернута вокруг 

другой по часовой стрелке. Имеется также и левосторонняя 7-форма (рис. 3.9). 

Какие же из перечисленных выше структурных и функциональных особенностей 

молекулы ДНК позволяют ей хранить и передавать наследственную информации от 

клетки к клетке, от поколения к поколению, обеспечивать новые комбинации при- 

знаков у потомства? 



Рис. 3.9. Дезоксирибонук- 
лсиновая кислота (ДНК). 
(По: Гилберт, 1995) 
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Репарация 
потенциальных 

мутаций 

Репликация 

Низкая частота 
спонтанных 
мутаций 

Передача генетической 
информации в матричных процессах 

транскрипции и трансляции 

Запись генетической 
информации в виде 
триплетного кода 

Стабильность 
для сохранения 
информации 

'ис. 3.10. Особенности ДНК как генетической молекулы 

{. Стабильность. Она обеспечивается водородными, гликозидными и фосфодиз- 
»ирными связями, а также механизмом репарации спонтанных и индуцированных 
овреждений; 7 

2. Способность к репликации. Благодаря этому механизму в соматических клет- 

ах сохраняется диплоидное число хромосом (см. гл. 2 и9). Схематично все перечис- 
енные особенности ДНК как генетической молекулы изображены на рис. 3.10. 

3. Наличие генетического кода. Последовательность оснований в ДНК с помо- 

цью процессов транскрипиии и трансляции преобразуется в последовательность 
минокислот в полипептидной цепи; 

4, Способность к генетической рекомбинации. Благодаря этому механизму обра- 

уются новые сочетания сцепленных генов, 

3.3. ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНАЯ ПЕРЕДАЧА 

ГЕНЕТИЧЕСКОЙ ИНФОРМАЦИИ В КЛЕТКЕ 

Зередача генетической информации в клетке основана на матричных процессах 

репликации, транскрипции, трансляции). Синтез дочерней цепи (репликация) мо- 

скулы ДНК происходит по матрице одной из двух родительских цепей с образова- 

ием новой двухцепочечной молекулы ДНК. Синтез молекулы РНК совершается в 

роцессе транскрипцви ДНК по матрице одной из двух цепей ДНК. Такая матрич- 

ая (информационная) РНК может рассматриваться как посредник между ДНК и 

жлком. Далее при синтезе белков генетическая информация, закодированная в по- 

:ледовательности триплетов азотистых оснований (кодонов), транслируется вами- 

зокислотную последовательность полипептидных цепей. Остановимся кратко на 

‹аждом из этих процессов. 

Репликация. Во время репликации происходит расхождение двух цепей ДНК, и 

хаждая из них служит матрицей для синтеза дочерней цепи (рис. 3.11.). Такой спо- 

206 репликации называется полуконсервативным. При этом дезоксирибонуклеоти- 

ды встраиваются в дочернюю цепь согласно правилу комплементарности азотистых 

энований (А —Т, С — С). Вновь образованная молекула состоит из одной родитель- 
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Родительская спираль 
ы ы Дезоксирибозо- 

фосфатный остов 

Рис. 3.11. Репликация ДНК. 
{Из: Сингер и Берг, 1998) 

<кой и одной дочерней цепи ДНК. Образование дочерних хромосом происходит на 

стадии синтеза (5) в интерфазе между митотическими делениями и перед первым де- 

лением мейоза (гл. 2). В анафазе удвоенные хромосомы расходятся по дочерним 

клеткам. Таким образом, без процесса репликации невозможно сохранение дипло- 

идного числа хоомосом в соматических клетках и образование гаплоидного набора 
хромосом в половых клетках после двух делений мейоза. Однако при делении клеток 
происходит не только сохранение числа хромосом, но и воспроизведение последова- 
тельности азотистых оснований в молекулах ДНК, основанное на комплементарно- 
сти пар оснований родительской и дочерней цепей ДНК. (Более подробно механизм 

репликации рассматривается в гл. 9.) 
Репарация. Система защиты клетки включает различные типы репарации повре- 

жденной молекулы ДНК. Этот процесс может быть одноэтапным и многоэтапным, 

происходить как на свету, так и втемноте (гл. 10). Например, при эксцизионной ре- 

парации, специальный фермент делает надрез возле поврежденного участка, а затем 
этот участок удаляется. На месте образовавшейся бреши происходит репаративный 

синтез ДНК по матрице неповрежденной пепи. Ферменты репликации в редких слу- 
чаях ошибочно вставляют в дочернюю пепь не комплементарное основание. Ошиб- 
ки репликации исправляют специальные ферменты с корректирующей функцией; 
они находят и удаляют некомплементарное основание. Затем происходит замена на 
основание, соответствующее правилу комплементарности (А —Т@-С). 

Рекомбииация. Образование новых сочетаний генов происходит в результате об- 
мена участками между гомологичными последовательностями ДНК (хкроссинговер) 

(рис. 3.12). В процессе кроссинговера происходит обмен участками между гомоло- 
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Рис 3.12, Кроссинго- 
вер между гомологич- 

РАТЬ с | 
ными хромосомами 

Направление движения фермента 

Место Комплементарная цепь ДНК Место 
закручивания расплетания 
цепей ДНК цепей ДНК 

Участок гибрида Участок 
РНК- ДНК элонгации 

Конец затравки и участок 
инициирующего нуклеотида 

ис. 3.13. Транскрипция. (Из: Сингер и Берг, 1998) 

‘ичными хромосомами. При этом, чем дальше расположены гены, тем более часто 
'роисходит между ними кроссинговер. Этот принцип был использован при постро- 
нии первых генетических карт у дрозофилы и кукурузы (гл. 7). 

Рекомбинация может иметь место и при незначительной гомологии нуклеотид- 
тых пар, например, при интеграции фагов в хромосому бактерий, и при фактиче- 
‘ком отсутствии этой гомологии в случае перемещения мобильных диспергирован- 
тых элементов по эукариотическим хромосомам. Последние два типа событий от- 
зосят к незаконной рекомбинации (гл. 11). 

'Транскрииция. Генетическая информация, записанная в последовательности ос- 
ований в молекуле ДНК, передается на молекулу рибонуклеиновой кислоты (РНК) 

; процессе транскрипции. РНК отличается от ДНК наличием в сахарофосфатном 

стове молекулы сахара рибозы вместо дезоксирибозы и другого азотистого основа- 
тия — урацила (вместо тимина), комплементарного аденину. Транскрипция ДНК — 

чагричный процесс, во время которого молекула РНК синтезируется по матрице од- 
той из двух пепей ДНК (рис. 3.13). При этом происходит локальное расплетение це- 

ей ДНК в транскрибируемом участке и присоединение рибонуклеотидных остат- 

‚ов к растущей цепи РНК. По окончании транскрипции каждого очередного участ- 

‘а молекулы ДНК ее двухспиральная структура восстанавливается. Транскрипния 
аканчилается на терминаторных последовательностях гена с отделением сиинтези- 
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Повторное использование субъединиц в новом цикле трансляции 

Рис. 3.14. Схема трансляции у эукариот, (Из; Гилберт, 1994) 

На стадии инициации собираются субъединицы 40$ и 60$ (выделены серым), мРНК и инициа- 

торная ТРНК, которая находится в комплексе с аминокислотой метионином(Ме!1. В ходе элон- 

гации трансляции к полисоме доставляются аминокислоты, между которыми образуются пеп- 
тидные связи. После образования в белке последней пептидной связи на одном из кодонов 
(ЧАС, УСА или ЦАА) заканчивается процесс трансляции. 

рованной одноцепочечной молекулы РНК. В процессе транскрипции участвуют не 

только специальные ферменты, но и многочисленные регуляторные белки (гл. [2). 
Такие белки взаимодействуют с регуляторными последовательностями генов, обес- 

печивая процесс начала и окончания транскрипции и уровень нарабатываемого пер- 

вичного продукта. 
Трансляция. Передача генетической информации с мРНК на белок носит назва- 

ние трансляции. Биосинтез белка происходит на цитоплазматических структурах, 
называемых рибосомами. Рибосома, продвигается вдоль мРНК, последовательно 

выбирая из среды те аминокислоты, соединенные с транспортными РНК (тРНК), 
которые соответствуют кодирующим последовательностям нуклеотидов (рис. 3.14.). 
При этом последовательность кодонов в зрелой молекуле РНК определяет последо- 

вательность аминокислот в полипептидной цепи. Генетический код состоит № 64 ко- 
донов. Трн из них — нонсенс-кодоны (на них заканчивается процесс трансляции), все 

остальные являются смысловыми, т.е. кодируют аминокислоты. Преобладание чис- 
ла кодонов (61) над числом кодируемых ими (20) свидетельствует о вырожденности 
генетического кода. Это означает, что одну и ту же аминокислоту могут коднровать 
от 2 до 6 триплетов. Вместе с тем один кодон может кодировать только одну амино- 
кислоту. Генетический код, записанный в хромосомах разных эукариотических орга- 
низмов, универсален, несколько отличается от него только мнтохондриальный код 
(гл. 15). 

Мутации могут возникнуть как в регуляторных, так и кодирующих участках ге- 
нов. Наиболее значимы мутации в кодирующих областях, так как приводят к изме- 

нению структуры первичного продукта гена (РНК или белка). Мутационной измен- 

чивости посвящены гл. 1Зи 14. 
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Лрежде чем говорить об организации геномау прокариот и эукариотостановимся на 

Жжповных отличиях этих надцарств живых организмов. К. прокариотам относятся 

‚рхебактерии и бактерии, в том числе цианобактерии, или синезеленые водоросли, 

жиовная особенность прокариот — отсутствие у них ядра с ядерной мембраной. Все 

латричные процессы (репликация, транскрипция, трансляция) у таких организмов 
‘овершаются в одном компартменте — цитоплазме (табл. 4.1). 

Кукариотам относятся как одноклеточные протисты: реснитчатые, эвгленовые, 

мебы, жгутиковые, солнечники, так и многоклеточные грибы, растения и живот- 

тыс. Число хромосом у эукариот колеблется отединиц до сотен; они расположены в 

ре, окруженном ядерной мембраной. Эукариотические хромосомы состоят из мо- 

скулы ДНК, выполняющей генетическую функцию, и гистонов, на которые нама- 

ыпается ДНК. при компактизации хроматина. Матричные процессы в клетках эука- 

‚иот разобщены: репликация и транскрипция совершаются в ядре, а трансляция — в 

итоплазме на рибосомах. 

Генетический материал эукариотической клетки включает хромосомную (ялер- 

'ую) ДНК, или нуклеотня и ДНК цитоплазматических органелл (митохондрий и 

лоропластов), или цитотип. В этой главе рассматривается молекулярная организа- 

‚ия нуклеотипа эукариот. Нехромосомной наследственности посвящена гл. 15. Ну- 

леотип имеет следующие уровни организации: геномный, хромосомный и тенный. 

4.1. ЧТО ТАКОЕ ГЕНОМ? 

Ермин «геном» впервые был введен немецким ботаником Гансом Винклером для 

бозначения генетического материала, составляющего гаплоидный набор хромосом 
растений. Гаплоидный набор хромосом обозначают как 1, а диплоидный — 2и. В 

олекулярной генетике под термином «геном» понимают содержание ДНК в гапло- 
диом наборе хромосом (1С) или диплоидном наборе (2С). Общее содержание ДНК 

геноме (размер генома) принято измерять в тысячах пар нуклеотидов (т.п.н.), пико- 
заммах (1 пг= 10-9 мг) и в дальтонах. 
Основная функция генома — обеспечить жизнедеятельность клеток, тканей и ор- 

нов и передать информацию о наследственных свойствах организма следующему 
околению. Геномы прокариот и эукариот имеют некоторые сходство, но есть меж- 
/ ними и принципиальные различия. 
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Таблица 4. Г. Сравнение прокариотических и зукариотических оргайизмов 

{по Алберте Б, и др., 1994) 

Прокарноты Эукариоты 

Организмы Архебактерии Одноклеточные эукариоты 
Эубактерии {протисты): реснитчатые, 
грамположительные, эвгленоидные, амебы, жгугико- 
цианобактерии — вые, солнечники. 
синезеленые водоросли, | Грибы, растения и животные 
пурпурные, нефото- 
синтезирующие грамот- 
рицательные 

Средний размер клеток | 1-10 мкм 1-10 мкм 
Метаболизм 'Анаэробный или аэробный Аэробный 
Органеллы Немногочисленны или Ядро, митохондрии, хлоропласты, 

отсутствуют эндоплазматический ретикулум, 
аппарат Гольджи, лизосомы, 
пероксисомы. 

ДНК Кольцевая ДНК в цито- Организована в хромосомы, 
плазме окружена ядерной мембраной 

Число хромосом Одна Отединиц до десятков и сотен ' 
Тистоны Отсутствуют НИ, Н2, НЗ, Н4, Н5 
РНК ибелки РНК и белки синтези- Синтез РНК вядре, синтез белков 

руются водном компарт- | в цитоплазме 
менте 

Тип деления Бинарный Митоз и мейоз 
Клеточная организация | Одноклеточные Преимущественно многокле- 

точные 

Рибосомы 705 80$ 

4.11. ГЕНОМ БАКТЕРИЙ 
Геном бактерий практически целиком состоит из генов (с их индивидуальной после- 

довательностью оснований) и примыкающих к ним регуляторных элементов. Вазме- 

ры ДНК типичного представителя прокариот — кишечной палочки Е. сой составляет 

4.106 п.н., максимальный размер генома прокариот не превышает 

8-106 п.н., что намного меньше, чем у эукариот (табл. 4.2). ДНК прокариот предста- 

влена кольцевой двухцепочечной суперспирализованной молекулой, расположен- 

ной в цитоплазме в виде клубка, называемого нуклеоидом. Нуклеоид не отделен от 

цитоплазмы ядерной мембраной, в нем может содержаться несколько копий ДНК. 

Плотность генов в геноме прокариотзначительно выше, чем в геноме эукариот, В от- 

линцие от большинства эукариотических генов гены прокариот не прерываются некоди- 

рующими областями, те. не имеют мозаичной экзон-интронной структуры (разд. 4.3). 

Функционально связанные гены у прокариот, как правило, образуют структуры, 

называемые онеронамн. Опероны — это единицы транскрипции, они имеют общие 
регуляторные элементы, определяющие начало транскрипции (промоторы) и се 

окончание (терминаторы). Так, например, в лактозном опероне между регулятор- 
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Таблица 4.2. Размер некоторых эукариотических геномов (по М. Сингери И. Берг, 1998) 

Организм Примерный размер Гаилоидное число хромосом 

таплоидного генома в п.н. 

Дрожжи (5асспаготусея 1,35.107 16 
сегеуае) 
Нематода (Саепота4и5 8.107 ии 
еекипу) 
Шелкопряд (Вотбух тог/) 5.108 28 
Плоловая мушка (Рюо- 1,65.108 4 
5орйЙа теаповазег) 
Шнорцевая лягушка 3.107 18 
(Хепориз {аеу5) 
Протей ( Месигиз таси!обиз) 5.100 19 
Мышь (Миу тизси!и5) 3.109 20 
Человск (Ното зарЁетз) 3109 — 23 
Кукуруза (2га тауз) 5.109 =” 10 
Лук (АШит сера) 1,5-1010 8 
Арабидопсис (Ага орз 7.107 5 
шайапа) 

пым геном {ас Ги первым структурным геном {ас 2 расположены контролирующие 

элементы: промотор и оператор. Затем следуют три структурных гена 2, У, А, транс- 

крилт которых — одна полицистронная мРНК. Последовательное расположение на 

одном участке ДНК функционально связанных генов, видимо, способствует боль- 

шей эффективности биохимических процессов, обеспечивающих синтез и утилиза- 

цию лактозы (см. гл. 12). Так ген {с 2 кодирует фермент В-галактозидазу, ген {ас У— 

В-галактозидпермеазу и ген /с А — трансацетилазу. Фермент В-галактозидаза необ- 

ходим для гидролиза дисахарида лактозы на галактозу и глюкозу, В-галактозидпер- 

меаза используется для транспорта лактозы в клетку. Наконец, трансацетилаза за- 

щищает клетку от токсичных неметаболизирующихся В-галактозидов при отсутст- 

вии ГЛЮКОЗЫ И лактозы. 

У эукариот функционально связанные гены не организованы в опероны, поэто- 

му процессы активации и репрессии генов требуют участия значительно большего 

числа регуляторных белков и, соответственно, генов, их кодирующих, У прокариот 

при небольших размерах генома наличие одного регуляторного гена для нескольких 

структурных генов, видимо, упрощает систему регуляции их экспрессии. 
Плазмиды. Наряду с основной, хромосомной, ДНК, бактерии могут иметь в сво- 

см составе внехромосомные ДНК-элементы, — плазмиды, обусловливающие раз- 

личные свойства, например, устойчивость к антибиотикам, сульфаниламидам, спо- 

собность синтезировать бактериоцин, гемолизин и тд. При этом часть плазмид пе- 

редается от одной бактериальной клетки к другой при конъюгации (так называемые 

коньюгативные плазмиды). Плазмиды другой группы (неконьюгативные) неспособ- 

ны к конъюгативному переносу. Именно к конъюгативным относятся наиболее из- 

вестные Е- и В-плазмиды Езсйенса сой. 
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Мобильные элементы 

Транспозоны 

Транспозоны бактерий 
5-элементы бактерий 
Р-элемент дрозофилы 
Ас-элемент кукурузы 

Вирусного происхождения 
{< ТВ} 

Ту-элемент дрожжей 

Сора-элемент дрозофилы 
Семейства ТНЕ-1 и 

НЕВУ/ВТИУ человека 

Невирусного происхождения 
(без (ТВ) 

Рис. 4.1. Классификация мобильных элементов 

Мигрнрующне (мобнльные) тенетическне элементы. К. ним относятся ретротранс- 

позоны и транспозоны, включающие и инсерционные последовательности бактерий 

(рис. 4.1). 
Инсерционные последовательности (15) — наиболее простые мобильные элементы. 

Частота их встраивания (10-5—10-7) сравнима с частотой спонтанных мутаций. Раз- 

меры 1$-элементов относительно невелики — не более 1500 п.н. Они содержат ген 

транспозазы и фланкирующие его короткие инвертированные повторы (ТК — 

туенелеттта!тереа). При перемещении [$ исходный элемент остается на прежнем 

месте, ареплицированная копия встраивается в новый локус. Инсерции при внедре- 

нии инактивируют кодирующие и регуляторные последовательности как в локусе- 
мишени, так и в соседних генах. В 15-элементах есть кодоны-инипиаторы, термина- 

торы, а также лромоторные участки, которые могут влиять на экспрессию не золько 

своих, но и рядом расположенных генов. 

Простые транспозоны. Транспозоны этого типа в центральной части имеют для 

репликативной транспозиции; ген транспозазы (тр А) и ген резольвазы (тр А) (рис. 

4.2, а). В качестве примера мобильного элемента такого типа можно привести транс- 

позон Тл3 у Е. сой. Длина его центральной части составляет =5 т.п.н., концевые по- 

вторы насчитывают всего 38 п.н. 

Сложные транспозоны. Такого типа мобильные элементы, помимо генов, отвеча- 
ющих за транспозицию, несут дополнительные гены (резистентности к антибиоти- 
кам, сульфамидам, тяжелым металлам) (рис. 4.2, 6). Размер их генома варьирует в 

пределах от 2500 п.н. (в Ти9) до 9300 п.н. (в Тп!0). На концах сложных транспозонов 

имеются [$-элементы с различной ориентацией: прямой -— у Тп9 и обратной — у 

Тп10. Длина дуплицированной мишени — сегмента ДНК, в который встраиваются 

транспозоны, невелика: 5—12 п.н. 
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эВ 
= [Г = 

Е-плечо Я-плечо 

7 а 

ис. 4.2. Структура транспозона 

- простой транспозон Тп 3. Ти 3 содержит около 5 т.п.н, и включает три гена: {пр А, 1пр В, атр" 

иноним: Ба), которые кодируют ферменты транспозазу, резольвазу и лактамазу, соответст- 
но. По обоим концам транспозон имеет инвертированные повторы размером 38 п.н. каж- 
ий; 6 - сложный транспозон Тп10, Центральная часть Тп10, имеющая в своем составе ген ус- 

йчивости к тетрациклину {е", фланкирована [5-элементами: (15101) (левое плечо} и {15108} 

равое плечо). Длинные стрелки указывают ориентацию плеч, каждое из которых, в свою оче- 
эдь, содержит инвертированные повторы - 

Механизм транснозиции, Согласно одной из моделей, вначале в реципиентной и 

опорной ДНК происходят одноцепочечные разрывы (1) и их воссоединение с об- 

изованием коинтеграта (2) при участии транспозазы. Затем следует репликация и 

комбинация, (3), в результате чего происходит обмен участками ДНК и диссопи- 

ция коинтеграта (4), катализируемые резольвазой (рис. 4.3 и 11.9). 

ДОНОР т 

РЕЦИПИЕНТ Та-копия 

Рис. 4.3. Репликативная транспозиция. (По: Вго\п, 2002) 
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Транспозиция другого тина — простое 

встраивание — происходит без реплика- 
ции. При этом фермент производит 

двухцепочечные ступенчатые разрезы в 

Мобильный 
элемент 

с дупликацией элементе, а затем концы мобильного 
элемента присоединяются к концам хро- 
мосомы. В этом случае по краям транс- 
позона образуются одноцепочечные 
фланкирующие последовательности, по или 
матрицам которых синтезируется ДНК делеции 

для заполнения бреши. Это приводит к 
дупликации сайта-мищени размером от 
3 до 12 нуклеотидов. ^ 

Перемешение транспозонов по гено- 
му обеспечивается ферментом транспо- 
зазой, а их вырезание происходит в ре- 
зультате гомологичной рекомбинации 

между дуплицированными сайтами-ми- 
щенями. Транспозоны могут встраивать- 
ся в плазмиды и фаги и вместе с ними 
перемещаться не только между клетками 
внутри вида, но и между отдаленными 
видами бактерий. 

В бактериальной клетке самостоя- 
тельно реплицируются хромосомная, 
фатовая и плазмидная ДНК, каждая из 

этих молекул представляет собой едини- 
цурепликации — репликон со своим уча- 
стком инициации (ой — опет). Как оказалось, в объединении репликонов участвует 

транспозаза (ТпрА-белок), а их разделение осуществляет резолваза — продукт гена 
трК. В половом факторе Е и в хромосомах бактерий есть копии [3-элементов (ло,б 

копий [$3 и[2-152), которые, как считают, способствуют интеграции Е-фактора в 

бактериальную хромосому. 

Встраивание и вырезание 15- и Тп-элементов вызывают различные типы пере- 
строек в бактериальной хромосоме — делеции, инверсии, транслокации, дуплика- 
ции. Так, неточное вырезание транепозона может привести к делеции соседних 
последовательностей. Для образования инверсий две копии мобильного элемента 
должны располагаться в обратной ориентации. При конъюгации этих повторов и 
рекомбинации между ними может произойти переворот узастка хромосомы, рас- 
положенного между мобильными элементами, на 180 градусов. При неравной ре- 

комбинации между идентичными гомологичными элементами могут образоваться 
дупликации и делеции в рекомбинантных хромосомах (рис. 44). 

хромосоме-реципиенте и в мобильном фе 

Рис. 4.4. Мобильные элементы вызыва- 
ют перестройки в молекуле ДНК. (Из: 
Сингер и Берг, 1998) 
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4.1.2. ГЕНОМ РНК-ВИРУСОВ 
У некоторых вирусов позвоночных, насекомых и растений геном представлен моле- 
кулой рибонуклеиновой кислоты. РНК-вирусы вызывают у человека различные за- 
болевания: полиомиелит, острую респираторную инфекцию, паротит, корь, грипп, 
генатит С, краснуху, гастроэнтериты и др. 

Формы РНК. Г6номная РНК-вирусов может быть двухцепоченной и одноцепо- 

чечной, кольцевой и линейной, сегментированной и несегментированной. 
Наиболее полно РНК-вирусы изучены у птиц и млекопитающих. Их вирусная 

частица (вирион) состоит из молекулы РНК и внешней белковой оболочки (каиснда). 

Однако не все вирусы имеютэту оболочку (пикорна- и реовирусы). Вирусный геном 
мал и кодирует белки капсида и один или несколько белков, необходимых для соб- 

ственного воспроизведения. Типичную для РНК-вирусов структуру имеют одноце- 
почечные ретровирусы птиц. Наиболее изученные из них, лимфолейкозный (У) 
вирус и вирус саркомы Рауса (В$У), способны к размножению благодаря наличию в 

их геноме генов: вав, роГ и епу и длинных концевых повторов [-ТК. Ген ваз кодирует 

кансидный белок, ро! — обратную транскриптазу, епу — гликопротеин оболочки (рис. 

4.5). Геном ВЗУ содержит также ген 5ис, обусловливающий опухолевую трансформа- 

цию клеток хозяина. Геномы ретровирусов (АЗУ\-саркомных и АТ\У-— лейкемиче- 
ских) весьма вариабельны. Многие из них утеряли гены, необходимые для самовос- 
произведения, но зато имеют в своем составе гены, вызывающие опухолевую транс- 
формацию клеткок хозяина (онкогены) (см. гл. 24). Дефектные РНК-содержащие 

онкогенные вирусы в некоторых случаях лишены более 50% генома. Для их репро- 

дукции требуется вирус-помощник (Ве!рег). В результате экспрессии генома вируса- 

А Вирус дикого типа 

Вирус саркомы Рауса 
у-опс представлен 

Б геном 57с 

Вирус мышиного лейкоза Абельсона 
В у-опс представлен геном аб! 

НУ-Т г 

Рис. 4.5. РНК-вирусный геном. (По: Сингер и Берг, 1998) 

Вирус саркомы Рауса (АЗ\} способен к самовоспроизведению благодаря наличию в его гено- 
ме генов: дад, ро! и епу, а также длинных концевых повторяющихся последовательностей (ТВ 
(юпод 1егтмла! гереа1 ) 
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Вирион 

Прик епление к клетке, проникновение, 

освобождение нуклеоида от оболочки 

Родительская (+)РНК (однонитевая} 

Синтез {-) нити ДНК на {+)РНК 
РНК-зависимой ДНК-полимеразой 
{обратной транскриптазой» } 

{}ДНК-(+)РНК-гибрид 

| Синтез (+) нити ДНК обратной 
транскриптазой на (-) нити ДНК 

НК-РНК - гибрида, разрушение (+)РНК 

Линейная двунитевая (+)ДНК 

7” | Замыкание в кольцо 

Кольцевая двунитевая ДНК 

Интеграция в клеточную ДНК 

Интегрированная провирусная ДНК и 

Транскрипция 

(+)РНК вирусного Вирусные (+)мРНК 
генома 

Трансляция, посттрансляционное 
«созревание» (расщепление) 

Рис. 4.6. Обратная транс- полипептидов 

крипция. (По: Хесин, 1984) 

РНК-вирусы могут встроить- 

ся в молекулу ДНК хозяина 

Вирусные белки 

только с помощью фермента, 
получившего название об- 
ратной транскриптазы. 

Сборка, отпочковывание 
от клеточной поверхности 

Вирион 

> 

помощника синтезируются белки, необходимые для сборки дефектных вирусных ча- 

стиц. К таким дефектным вирусам относятся вирусы саркомы птиц РКС П, ЕЗ\, ви- 

русы саркомы мышей, крыс, кошек, лейкозные вирусы птиц. 

Обратная транскрипция, В 1946 г. была опубликована работа Л.А. Зильбера «Ви- 

русная теория происхождения злокачественных опухолей». В 1954 г. Гросс выдвинул 

гипотезу, согласно которой вирусы — возбудители лейкоза передаются через половые 

клетки от одного поколения к другому. РНК-вирусы могут встроиться в молекулу 

ДНК хозяина только с помощью фермента, получившего название обратной транс- 

крнптазы (рис. 4.6). После проникновения вируса в клетку, обратная транскриптаза 

осуществляет синтез сначала одноцепочечной комплементарной ДНК, а затем по ее 

матрице — двухцепочечной ДНК-копии. Затем ДНК-копия вирусного РНК-генома 

встраивается в хромосомную ДНК клетки хозяина, вместе с ней транскрибируется, а 

затем транслируется с образованием вирусных белков. 
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4.1.3, ЗУКАРИОТИЧЕСКИЙ ГЕНОМ 
Геном эукариот значительно большие по своим размерам чем геном прокариот (табл. 

4.2). Так максимальный размер генома прокариот не превышает 8. 106 п. н., вто вре- 

мя как у дрожжей он равен 1,35.107, ушелкопряда 5-10, у шпорцевой лягушки, мы- 

ши и человека — 3.109. У некоторых растений и амфибий геном достигает 10! п.н. Из 
приведенных примеров видно, что размер генома не прямо зависит от систематиче- 

ского положения организма. Считается, что геномы высших организмов содержат 

большой избыток ДНК. Так геном млекопитающих содержит не менее 3.109 п.н., что 

достаточно для кодирования 3 млн. белков средних размеров. Однако по расчетам, 

количество белков у млекопитающих составляет несколько десятков тысяч. Геном 

человека насчитывает около 3,3 млрд. нуклеотидных пар (гаплоидный набор), что 

соответствует примерно 3,5 пикограммам ДНК, при этом на долю кодирующих об- 

ластей приходится не более 3%. 

Повторы. Последовательности, присутствующие в геноме в виде нескольких ко- 

ний называют повторяющимися, или повторамн, а количество копий в геноме — часто- 

той повторяемости. Наличие повторов — отличительная особенность эукариотических 

теномов, которая выявляется в экспериментах по денатурации-ренатурации ДНК. 
Если ДНК денатурировать (разделить на фрагменты) а затем создать условия для ре- 

нитурации, или реассоциации, то скорость реассоциации будет зависеть от количе- 

ства копий, или концентрации соответствующих фрагментов. Чем больше в геноме 

высокоповторяющихся послеловательностей, тем менее сложно устроена его струк- 

тура и тем быстрее идет ренатурация. В отличие от прокариот, геном которых пред- 

ставлен практически только уникальными последовательностями ДНК, в составе 

эукариот обнаруживаются фракции ДНК, которые реассоциируют значительно бы- 

стрее остальных (высокоповторяющиеся участки). Кроме того, имеются и средне- 

повторяющиеся фрагменты с более медленной кинетикой реассоциации, но более 

высокой, чем у уникальных последовательностей ДНК. Более детальный анализ по- 

зволяет выявить и слабоповторяющиеся фрагменты (последовательности, представ- 

ленные в виде нескольких десятков копий). 

У человека высокоповторяющаяся ДНК составляет примерно 15% всей ДНК, 

среднеповторяющаяся — 8% генома, слабоповторяющиеся фрагменты (десятки и 

сотни копий) — около 4,4% генетического материала человека {эти цифры не совпа- 

дают у разных авторов и по мере дальнейших исследований могут быть изменены). 

Все повторы можно подразделить натандемно повторяющиеся, т.е. расположен- 
ные друг за другом «голова к хвосту», и диспергированные по геному. Тандемные по- 

вторы встречаются между генами и в интронах, но болыше всего их в пентромерных 

ителомерных районах хромосом. При денатурации суммарной геномной ДНК и по- 

следующей реассоциации длинные тандемные повторы составляют фракцию быст- 

ро ренатурирующей ДНК. При равновесном центрифугировании в градиенте плот- 

ности С$С] эти повторяющиеся элементы образуют зоны разной плотности (рис. 

4.7). Минорный компонент ДНК, отделяющийся от основной ДНК при равновес- 

ном центрифугировании в градиенте плотности хлористого цезия, принято назы- 

вать сателлнтной ДНК. Последовательности повторяющихся единиц сателлитной 

ДНК (сатДНК) видоспецифичны. Так у Диозорййа тейаповаяег имеются четыре ос- 
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новных типа сателлитных последовательтостей, со- 
стоящие из 5, 7, 10 и большего числа пуклеотидов, 

вместе составляющих 16% геномной ДНК. ДНК 

ДгозорйЙа ут! имеет три основных сателлита, каж- 

дый из которых состоит из 7 п.н., незначительно раз- 
личающихся между собой по составу азотистых ос- 
нований (табл. 4.3). 

У млекопитающих, например, у грызунов, не- 
болышую часть копий составляют идентичные после- а 
довательности, остальные отличаются множеством . 1687 
замен оснований, делеций и вставок. Помимо видос- у 

пецифичности и отличий повторов сателлитной : 

ДНК по составу оснований, для некоторых вариан- Плавучая плотность, г/см 

тов тандемных повторов характерна специфичность 
их локализации в хромосомах. Так, декамерные по- Рис. 4.7. Сателлитная ДНК. 
вторы второго сателлита Риозорййа тейановаяег лока- (ИЗ: Сингер и Берь, 1998) 
лизованы в Х и У-хромосомах, а первый сателлит ПРИ равновесном центрифуги- 
встречается в Х, У и 4-й хромосомах. У дрозофилы аня р ны 
фракция, осаждающаяся в зоне 1,679 г/см?, ВКЛЮЧа- образуют сателлитные зоны 
ет гены рРНК. Однако гены рибосомной РНК, уме- — разной плотности 
ренно повторены в геноме и транскрибируются с об- 
разованием различных фракций рРНК, в то время как сателлитная ДНК состоит из 

высокоповторяющихся последовательностей, которые, как правило, не транскриби- 

руются. 
В хромосомах человека в пентромерной области располагается а-сателлитная 

(альфоидная) ДНК, состоящая из следующих один за другим мономеров длиной 

170—171 п.н. Существуют различные семейства этого типа ДНК. Одни изних специфич- 

ны для определенных хромосом, другие выявляются в нескольких хромосомах, третьи 
представлены несколькими субсемействами в одной хромосоме. 

Основная часть перицентромерного района также относится к группе сателлит- 
ных ДНК. Сателлитные ДНК человека разделяются на две группы. Представители 

первой группы -— это простые последовательности небольцих размеров. Сателлиты 

этого типа называют «классическими», они расположены в прицентромерных рай- 
онах хромосом, К. ним относятся сателлиты 1, 2, 3. Сателлит 1 — эго отрезок из 42 

п.н., он обнаружен в метацентрических хромосомах 3 и 4, а также в акроцентриках 
(гл. 19 и 20). Сателлит 2 — малоконсервативный пентамерный повтор. Массивы са- 

теллита этого типа присутствуют в хромосомах 2, 10, и 16. Сателлит 3 человека — пен- 

тамерный повтор, чередующийся с декамером. Ко второй группе относятся блоки 

сатДНК, состоящие из отрезков 100—200 п.н. Они встраиваются в области формирова- 

ния кинетохора — в центромерном районе хромосом или вплотную прилегают к нему. 
Выявлены белки, взаимодействующие с сателлитной ДНК. К таковым относятся 

белки типа НР! и взаимодействующие с ними белки. Предполагается, что эти белки 

участвуют в регуляции активности эухроматиновых генов, особенно тех из них, ко- 
торые в результате хромосомных перестроек, попали в зону влияния гетерохро- 
матина, 

‚101 (основная зона) 

Содержание ДНК 

1,672 

5-4167 
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Таблица 4.3. Содержание цеитромерных сателлитных ДИК у Ргохорй Иа теГатовамег и 

РгохорйИа ит (по М. Сингер и |. Берг, 1998 и Б. Льюнну, 1987) 

Бпозорййа текподачее 

Сателлит (плавучая Степень пов- Процент Повторяющаяся сдиница 
плотность в г/см3) торясмости  геномпой 

ДНК 
1 (1,672) 1,2 х 108 2 5'-[ААТАТ] ААТАТ ААТАТ и тд. 

1 5’-[ААТАТАТ| ААТАТАТ ААТАТАТ и тд. 
И (1,686) 3,2х 105 3 5'-[ААТААСАТАС] ААТААСАТАС 

ААТААСАТАС и тд. 
111,688) 5 Повторяющисся сдиницы длиной 254 и 

359 п.н. 
[У (1,705) 1,8 х 105 4 5'-[ААСАС] ААСАС ААСАС и тд. 

0,5 5-[ААСАСАС] ААСАСАС ААСАОСАС и 
тд. 

ДгозорйИа ут 
(Сателлит (плавучая Степень пов- Процент Повторяющаяся единица 
Плотность В г/см3) торяемости  геномной 

ДНК 
11,692) ых 07 25 5'-[АСАААСТ] АСАААСТ АСАААСТ итл. 

11 (1,688) 3,6х 106 8 5'-[АКАААСТ] АТАААСТ АТАААСТ итд. 

11 (15671) 3,6х 105 8 5'-[ААТАТАС] ААТАТАС ААТАТАС итд. 

Тандемно повторяющиеся последовательности размером 1—4 п.н. относят к мнк- 

росателлитным повторам. Наиболее часто в геноме человека встречается СА-повтор. 

Блоки из этих повторов можно обнаружить, примерно через каждые 

30 тыс. п.н. Микросателлитные повторы используются в медицинской генетике для 

картирования генов различных заболеваний (гл. 19). 

Миннсателлитные повторы характеризуются большей длиной повторяющегося 

элемента (более 4—5 п.н.). К минисателлитным повторам формально можно отнести 

и теломерные повторы, однако они, в отличие от остальных, диспергированных по 

теному, расположены кластером и, очевидно, играют определенную структурную 

роль. Обычно количество теломерных повторов составляет от 250 до 1500 — общей 

длиной примерно 9 т.п.н. Повторы строго одинаковые, но могут различаться для 

разных видов. Так, у человека основной элемент теломерных повторов представлен 

гоксамером ТТАССС. Существует несколько семейств широко распространенных 

диспергированных повторов. Короткие диспергированные повторы 51М№Е (от англ. 

зйот тегретзеЯ пицеонае е@етепт!) длиной 100—500 п.н. имеют по краям короткие 

прямые повторы и роу(А)-последовательность на 3’-конце. Наиболее известный 

повтор этого типа — Ам-повтор. Его длина — 300 п.н., он состоит издвух мономеров 

и имеет роу(А)-хвост на 3’-конце. У человека на гаплоидный геном приходится 

105—106 копий А-последовательностей. Эти повторы встречаются между генами, в 

интронах, в сателлитной ДНК и влюбой ориентации относительно друг друга. На- 

ряду с различными ЗПМЕ-семействами повторов геномы млекопитающих содержат 

семейство [1/Е-повторов (от англ. [оп йегзрезей писеопае еетеп!). ТЛМЕ-повтор 
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прелставляет собой один из вариантов ретротранспозонов, в структуре которого 
присутствует ген обратной транскриптазы, но нет длинных концевых повторов | ТК. 

по флангам от кодирующей области. Единицы повтора у разных членов семейства 

имет размер не более 6—7 т.п.н.; они отличаются по нуклеотидной последователь- 

ности. Частота копий различных членов семейства ЕПМЕ-1 у человека измеряется от 

тысяч до сотен тысяч копий на геном. 

Повторы в геноме человека встречаются не только в некодирующих, но и коди- 
рующих участках некоторых генов. Интересны в этом плане <2 (1)-цепи коллагено- 

вых пептидов первого типа. Этот тип коллагена находится в коже, сухожилиях, кос- 
тях, строме внутренних органов. Коллаген состоит изтрех а-цепей, закрученных од- 
на вокруг другой. В основе строения 02 (Г)-пепей коллагена лежит повтор из трех 

аминокислот: пролина, оксипролина и глицина, способствующий плотной упаковке 
полипептидных непей вфибриллах. Повторам аминокислот в полипептидных цепях 
коллагена соответствуют повторы кодонов в экзонах гена Сойо 1. Из этого примера 
видно, что не только уникальные последовательности, но, и повторы в генах могут 
иметь функциональное значение в кодируемых ими полипептидных цепях. 

Таким образом, роль повторяющихся элементов генома может быть различной. 

Некоторые из них, например теломерные и альфоидные повторы, имеют структур- 
ное значение; то же время повторяющиеся гены рРНК обеспечивают более высокий 

уровень синтеза продукта, те. играют функциональную роль. Роль микросателлит- 
ных повторов, диспергированных по геному, а также Аш, ЕЛМЕ и многих других по- 
вторяющихся последовательностей пока остается неясной. 

4.2. ХРОМОСОМНЫЙ УРОВЕНЬ ОРГАНИЗАЦИИ 

ГЕНЕТИЧЕСКОГО МАТЕРИАЛА 

После открытия структуры ДНК долгое время полагали, что бактериальная хромосо- 

ма представляет собой чистую ДНК в виде двойной спирали. Однако позднее выяс- 

нилось, что хромосома прокариот содержит в своей структуре примерно 20% белков. 
Их роль — обеспечить определенную компактизацию и прикрепление ДНК к обо- 

лочке бактерии. В настоящее время белки прокариотической хромосомы известны. 
Показано, что мутации в соответствующих генах не приводят к заметным фенотипи- 
ческим проявлениям. По-видимому, роль этих белков вспомогательная, и они могут 
заменять друг друга в создании определенной структуры. Таким образом, прокарио- 
ты, вотличие от эукариот, не имеют высокоспециализированной системы организа- 
ции хромосомы. 

Хромосома эукариот состоит в основном из белков (50—60%) и ДНК, с незначи- 

тельным количеством молекул РНК (ло 10% от количества ДНК). Белки можно под- 
разделить на гистоновые (половина или болышая доля белков хромосомы) и негис- 
тоновые. В свою очередь гистоновые белки, доля которых в структуре хромосомы со- 
ставляет до 80%, делятся на 5 основных классов: НЗ, Н4, Н2Аи Н2ВиН1. Негисто- 
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повые белки (по большей части кислые, в отличие от гистонов) представлены боль- 

шим количеством различных видов. Показано, что все они участвуют в образовании 

структур надмолекулярного уровня. 

4.2.1, УРОВНИ УПАКОВКИ ХРОМАТИНА 

Хромосомная ДНК эукариотической клетки упакована исключительно компактно. 
Например, самая маленькая хромосома человека — 22, содержит примерно 4.6.107 

и.н., что соответствует длине 1,4 см. Во время митоза эта хромосома укорачивается 

ло 2 мкм, те. становится в 7000 раз компактнее. Очевидно, чтобы достичь такой 

плотности упаковки и сохранить эффективность основных генетических процессов 
(как правило, связанных с локальной распаковкой}, структура хромосомы должна 
иметь несколько уровней организации. Вещество хромосомы — хроматин. В этом 
термине подчеркивается способность вещества хромосомы к окрашиванию, види- 
мос уже на стадии интерфазы. Химическая структура хроматина различается по дли- 
ие хромосомы, а сам хроматин претерпевает различные уровни своей упаковки от 
интерфазы до метафазы клеточных делений. Существуют две наиболее известные 
модели, объясняющие механизм упаковки хроматина. Согласно одной из них, наи- 
более известной в зарубежной литературе, нить ДНК претерпевает пять уровней 

компактизации от 2 нм (ее собственный диаметр) до 1400 нм (высококонденсиро- 

ванная метафазная хромосома). Низшим уровнем иерархической организации хро- 

Рис. 4.8. Структура нуклсосомы. (По: Гилберт, 1995) 

Нуклеосомы образуют нуклеосомную фибриллу диаметром 11 нм. 146 пар оснований ДНК на- 

кручены на октамер гистонов. Каждый из четырех гистонов {Н2А, Н2В, НЗ и Н4) повторен два- 

жды 
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Короткий участок 
двойной спирали ДНК. 

Хроматин в форме 
«бусин на нити» 

Хроматиновая фибрилла 
30 нм, состоящая 
из упакованных 
нуклеосом 

Петли хроматиновой 
фибриллы 300 нм 

Конденсированный : 
участок метафазной 700 нм 
хромосомы ; 

й 
Целая метафазная 
хромосома 1400нм 

Рис. 4.9. Уровни компактизации хроматина, следующие после образования нуклеосом. 
(По: Албертс, Врей, Льюис, 1994) 

Хроматиновая нить {30 нм), петли ДНП (300 нм), хроматида (600-700 нм) и метафазная хромо- 

сома (1400 нм) 

мосом считается нуклеосомный. Нуклеосома состоит из кора (сердцевины, стержня) 
и намотанной на него ДНК (146 п.н., 1,8 витка). Кор представляет собой гистоновый 

октамер Н2А, Н2В, НЗ, Н4 (по две молекулы каждого). Хроматин на этой стадии 

имеет вид «бусин» (глобул диаметром 11 нм), нанизанных на «нить» (молекулярную 

ДНК). Такая структура обеспечивает компактизацию примерно в 6-7 раз (рис. 4.8}. 

Вторая ступень компактизации — формирование хроматиновой фибриллы диамет- 

ром 30 им, В этом процессе участвует гистон Н1, который связывается с ДНК межлу 
нуклеосомными корами и сворачивает нуклеосомную фибриллу в спираль, наполо- 
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бис соленоида, с шагом вб-—8 нуклеосом. 

Уровень комнактизации на этом этапе 

достигает примерно 40. 

Третий этап — нетельно-доменный — 

наиболее сложный. Соленоидная фиб- 

рилла складывается, образуя петли раз- 
личной длины. Общий уровень компак- 

тизации возрастает до 1000, но, очевид- 

но, может различаться в различных рай- 
онах хромосомы. Диаметр такой струк- 
туры В среднем составляет 
300 нм., по-видимому, она наиболее ти- 

пична для интерфазной хромосомы. 
На четвертом этапе компактизации 

300 нм-фибриллы дополнительно свора- 

ем упаковки хроматина. — чиваются, образуя хроматиды диаметром 
` ь примерно 600—700 им (рис. 4.9). 

Последняя, пятая, ступень компакти- 

запии (в 7000 раз) характерна для метафазной хромосомы; ее диаметр равен 1400 нм. 

Известна и другая схема компактизации хроматина, предложенная Ю.С. Ченио- 
вым. Она основана на данных световой и электронной микроскопии. Согласно этой 

модели первым уровнем также является нуклеосомный. На втором этапе 8—10 нуклео- 

сом образуют глобулу, называемую луклеомером. Ряд сближенных нуклеомеров форми- 

руют 20—30-нанометровую фибриллу. Третий уровень — хромомерный. Петли фибрилл 

ДНП, скрепленные негистоновыми белками, образуют розетковидные структуры. На 

четвертом — хромонемном уровне происходит их сближение с образованием структур, 
состоящих из петлевых доменов. Предполагается, что на следующем, пятом, уровне 
компактизации, характерном для хроматид, происходит спиральная укладка хромо- 
немных нитей (рис. 4.10). 

4.2.2. СТРУКТУРНО-ФУНКЦИОНАЛЬНАЯ ОРГАНИЗАЦИЯ 
ХРОМОСОМ 

Несмотря на болышие успехи в изучении тонкой структуры хроматина, полной яс- 

ности в том, как устроена хромосома у эукариот, нет. На основании данных, полу- 
ченных молекулярными методами, предложена модель петельно-доменной органи- 
зации интерфазных хромосом. Согласно этой модели хромосома состоит из петель 
основания которых «заякорены» на ядерном матриксе. Такая петля может содержать 
один или несколько генов. При инактивации генов соответствующий петельный до- 
мен компактизуется в суперсоленоид, а при активации происходит так называемое 
«выпетливание». Для обозначения нуклеотидных последовательностей, связанныхс 
ядерным матриксом, принята аббревиатура МАХ (от англ. тах аззоскиеа гевопз); 

участки, связанные с интерфазным/хромосомным матриксом (скэффолдом) назы- 
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нают ЗА В (отангл. зай! айасйтенг гетонх). 1Иеполагастся, что прикрепление пет- 

ли к скирфолду полдерживает «открытую» коригурацию хромосомного домена. 

Было высказано предположение о том, что МАКУ/ЗАВ5-последовательности явля- 

ются границами структурно-функциональных единиц эукариотических хромосом. 

Однако имеющиеся примеры обнаружения МАВ5/ЗАВз не только по флангам гена, 

но и в интронах противоречат этой гипотезе и свидетельствуют о необходимости 

дальнейшей экспериментальной проверки. 

Предложена модель топологической организации РДНК и связанных с ней бел- 

ков транскрипционного комплекса в структуре ядрышкового организатора (ЯОР), 

согласно которой активные копии рДНК локализованы в больших петлях. Эти пет- 
ли прикреплены к хромосомному скэффолду, а снаружи как бы покрыты «шапкой» 

из белков транскрипционного комплекса. Плотно упакованные петли состоят из не- 
активных копий рДНК. Согласно одной из гипотез, мультикопийный комплекс ри- 

босомных генов у животных состоит из генов четырех типов: активно-транскрибиру- 

емых, потенциально активных (не транскрибируемых в данном типе клеток), неак- 

тивных и молчащих. Прочную связь с ядерным матриксом имеют активные и потен- 

циально-активные повторы; непрочную, разрушаемую протеазным гидролизом, — 

неактивные копии. В интерфазном ядре неактивные копии обнаруживаются в фиб- 

риллярном центре ЯОР‚ а молчащие — вне ядрышка. Неактивные копии слабо мети- 

лированы и в основном в области 185-цистрона, в то время как «молчащие» копии 

интенсивно метилированы по всей длине транскрибируемых областей генов. Мети- 

лирование ДНК является одним из механизмов инактивации различных генов, в том 

числе и рибосомных (подробнее см. гл. 12). Показано, что неактивные копии рДНК 

обладают нуклеосомной организацией, тогда как активные — лишены нуклеосом. 

4.2.3, ЭУХРОМАТИН И ГЕТЕРОХРОМАТИН 

Эукариотическая хромосома состоит из эухроматина и гетерохроматина. Этот тер- 
мин известен с 1930-х годов, Когда Э. Хайц открыл окрашивающиеся гранулы вин- 

терфазных ядрах, сохраняющие свое компактное состояние на протяжении всего 
клеточного цикла. Эти структуры были названы гетерохроматнном. - 

По расположению в хромосоме и по тому времени, в котором эта часть хромати- 
на находится в компактном состоянии, различают гетерохроматин двух типов: кон- 
ститутивный и факультативный. Факультативный гетерохроматин представлен, на- 
пример, одной издвух Х-хромосом человека, отцовским набором хромосом у кокцид 

(семейство божьих коровок). Одна из двух Х-хромосом человека, плотно упакован- 
ная, находится при ядерной мембране в виде телец Барра на стадии интерфазы. Кон- 
сгитутивный гетерохроматин локализован в прицентромерных и теломерных участ 
ках хромосом. Химическая структура его известна. Он состоит из различных фрак- 
ций как умеренных, так и многократно повторяющихся последовательностей (о по- 
вторах см. разд. 4.1.3). 

Функции гетерохроматина пока еще недостаточно изучены. Возможно, он игра- 
ет структурную роль, поскольку расположен рядом с центромерой. Очевидно, что 
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ромосомные перестройки, как правило, затрагивают именно гетерохроматин. Вот 

ючему локализация в гетерохроматиновых участках структурных генов с уникаль- 

:ыми последовательностями могла бы привести к увеличению частоты мутаций. 

4зменение же структуры отдельных рибосомных генов в гетерохроматиновых рай- 

тах не столь катастрофично из-за умеренного повторения этих генов в геноме. С 

ругой стороны, кроссинговер в гетерохроматиновых районах затруднен, что сни- 

каст вероятность неравного кроссинговера, а, следовательно, образование дуплика- 

ций и делеций по рибосомным генам (о неравном кроссинговере см. в гл. 7). Нали- 

ие впутривидового и межвидового полиморфизма по блокам сателлитной ДНК в 

жшйоне центромеры свидетельствует о том, что эти изменения не столь важны для ее 

рункционирования. 

В 7)-ые годы было высказано предположение, что отличительные свойства гете- 

зохроматина обусловлены спецификой его белковых компонентов, поскольку были 

айдены гены, мутации которых подавляют или усиливают инактивацию эухрома- 

‘иповых генов, попавших в зону гетерохроматина. Как показали дальнейшие иссле- 

ювания, большое значение имеют различные варианты пострансляционной моди- 

рикации гистонов, такие как гипоацетилирование и метилирование (см. гл. 12). В 

процессе гстерохроматизации участвуют также негистоновые белки типа НР\, 

`)ухроматин обладает следующими отличительными признаками, которые не 

войственны гетерохроматину: 
»_ па нрепаратах имеет более светлую окраску нежели гетерохроматин; 

» состоит, в основном, из генов с индивидуальной последовательностью осно- 

ваний; 

› реплицируется раньше гетерохроматиновых районов; 

»_ реже участвует в хромосомных перестройках нежели гетерохроматин; 

»_ вотличие от конститутивного гетерохроматина не обладает свойствами сома- 

тической коньюгации. 

4.2.4, СТРУКТУРА ПОЛИТЕННЫХ ХРОМОСОМ 
И ХРОМОСОМ ТИПА «ЛАМПОВЫХ ЩЕТОК» 

Гигантские политенные хромосомы у различных видов рода РлозорйЙа и Сййгопотиу 

эбразуются в результате многократной репликации хромосом, при которой они не 

засходятся, а остаются объединенными силами соматической конъюгации. Такой 

гип репликации называется эндоредупликацией. 

Участки более плотно упакованного хроматина образуют структуры, названные 

дисками, а между ними находятся участки с деконденсированным хроматином — 

иеждиски (рис. 4.11). Каждый диск в зависимости от его размера представлен раз- 

пичным числом хромомер. Хромомеры — структуры, имеющие вид темно окрашен- 

тых узелков, хорошо видны в мейотических хромосомах на стадии профазы, а также 

та стадии интерфазы в политенных хромосомах соматических клеток. Согласно ци- 

тологическим данным диски политенных хромосом, особенно крупные, представ- 

чяют собой скопления нескольких хромомер. 
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Уровень политении достига- 
егу дрозофилы 512—1024 нитей 
ДНП (29—20), что соответствуег 
9—10 циклам репликации, ау 

хирономуса этот показатель 
еще выше — 2048—8192 нитей 

{11—13 циклов). Длина поли- 

тенных хромосом достигает 
220—485 мкм, тогда как длина 

метафазных хромосом дрозо- 

филы равна 1,5-3,2 мкм. 
В ядрах клеток с политенны- 

ми хромосомами у дрозофилы 

имеется структура, называемая 
хромопентром, в котором объе- 
динены прицентромерные гете- 

рохроматиновые районы всех 

хромосом силами соматической 
конъюгации. У-хромосома так- 
же расположена в хромоцентре, 
так как она в основном состоит 
из гетерохроматина и не имеет 

политенной структуры. 

Для гетерохроматина харак- 

терны: поздняя репликация, не- 

дорепликация припентромер- 
ных районов, а также высокая 

вероятность разрывов при дей- 
ствии различных мутагенных 

факторов. 
Политенные — хромосомы рис. 4.12. Транскрипция генов в политенйых хро- 

представляют интерес не только мосомах с образованием пуфов. (По: Б. Албертс, 
с точки зрения их организации, иИлр., 1994) 
но и способа их функциониро- 

вания. При транскриппии генов 

происходит деконденсация хроматина и, как следствие, образование структур, на- 

зываемых пуфами (рис. 4.12). На разных стадиях онтогенеза в дисках начинают 

функционировать специфические для данной стадии гены: хроматин дисков, в ко- 

торых эти гены локализованы, начинает «расплетаться», что делает возможным их 
транскрипцию. 

Деконденсация хроматина в процессе транскрипции характерна, также для мей- 

отических хромосом типа «ламповых щеток» (рис. 4.13). Эти хромосомы обнаруже- 

ны вооцитах рыб, земноводных, рептилий и птиц на стадии диплотены. Каждая из 
двух хромосом бивалента состоит из двух хроматид, поэтому при их конъюгации об- 
разуются протяженные четыреххроматидные структуры. В центре каждой хромати- 
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(Спаренные хромосомы 
типа ламповых щеток 

Фрагмент 
отдельной 
хромосомы 

Хроматин, 
10 мкм образующий 

петлю 

Набольшая область 
хромосомы, видны {| 
сестринские  - 
хроматиды 

Хроматин, и Хромомеры, Рис. 4.13. Хромосомы типа «лам- 
соединяющий/ \ образованные сильно повых щеток». (По: Албертс, Брей, 
соседние | { конденсированным Льюис, 1994) 
хромомеры \.__/ хроматином 

ды находится скэффолд, от которого отходят петли хроматина различного размера. 
Петля среднего размера содержит 50-100 т.п.н., и каждая из них соответствует опре- 

деленной последовательности ДНК. Структуры типа «ламповых шеток» образуются, 

например, при транскрипции генов рибосомной РНК в ооцитах Хепориз. Специфи- 

ка хромосом типа «ламповых щеток» заключается в том, что они транскрибируются 

более активно, чем обычные хромосомы. Это связано с необходимостью накопле- 

иия значительных количеств генных продуктов в ооцитах. 

4,3. ГЕННЫЙ УРОВЕНЬ ОРГАНИЗАЦИИ 

ГЕНЕТИЧЕСКОГО МАТЕРИАЛА 

Основная единица генетической информации — ген, представляющий собой отре- 

зок ДНК, который кодирует РНК или полипептидную цепь. Белки, состоящие из 

одной или нескольких полипептидных цепей, могут играть структурную или регуля- 

торную роль, служить рецепторами для других молекул, выполнять транспортную 
функцию, катализировать определенную метаболическую реакцию (если белок- 

фермент) или как-то иначе участвовать в жизнедеятельности клетки или организма. 
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Сайт Сайт 
инициации — инициации 

Сайт транскрипции трансляции 
(кэп-сайт} — аа! ет Сайт 
 Помото а в ва Ранбани,  полиаденилирования 
ромотор 9 104 105 146 Сайт 

я Е ' терминации 
транскрипции 

алое Экзон1 | Экзон2 Экзон3 5’- элементы 
промотора \ ЛИЛер Интрон 1 Трейлер 

ТАТА 
бокс 

Рис. 4.14 „Структура В-глобинового гена. (По: Гилберт, 1994) 

Обшая черта строения про- и эукариотических генов — наличие кодирующей об- 

ласти и, расположенных по ее флангам, регуляторных последовательностей. Коди- 
рующие области большинства эукариотических генов имеют экзон-интронную стру- 
ктуру. Исключение составляют, например, гены гистонов и а и В-интерферонов, ко- 
торые не имеют интронов. Экзоны — кодирующие последовательности — чередуют- 
ся с некодирующими последовательностями — интронами (рис. 4.14). Размеры и 

число экзонов и интронов индивидуальны для каждой мРНК. Как правило, интро- 

ны по размерам значительно превышают экзоны (табл. 4.4). Ранее считалось, что ин- 

троны — варианты некодирующей, «эгоистичной» ДНК. Однако открытие альтерна- 

тивного сплайсинга, в процессе которого с одного гена транскрибируется несколько 
вариантов мРНК, за счет различных комбинаций экзонов и интронов, изменило на- 

ше представление о функции интронов. Оказалось, что в некоторых случаях интро- 
ны могут функционировать как экзоны, а экзоны — как интроны. Установлено, что в 
интронах могут находиться промоторы — участки, с которых начинается транскрип- 
ция. Неожиданно выяснилось, что в одном из интронов гена фактора УШ располо- 

жен другой (<гены в генах»). Таким образом, по мере изучения функций «некодиру- 

ющей» ДНК «ее эгоистичность» часто оказывается мнимой. 

Экзоны или их сочетания могут кодировать аминокислотные последовательно- 
сти, являющиеся структурными и функциональными доменами белка. Каждый эу- 

кариотический ген имеет с обеих сторон от кодирующей области основные регуля- 

торные последовательности, выполняющие функции инициации и терминации 
транскрипции. Однако регуляторные участки, повышающие и понижающие уровень 
транскрипции (энхансеры и сайленсеры), могут быть расположены как внутри гена, 

так и на значительном расстоянии от него. 
Некоторые зукариотические гены организованы в кластеры, но у них отсутству- 

ютобщие регуляторные участки, как в оперонах прокариот. К. ним относятся, напри- 
мер, гены о-- и В-цепей гемоглобина НВА. Однако во многих случаях родственные ге- 

ны расположены в разных хромосомах, например, ген лактатдегилрогеназы ЁОНА — 

на хромосоме 11, аген ЕН В — на хромосоме 12. 

Наряду с функциональными генами у эукариот есть псевдогены, которые, как 

правило, не транскрибируются из-за мутаций в регуляторных областях или вследст- 
вие изменений в их кодирующей области. При этом белок, если и образуется, явля- 
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Тиблица 4.4. Сравнительные размеры экзонов и нитронов (по М. Сингер и П. Берг, 1998) 

ПРОДУКТ ГЕНА ОРГАНИЗМ ЭКЗОНЫ -— сум- ИНТРОНЫ 

марная длина (п.в. Число Суммарная длина 

(п.и.) 

Аленозиндезаминаза |Человек 1500 И 30000 
Аполипопротсин В |Человек 14000 28 29000 
{-Плобин Мышь 432 2 762 
Цитохром 5 Дрожжи 2200 6 5100 

(митохондрии) 
Дигидрофолатрс- Мышь 568 5 31 500 
луктаза 
Эритропоэтин Человек 582 4 1562 
Фактор УШ Человек 9000 25 177 000 
Фиброин (шслк) Шелкопряд 18 000 | 970 
Гиноксантин-фосфо- | Мышь 1307 8 32000 
рибозилтрансфераза т 
и-Интерферон Человек 600 0 0 
Ренситор липополи- |Человек 5 100 17 40 000 
нротсина низкой 
плотности 

Фазеолин Фасоль 1263 5 515 
Тиреоглобулин Человек 8500 >40 100 000 
Рики Дрожжи 76 И 14 
Субъединица уриказы Соя 300 7 4500 
Вителлогенин Шпорцевая 6 300 33 20000 

лягушка 
Зеин Кукуруза 700 0 | 0 

ется дефектным, не функциональным. Один из вариантов псевдогенов - так назы- 
ваемые процессированные псевдогены, в которых отсутствуют интроны. Последнее 
обстоятельство еще раз подчеркивает значение интронов для образования пре- 
мРНК и синтеза нормально функционирующего белка. 

Наличие нескольких промоторов в одном гене обусловливает альтернативную 
"ранскрипцию, т.е. образование различных изоформ мРНК. Так втене миодистро- 

фии Дюшенна имеется 8 промоторов, с которых происходит альтернативная транс- 
крипция в разных тканях (сердечных и скелетных мышцах, эмбриональных нейро- 
пах, коре мозга, сетчатке глаз), что приводит к образованию в этих тканях различ- 

ных изоформ дистрофина (см. гл. 21). 
Помимо альтернативной транскригции существует и альтернативный сплайсинг. 

Так ген кальнитонина млекопитающих кодирует две изоформы мРНК; одна отвеча- 

ет за кальцитонин иитовидной железы и состоит из первых четырех экзонов из 6. Во 
второй мРНК, кодирующей белок, родственный ССВР мозга, отсутствует экзон 4 

{рис. 4.15). Альтернативный сплайсинг с пре-мРНК гена “-тропомиозина, в резуль- 
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Кальцитони:. |5“-Некоди-| |5-Некоди-| | Общий й , 
Новы тен риющий Г рующий || Кдируощий СбАР |---3 

ЭКЗОНА. Экзон В ЭкЗон | з 

гаРНК. 5.) Кальцито- | сев? | ...3 а рит 5 Ев | Го Ныне Г 0 [13 
| Сайты 

Процессинг РНК поли- 
аденили- 

Тироидные Гипоталамус рования 
клетки 

| 
4 Трансляция мРНК 

Первичный Общий |[Калы у Общий [вр 4 
продукт №, бро МН -насток+ дак] ООНР] ак [- СООН 
трансляции 

Белок 17,4 КД | Белок 15,9 КД 
Протеолитический процессинг 

Зрелые 
олипептидь Кальцитонин СбЕР 

полипе 32 аминокислотных ЗТаминокислотных 
остатка . остатков 

я - 3 +’ концевой пентанелтид: 

+№ концевой пелтид (83 аминокислотных остатка} +М№ концевой пептид (81 аминокислотный 
остаток) 

Рис. 4.15. Альтернативные сайты полнаденилирования в кальцитониновом гене. (По: 
Айала и Кайгер, 1988) 

В результате альтернативного сплайсинга образуется мРНК двух типов, которые различаются 

по составу 3’-концов 

у 

тате которого в зрелой мРНК отсутствуют экзоны с 5’ и 3’-концов и середины гена, 

представлен на рис. 3.8. Эти различные формы мРНК были обнаружены в мышцах, 

мозге и фибробластах. 

4.3.1. КЛАССИФИКАЦИЯ ГЕНОВ, КОНТРОЛИРУЮЩИХ 
МАТРИЧНЫЕ ПРОЦЕССЫ 

Биохимические процессы в клетке принято делить на матричные и нематричные. К. 
матричным относят синтез ДНК, РНК и белков, их созревание и модификацию, ак 

нематричным — синтез низкомолекулярных соединений: аминокислот, азотистых 
оснований, сахаров. В зависимости от того, какие именно процессы контролируют 

те или иные гены, их подразделяют на: 
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® сны, коптролирующие структуру белков, которые участвуют в процессах 

синтеза аминокислот, азотистых оснований, сахаров; 
гены, отвечающие за синтез рибосомной и транспортной РНК; 
гены, контролирующие синтез белков, которые обеспечивают матричные 
процессы: репликацию, транскрипцию и трансляцию. 

По другой классификации гены делят на три класса в зависимости оттипа РНК- 
полимеразы, которая их транскрибирует: 

® гены рибосомных РНК: 185, 5,85, 285, транскрибируемые РНК-полимеразой Г, 
* гены, кодирующие белки, транскрибируемые РНК-полимеразой П; 
® гены 55рРНК, тРНК, мя (малых ядерных) РНК, транскрибируемые РНК-по- 

лимеразой ПП. 

4.3.2, ГЕНЫ РИБОСОМНОЙ РНК 

16 ны РРНК организованы в мультигенное семейство. Число рибосомных генов 195 

и 285 колеблется от 100 у мыши до 280 у человека и 780 у шпорцевой лягушки (Хело- 

ри). Для обеспечения синтеза многочисленных белков в клетке нужны рибосомы, а 

в их образовании участвуют различные фракции РНК. Рибосомные гены, как пра- 

вило, локализованы в районе ядрышкового организатора (ЯОР). После отхождения 

Кластер Межгенный Кластер Межгенный Кластер 
РРНК-генов  спейсер  рРНК-генов  спейсер  рРНК-генов 

2300пн. —  15бпн, 4200. 
|= ЕДиницатранскипции про-рРНК — —————*| 

Рис. 4.16. Кластеры трех рибосомных генов (155, 5, 85, 285) разделены нетранскрибиру- 
емыми спейсерами. (Из: Сингер и Берг, 1998) 
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ядрыгика от этого участка образуется вторичная перетяжка и спутник, который не 
всегла заметен при световой микроскопии. Кластеры генов: 185-, 5,85- и 285-РРНК. 

тапдемно повторяются в районе ядрышкового организатора. Эти три гена разделены 

двумя транскрибируемыми спейсерами (ГТ$), имеются также внешние спейсеры 

{ЕТ$) и межкластерные спейсеры (105) с промотором и терминатором (рис. 4.16). 

У человека рибосомные гены 185, 5,85 и 285 расположены в коротких плечах ак- 

роцентрических хромосом: 13, 14, 15, 21, 22; для них характерна также тандемная ор- 

ганизация в районах ядрышковых организаторов. В геноме наблюдается индивиду- 
альная и возрастная изменчивость по числу копий на хромосому. 

Гены 55-рРНК (120 п.н.) также умеренно повторены в геноме. У человека имеет- 

ся около 2 000 таких генов. Причем они локализованы отдельно от других рибосом- 
ных генов. Фракция 55-рРНК входит в состав большой субъединицы эукариотиче- 
ской рибосомы, гены этого типа, как правило, локализованы внеядрышкового орга- 
низатора. 

Для генов 55-рРНК характерны следующие особенности: 

* как правило, они имеют кластерную организацию; 
в одну единицу повтора входит ген и его псевдоген 
тены 55-рРНК в соматических клетках и ооцитах могут несколько отличаться 

по последовательности нуклеотидов; 
» частота повтора генов 5$-рРНК достигает 2000 у человека и 24000 у лягушки 

Хепориз. 

4,3.3. ГЕНЫ, КОДИРУЮЩИЕ СТРУКТУРНЫЕ БЕЛКИ 
И ФЕРМЕНТЫ 

В состав эукариотического гена, кодирующего полипептидную цепь, входят: струк- 
турная часть и фланкирующие регуляторные участки с 5'и 3”-сторон. 

Структуру эукариотического гена рассмотрим на примере В-глобинового гена, 
состоящего из 3 экзонов и 2 интронов (рис. 4.14). Между первым и вторым экзоном 

расположен интрон [\$-1, а между вторым и третьим — ГУ$-2. Последорательности 

этих интронов идентичны у р-, \- и 6-генов, но отличаются от последовательности 
более коротких интронову а-глобиновых генов. 

Впромоторе В-глобинового гена человека, наряду с ТАТА- и СААТ-боксами, рас- 
положенными на расстоянии от точки инициации транскрипции в 30 и 80 пар нук- 
леотидов, соответственно, имеется еще и третий элемент РиСРиССС, где 

Ри — пурин. АСАТТТО — кэп-последовательность кодирует 5’-конец РНК, к которо- 

му после синтеза первых трех десятков нуклеотидов присоединяется, модифициро- 
ванный в 7-м положении метилированный гуанозин-5’-трифосфат. Между сайтами 

инициации транскрипции и трансляции расположена лидерная последовательность. 
ВВ-глобиновом гене сайт терминации расположен через 1000 нуклеотидов от по- 

следнего экзона. Сигналом к разрезанию РНК-цепи служит появление участка 

ААПААА. Сделав разрез примерно через 20 оснований после ААЦЧААА-мотива в мо- 

лекуле РНК, поли-А-полимераза присоединяет «хвост» из 220 остатков адениловой 

кислоты. Однако транскрипция продолжается и после ААТААА-сайта до сайта тер- 
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[51 У 02 ой |020 о | 
Зародыш Псевдогены Отугробного 

развития 
до взрослого состояния 

Зародыш Утробное развитие Отрождения 
до взрослого состояния 

Рис. 4.17. Кластеры глобиновых генов в хромосомах 16(а) и 11(6) человека и стадии 
развития, на которых они экспрессируются. (По: Виззей, 1998) 

минации транскрипции. В этой 3’-конпевой зоне (через 600-900 оснований после 

ЛАТААА-сайта) расположен энхансер, необходимый для организации экспрессии 

[-глобинового гена в предшественниках зрелых эритроцитов. С 5'-стороны за 6-22 

чи.н. до кластера В-глобиновых генов расположена область, называемая [.СК (от 

англ. оси; аспуапоп гедоп), включающая несколько эритроидспецифичных энхансе- 

ров, положение которых совпадает с положением участков гиперчувствительности к 
ДНКазе-1. В участках типерчувствительности П-ТУ картированы многочисленные уча- 

стки связывания различных транскрипциионных факторов. Подробнее об этом регу- 

ляторном участке в связи с особенностями его функционирования см. в гл. 12, 
Гены глобинов человека образуют два мультигенных семейства. -Глобиновые 

гены локализованы в коротком плече 16-й хромосомы в следующей послелователь- 

ности: (-ген, кодирующий {-цепи эмбриональных гемоглобинов Со\ег | и РоШапа 

1, затем три псеалогена — уб и у0.2, усе | и к 3^-концу в этом кластере — а2- и а1-ге- 
ны (рис. 4.17, а). Кластер В-генов расположен в коротком плече 11-й хромосомы 

(Пр) вследующей последовательности: =-ген эмбриональной цепи; два гена феталь- 

ных цепей гемоглобина НЫЕ — ^у и бу, которые отличаются по одному кодону; псев- 

доген В-цепи; б-ген, кодирующий 5-цепь гемоглобина взрослого человека НЬА? и В- 

геи (рис. 4.17, 6). В такой же последовательности эти гены начинают функционировать 

на различных этапах онтогенеза. Кластерная организация глобиновых генов напоми- 
настоперонную структуру прокариот. Однако у прокариотв структуре оперонаестьоб- 
щие регуляторные последовательности: промотор, оператор, терминатор. В то время 
как каждый из глобиновых генов имеет свои регуляторные последовательности. 

4.3.4. ГЕНЫ тРНК 

Гены ТРНК умеренно новторены в геноме, их число измеряется в сотнях и тысячах: 

850 — у дрозофилы, 1150 — у шпорцевой лягушки, 1300 — у человека. У прокариот 
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иромотор примыкает к 5'-концу структурной части усна, а у эукариот промотор рас- 
членен и находится внутри гена, один блок которого находится на расстоянии 8—30 
и.н. левее инициирующего кодона, а второй — правее на +51 п.н. (глава 12). В про- 

моторе гена тРНК имеются А- и В-боксы. Установлены их канонические последова- 

тельности. При уменьшении расстояния между боксами транскрипция снижается 
или полностью прекращается. Замена всего одного нуклеотида в В-боксе в положе- 
нии 56 СС > С Св ТуСС-петле искажает правильную структуру ТРНК. 

У прокариот некоторые кластеры с генами ТРНК образуют опероны с общим 
иромотором и одним предшественником зрелой РНК. Если есть интрон, располо- 

женный, как правило, рядом с антикодоном, то он вырезается, как и в пре-мРНК. В 

митохондриях млекопитающих гены ТРНК перемежаются со структурными генами. 
Таким образом, генетический материал эукариот имеет три уровня организации: 

геномный, хромосомный и генный, каждый из которых обладает своими структур- 

ными особенностями. Гены являются единицей наследственности, они — составные 
элементы хромосом и генома в целом. Однако в геноме эукариот превалирует некоди- 
рующая ДНК (у человека — 97%), функции которой изучены пока недостаточно. Тем 

не менее, установлена ее роль в альтернативном сплайсинге. Кроме того, в некото- 
рых интронах обнаружены промоторы. Важное значение имеют регуляторные участ- 
ки, расположенные с 5- и 3’-концов гена, которые также относятся к некодирующей 

ДНК. Изучается роль тринуклеотидных повторов как в некодирующей так и в коди- 

рующей ДНК, увеличение числа которых выше нормы приводит к тяжелым заболе- 

ваниям (часть П. Медицинская гепетика). Роль различных уровней организации гене- 

тического материала в передаче генетической информации потомкам в норме и па- 
тологии (когда генные, хромосомные и геномные мутации приводят к искажению 
этой информации) рассматриваются в различных главах пособия. 
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ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ АЛЛЕЛЬНЫХ 
И НЕАЛЛЕЛЬНЫХ ГЕНОВ 

5.1. ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ АЛЛЕЛЬНЫХ ГЕНОВ 

Аллель — одна из альтернативных форм гена. В классической генетике аллелями 

принято считать альтернативные фенотипические проявления признака у жизне- 

способных особей. После открытия молекулярной структуры гена аллель стал трак- 

зоваться как один из вариантов нуклеотидной последовательности определенного 

{фрагмента ДНК (как кодирующего, так и не кодирующего) в структуре генома. На- 

пример, аллелем называют и вариант длины рестрикционного фрагмента вне зави- 

симости от его локализации, и последовательность варианта повтора сателлитной 

ДИК. Таким образом, в классической генетике к определению понятия аллель под- 

ходили с точки зрения его функционального проявления (различные варианты при- 

зиака), а в молекулярной генетике учитывается прежде всего изменение структуры 

определенной последовательности ДНК. При этом в случае некодирующей ДНК ал- 
лель, как правило, не имеет никакого фенотипического проявления. В этом, види- 

мо, заключается защитная функция некодирующей ДНК от мутаций вее структуре с 

фенотипическим проявлением. Вместе с тем показано, что изменения в последова- 

тельности оснований в регуляторных 5*- и 3^-нетранслируемых областях генов, ин- 

тронах и сайтах сплайсинга могут привести к тяжелым заболеваниям у человека 

(см. гл. 13 ич, П Медицииская генетика). 

Между аллелями одного гена существуют различные типы взаимодействия доми- 

нирование, неполное доминирование, кодоминирование, сверхдоминирование. В 

коние 70-х годов ХХ века Р. Ригером было предложено включить в эту классифика- 

цию еще два типа взаимодействия: неустойчивую доминантность и условную доми- 
нантность. 

5.11. ДОМИНИРОВАНИЕ НОРМАЛЬНЫХ 
И МУТАНТНЫХ АЛЛЕЛЕЙ 

Термины «доминантный» и «рецессивный» признаки были введены Менделем в его 

работе «Опыты над растительными гибридами» (см. гл. 1). Доминантные признаки 

могуг быть как нормальными, так и мутантными. Вне зависимости от локализации 

гена (в половой хромосоме или аутосоме) доминантные признаки проявляются в ка- 

ждом поколении. Доминантный признак, контролируемый аутосомным геном, на- 
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Таблица 5.1. Вариязты фенотипического проявления доминазтных мутаций 

Символ | Полное название — Хромосома [ Объект Фенотип 

мутации 
1 - 

5 баг 2 Дрозофила Глаза маленькие, узкие, грубые, 
леталь в гомозиготе 

$и ($) |5иррие5зог ор баг | 2 Дрозофила Супрессирует 5/аг 
Е($)  |Еийансег оба" | 2 Дрозофила Глаза грубые, усиливает проявление 

некоторых аллелей благ и ве 
(257). У а5! глаза маленькие, грубые, 
жилки крыльев недоразвиты 

Сину |Су 2 Дрозофила Крылья загнуты вверх, леталь в 
гомозиготе 

Ср [11.2 2 Дрозофила Щетинки короткие, леталь в 
гомозиготе, самцы стерильны 

р Бераве 3 Дрозофила Крылья раскинуты, жужжальца 
отсутствуют, уменьшено количество 

дорсоцентральных щетинок, 

леталь в гомозиготе 
Ве Вай 1(%) | Дрозофила Крылья вздуты, жилки дефектны, 

самцы гибнут 
бра-Т |Юисозе-6- УП Мышь Электрофоретическая подвижность 

риозрйаие дейуд- , глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы 
гозепазе изменена 

1р Тоор И ХШ Мышь Белые пятна на шкурке, макроци- 
тарная анемия, стерильность 

Тр Трение! У Мышь Конвульсии в раннем возрасте, у 
“- взрослого животного тремор 

К: 

т фуаспунгу х Мышь Хвост короткий у гетерозигот Т/+, 
гомозиготы 7/Т гибнут на 10-й день 
эмбрионального развития, ното- 
хорда отсутствует, задняя часть тела 
не развивается 

следуется по аутосомно-доминантному типу, а при локализации гена в половой хро* 
мосоме — по сцепленному с полом доминантному типу (см. гл. 2). Различия этих двух 

типов наследования заключаются в том, что аутосомно-доминантные признаки с 

одинаковой вероятностью передаются особям как мужского, так и женского пола, в 

то время как доминантные сцепленные с полом нормальные признаки или патоло- 

гические мутации передаются от отца только дочерям. Если же родители оба больны 

и при этом мать гетерозиготна, то здоровыми могут быть только сыновья и то с веро- 
ятностью 50% (см. ч. |. Медицинская генетика). 

Кроме того, доминантные мутации могут быть летальными в гомозиготном со- 
стоянии, они способны усиливать или ослаблять действие других неаллельных ге- 

нов, приводить к стерильности особей, одновременно влиять на различные призна- 
ки (примеры в табл. 5.1.). 

Как видно из этой таблицы доминантными могут быть не только морфологиче- 

ские признаки, но и биохимические, физиологические, поведенческие. 
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5.1.2. НЕПОЛНОЕ ДОМИНИРОВАНИЕ 
В одном изскрещиваний, которые проводил Мендель, доминантный признак не 

чолностью исключал проявление рецессивиого признака. При скрещивании крул- 
нолистного сорта гороха с мелколистным в первом поколении наблюдался проме- 
жутонный фенотии: листья имели среднюю величину. В последующих эксперимен- 
тах выяснилось, что, обусловленный неполным доминированием одного аллеля над 
пругим промежуточный фенотил у гибрилов первого поколения встречается у раз- 
цичных организмов. 

Рис. 5.1. Неполное доминирование у кур. (Из: Айала и Кайгер, 1988) 
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Ири наюлном доминировании могуг наблюдаться некоторые вариации признака у 

гибрилов © отклонениями в сторону доминантною или репессивного фенотина. Всли 

выражение признака у гетерозигот примерно промежуточное, то такие признаки назы- 

ваются полудоминантными. Так у львиного зева (Апл’йтит таз) и ночной красавицы 

(Мга! уиара) гибриды от скрещивания красноцветковых растений с белоцветковы- 

ми имеют розовую окраску. Другим примером полудоминантного признака может слу- 

жить окраска оперения у кур андалузской породы. При скрещивании белых кур с чер- 

ными петухами, потомство Е, имеет серую окраску, в то время как во втором поколении 
у 1/4 птиц окраска оперения черная, у 1/2 серая иу 1/4 белая (рис. 5.1). 

5.1.3. КОДОМИНИРОВАНИЕ 
В случае кодоминирования у гетерозитот полностью проявляются оба аллеля. Наи- 
более яркий пример кодоминирования — наследование групл крови АВО у человека. 

Группы крови О (1), А (П), В (1), АВ (ТУ) детерминируются геном Г (для обозначе- 
ния генов принят курсивный шрифт). Известны три основных аллеля этого гена, два. 
из которых № и № доминантные, а один © — рецессивный. При гомозиготности МА 
эритроциты имеют только поверхностный антиген А (группа крови А). При гомози- 

готности 18/1 эритроциты несутдругой антиген -- В (группа крови В). В случае гомо- 

зиготности /ОЮ эритроциты лишены обоих антигенов (группа крови О). У гетерози- 

гот /^/Ю или 78 всоответствии с имеющимся антигеном группа крови А или В. У ге- 
терозигот А эритроциты несут оба антигена А и В (группа крови АВ). 

Как правило, на уровне синтеза полипептидов аллели гетерозигот кодоминант- 
ны. Так у гетерозигот по серповидноклеточной анемии НЬА/НЬ5, гемоглобины НЬ$ 

составляют 35—42%, НБА 60—65%. Полная клиническая картина заболевания (тром- 

бозы мелких сосудов, инфаркты внутренних органов, гемолитическая анемия, ги- 
перплазия костного мозга, нарушения мозгового кровообращения; смерть в возрас- 
те 3—10 лет, иногда позже) проявляется только в случае гомозиготности по НЬ5. У го- 

мозигот мутантный гемоглобин НБо.В 679 Вал состоит из двух нормальных о-цепей 
и двух мутантных В-цепей, в 6-м положении которых глутаминовая кислота замене- 
на валином. Заболевание наследуется по аутосомно-рецессивному типу, наличие у 
гетерозигот до 65% нормального гемоглобина позволяет большинству из них чувау- 

вовать себя здоровыми. Однако в холодное время года, при повышенной нагрузке, а 
также при полетах на самолете у них появляются боли в суставах, сердце, брюшной 
полости, в области селезенки, что свидетельствует о неполной доминантности нор- 
мального аллеля ЯВА в экстремальных условиях у носителей мутантного аллеля НЬ5. 

Таким образом, кодоминантность у гетерозигот НЬА/НЬ$ проявляется только на 

уровне синтеза полипептидных цепей гемоглобина, а заболевание с полной клини- 
ческой картиной наследуется по аутосомно-рецессивному типу. 

5.1.4. СВЕРХДОМИНИРОВАНИЕ 
При сверхдоминировании наблюдается более сильное проявление признака гетеро- 

зигот по сравнению с исходными гомозиготными родительскими формами. Так ге- 

терозиготы по серповидноклеточной анемии обладают большей резистентностью к 
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тической малярии, вызываемой протозойным паразитом Р/азтоаит еисрагит, 

индивиды, гомозиготные по нормальному доминантному аллелю гена, опреде- 

лцего форму эритроцитов: НЬЛ/НЬА < НБА /НЬ$ > НЬ5/НЬЗ. 

Другим примером может служить сверхдоминирование, наблюдаемое по такому 

‘знаку, как плодовитость у дрозофилы, Экспериментально показано, что у гете- 

игот по отдельным мутациям наблюдаются более высокие показатели плодови- 

ти, чем у родительских линий. Такая повышенная мощность гибридов первого 

‹оления носит название «тетерозис». Как правило, по количественным признакам 

людается гетерозис, основанный на гетерозиготности по многим генам, но воз- 

жны случаи гетерозиса у гетерозигот по одной паре аллелей, плейотропно влияю- 

1х на такие признаки, как плодовитость, длительность жизни, вес и др. 

Эффект моногибридного гетерозиса был обнаружен у гибридов между мутант- 

'ми и нормальными линиями Диозорййа теГапокамег, Мух стпаваг, си (ярко-крас- 

е глаза) и ебопу, е (черное тело) скрещивали с нормальными мухами линии 

л1шп-5 (рис. 5.2). Учетяйценоскости гибридов (суммарноечисло отложенных яиц) 

оводили ежедневно в течение всей жизни мух. Гибриды между мутантными (си и 

и пормальными мухами (Сапюп-5) достоверно превышали по плодовитости ис- 

дныелинии, Наиболышая плодовитость была выявлена у гибридов С5 Хх е, она ока- 

лась в 1,4 раза выше, чем у мух ебопу и в 3 раза превышала плодовитость линии 
итюп-5. 

ситпабаг Сатоп-5 ебопу 

Рис. 5.2. Схема скрешивания для 
выведения линий с чвыравненными» 
генотипами 

Гомозиготы по рецебссивным мутациям 

спи е скрещивались с мухами Сатюоп-5 
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5.1.5. НЕУСТОЙЧИВАЯ И УСЛОВНАЯ ДОМИНАНТНОСТЬ 
Термин «неустойчивая доминаитиость» применим к тем случаям, когда проявление 

признака у гетерозиготных особей зависит от внешних условий или генетической 

среды. Так, фенотип доминантной мутации Симу (загнутые кверху крылья) у дрозо- 

филы не проявляется при температуре 19 °С, (мухи имеют прямые крылья). Вполне 

нормально выглядят и мутантные мухи АБионта! афаотеп (аномальное брюшко) в 

старых культурах на подсохшем корме, т.е. доминантные мутации при определенных 

условиях проявляются как нормальные или близкие к норме рецессивные признаки. 

Генотип можно рассматривать как систему взаимодействующих генов. Проявле- 

ние признака определяется взаимоотношелием не только аллельных, но и неаллель- 

ных генов, усиливающих или ослабляющих действие основного гена. О степени до- 

минирования признака судят по его пенетрантности (термин «пенетрантность» 

предложен Н.В. Тимофеевым-Ресовским), оцениваемой по доле особей-носителей 

гена, у которых данный признак проявился. В проведенных В.Г. Митрофановым 

экспериментах самок из линии Рийеа, Ри (фасетки глаз слиты и образуют вздутия) 

РизорйИа ытйз скрещивали с нормальными самцами из разных популяций. В ре- 

зультате мутация Рийеа оказывалась в разном генетическом окружении. Было уста- 

новлено, что у гибрилов первого поколения в одном из вариантов скрешиваний пе- 

нетрантность не превышала 2% (почти полная рецессивность), в другом достигала 

98%, а востальных находилась на уровне 50%. Это означает, что доминантность ос- 

новного гена Ри зависит от генетического фона, усиливающего или ослабляющего 

его проявление. 

Наконец, доминантность может зависеть от положения гена в хромосоме. 

В классической генетике описано много примеров эффекта положения. Так у тете- 

розигот и /м! может проявиться фенотип не доминантного аллеля з* (красные гла- 

за), а рецессивного — » (белые глаза), если аллель »”* в результате инверсии (измене- 

ния последовательности генов на участке хромосомы на обратную) попадет в зону 

прицентромерного хроматина (рис. 5.3). 

В тех случаях, когда гомозигот по доминантной мутации выявить не удается, по- 

скольку доминантный ген действует в гомозиготе как рецессивная леталь, говорят об 

условной доминантности. Например, доминантные мутации у дрозофилы Симу, Су 

(загнутые кверху крылья), Ред”, Р/ (утолщения на крыльях, глаза маленькие, гру- ы 

бые), 5сио а, 5со (скутеллярные шетинки отсутствуют) можно назвать условно доми- 

нантными, поскольку они как и многие другие, летальны в гомозиготе. 

Рис. 5.3. Эффект положения + Тетерохроматин 
гена ийме | 

а 4 ляется фенотил рецессивного —= Центромера. 

аллеля м (белые глаза). {п(1 м" — и 
инверсия в 1-й хромосоме 
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5.1.6, МНОЖЕСТВЕННЫЕ АЛЛЕЛИ 
Известны различные серии множественпых аллелей, в которых мутации могут быть 

но отношению друг к другу доминантными, рецессивными, проявлять неполное до- 

минирование, сверхдоминирование и кодоминирование. Так у дрозофилы была об- 

паружена серия множественных аллелей по гену эййе, состоящая из нескольких де- 

сятков мутантных и одного нормального аллеля. В настоящее время их известно 60- 

лее 1400. В серии ййе аллель и* доминирует над всеми рецессивными аллелями ря- 

да. Аллель » (белые глаза), открытый 1. Морганом в 1910 г, рецессивен по отноще- 

нию ко всем остальным аллелям; другие аллели проявляют неполное доминирова- 

ние при сочетании в гетерозиготе с аллелями, определяющими менее интенсивную 

окраску глаз у дрозофилы. Например, у гетерозигот по и“ (абрикосовые глаза) и» 

наблюдается промежуточный фенотип (светло-абрикосовые глаза). Интересно, что 

в этом гене помимо доминантного нормального аллеля обнаружены и другие доми- 

нантные мутации, например, аллель 8” (коричневые глаза) и 227 (светло-желтые 
глаза у самок и близкие к дикому типу у самцов). 

Некоторые аллели имеют ллейотропный эффект, т.е. оказывают влияние на дру- 

гие признаки. Так мутантные аллели, как правило, снижают жизнеспособность и 

плодовитость особей. 

5.1.7. СООТНОШЕНИЕ ПО ФЕНОТИПУ ПРИ РАЗНЫХ ТИПАХ 
ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ АЛЛЕЛЕЙ 

При разных типах взаимодействия аллелей одного гена могут наблюдаться отклоне- 

ния от менделевского расщепления по фенотипу 3:1, Наследование признаков, за- 

висящих в своем развитии от взаимодействия аллельных генов, подчиняется зако- 

нам Менделя, если один из этих признаков является доминантным, а другой рецес- 
сивным. При других типах доминирования это отношение может несколько моди- 

{ицироваться. 

При неполном доминировании аллеля А над а в Е, моногибридного скрещива- 

ния расшепления по фенотипу и генотипу (1/4 АА ; 1/2 Аа : 1/4 аа) совпадают, по- 

скольку у гетерозигот Аа проявляется промежуточный фенотип. 

При кодоминировании аллелей также получается соотношение по фенотипу и 
генотипу 1:2:1. Например, у гетерозиготных родителей с [У группой крови (И № х 

\ 18) вероятность рождения детей с генотипами, определяющими группы крови А 

(1), АВ (1У\) и В (11) составит 1/4 ИИ:1/2 М 18:1/4 [8 1. 
В случае сверхломинирования гетерозиготы будут встречаться с большей часто- 

той, чем та, которая ожидается при равной их жизнеспособности с гомозиготами. 
Например, при скрешивании нормальных по окраске тела самок дрозофилы с сам- 

цами ебому (черное тело): +/+ х е/е, во втором поколении ожидается отнощение 1/4 

+/+ : 1/2 +/е : 1/4 е/е. Однако в силу большей плодовитости гетерозиготных самок 

+/е по сравнению с гомозиготами, и, видимо, большей жизнеспособности гетерози- 

готного потомства, общее число нормальных мух может оказаться более чем 
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ЗИ +/+: 2/4 +/е). Было показано, что вэксперимеитиньтых популяциях рецессивная 
мутация ебопу не элиминируется и через мной» поколений, сохраняясь с частотой до 5%. 

Соотношение по фенотипу зависит также от уровия пенетрантности 10 доми- 
нантным и ренессивным признакам. При 100%-ной пенетрантности наблюдается 
менделевское расщепление по фенотипу ЗА/_:1 а/а. При пенетрантности, равной 
50%, во втором поколении гибрилов ожидается 3/8 (З/4х 1/2) особей сдоминантным 
фенотипом и 5/8 — с рецессивным или 3:5. 

5.1.8, О МЕХАНИЗМАХ ДОМИНАНТНОСТИ И РЕЦЕССИВНОСТИ 

Первой лопыткой объяснить доминантность была гипотеза присутствиЯ-ОТсУтствия. 

В ее разработке в начале ХХ века участвовали Дж. Лотси, Р. Пеннет, У Бэтсон. Со- 

гласно этой гипотезе ренессивность означает отсутствие гена или его инактивацию. 

Однако в более поздних экспериментальных работах было показано, ЧТо рецессив- 
ные гены могут мутировать в разных направлениях, как к доминантному, так и к 

новым ренессивным состояниям. Являясь наследственными изменениями структу- 
ры гена, мутации могуг быть вызваны делециями (как генными, так и ХРОМосомны- 
ми). Генные делеции (выпадение части гена или всего гена) и хромосомные делении 
(утрата участка хромосомы) у одного из гомологов могут оказаться ЛЕТАЛЬНЫМИ В 

случае важности данного локуса для выживания организма. Такие локубы называют 
гаплолетальными. Делеции другого типа проявляются в гетерозиготном состоянии 

как доминантные видимые мутации; как рецессивные летали, они ДЕЙСТВУЮТ только 

в гомозиготном состоянии. К. ним относятся такие мутации у РкозорйЙа теюповайег 

как В — Бейа (концы крыльев дельтообразные, жилки утолщены, втоМозиготе — ле- 

таль), Н — Най\езз (шетинки редкие, жилки недоразвиты, в гомозиготе — леталь), Гу — 

Туга (края крыльев вырезаны, в гомозиготе -- леталь), Мише (шетинки тонкие, позднее 
вылупление имаго). 

Описаны доминантно наследуемые заболевания, обусловленные ГеННЫМи деле- 

циями. У человека в каждой из двух хромосом шестнадцатой пары ИМЕЕТСЯ два гемо- 

глобиновых гена аГ и 42; ген а! кодирует а-цель в гемоглобине НЪА, а 
а2 — в НЬА2. Таким образом, в диплоидном геноме человека присутствуют четыре № - 

над. Нормальный гемоглобин взрослых людей состоит издвух а- идВУХВ-цепей. Из- 
вестны наследуемые ло аутосомно-доминантному типу а-талассемии, вызванные 

делециями различного числа генов. Делеции двух генов с у гетерозигот приводят к 

слабо выраженной анемии. Тяжелая форма этого заболевания НОН (тепато- и спле- 

номегалия, гипертрофия костей, кардиомегалия) вызвана отсутствием трех генов. К 

летальному исходу приводиг выпадение всех четырех генов (волянка плода с НЫ 
Вац-гемоглобином, состоящим из четырех у-цепей). 

Другой пример. Делеция в миелиновом гене РМР22 на хромосом‘ 

1,5 млн п.н. вызывает наследственную нейропатию с предраспо. ложенностью к пара- 

личам от сдавления, наследуемую по доминантному типу, 

В последние десятилетия благодаря использованию современных Методов иссле- 

дования появляется все больше сведений о молекулярных механизмах доминантно- 

е 17 размером в 
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ти и рецессивности. Первичными продуктами гена, синтезированными в процессе 

читывания информации с РНК на белок (трансляция) являются структурные бел- 

:и и ферменты. У гетерозигот синтезируются как нормальные, так и мутантные по- 

'инептидные цепи, кодируемые разными аллелями одного гена. При этом очень 

ажно, какого количества белка, кодируемого нормальным геном, достаточно для 

беспечения нормального фенотипа. Рецессивные мутации не проявляются у гете- 
эзозигот при синтезе примерно половины нормального белка. И, напротив, гетеро- 

зиготы по доминантным мутациям обладают мутантным фенотипом, если синтези- 

эвайный нормальный белок не может компенсировать присутствие мутантного 

елка. В случае мультимерных или субъединичных белков, состоящих из нескольких 

убъединиц, важно какие именно нарушения произошли в структуре белка. При до- 

минантных заболеваниях чаше, встречается нарушение агрегации субъединиц бел- 

‹а, недостаточный синтез белка или полное его отсутствие, дефекты клеточных ре- 

цепторов и белков мембраны. Однако различные изменения, происходящие с одним 

и тем же белком, могут наследоваться по-разному, Например, замена аминокислот в 

'емоглобине характерна для многих рецессивно наследуемых гемоглобинопатий, а 

иедосгаточный синтез гемоглобина НБА или полное его отсутствие наследуется по 

поминантному типу (©-талассемии). Рецессивные заболевания, связанные с нару- 

иениями обмена веществ, как правило, вызваны недостаточной активностью фермен- 

зов, например: алкаптонурия, галактоземия, фенилкетонурия (подробнее обо всех пе- 

|жчисленных в этом разделе заболеваниях, см. в гл. 21). Реиессивные патологии могут 

обусловливаться и дефектами неферментных белков (спинальная мышечная атрофия, 

наследственные моторно-сенсорные нейропатии), втом числе мембранных (муковис- 

цидоз, мышечная дистрофия Дюшенна/Бекера). Данные, приведенные в монографии 

С.Н. Иллариошкина, посвященной наследственным заболеваниям нервной системы, 

свидетельствуют о том, что сходные нарушения структурных белков и ферментов име- 
югместо при разных типах наследования. 

5.2. ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ НЕАЛЛЕЛЬНЫХ ГЕНОВ 

Ёёнотип любого организма представляет собой сложную систему взаимодействую - 

щих генов как аллельных, так и неаллельных. При этом число генов, существенно 
влияющих на какой-либо признак, по-видимому, ограничено, иначе повреждение 

только одного гена, а их учеловека не менее 30 000, приводило бы к изменению всей 

генетической системы. 

5.2.1, КОМПЛЕМЕНТАРНОСТЬ 

Под комплементарностью понимают такой тип взаимодействия генов, при котором 
дна гена вместе обусловливают развитие нового признака, отличного от родитель- 
ских вариантов. Существует не менее трех типов комплементарности: 
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©, 
Рис. 5.4.Форма гребня у } 
кур: простой, ореховидный, | 
тороховидный, розовидный. 
{Из: Сийцив её а!. 1993) Простой Ореховидный — Гороховидный — Розовидный 

®_ доминантные гены различаются по фенотипическому проявлению: 
доминантные гены имеют сходное фенотипическое проявление; 
и доминантные, и рецессивные гены имеют самостоятельное фенотипическое 
проявление. 
Есяи доминантные аллели двух генов обусловливают разный фенотип, то в Е, на- 

блюдается расщепление 9:3:3:1. В качестве примера данного типа взаимодействия ге- 

нов можно привести наследование формы гребня у кур (рис. 5.4.). 

У гибридов первого поколения (РЁ ‚) доминантные гены А и В дополняют друг дру- 

та и вместе обусловливают ореховидную форму гребня, которой не было у родитель- 
ских форм. При скрещивании гибрилов Е |: АаВЬх АаВЬ во втором поколении, наря- 

ду с ореховидной, розовидной и гороховидной появляется простая форма гребня в 

соотношении: 9 А_В_:3ЗА_5%:Заа В_: 1 аа БЬ (« » означает, что аллель в гомоло- 

гичной хромосоме может быть как доминантным, так и рецессивным). В отличие от 

менделевского расщепления, наблюдаемого во втором поколении дигибридного 
скрещивания, в данном случае в первом поколении два гена действуют на один при- 
знак. 

При другом варианте комплементарности доминантные аллели двух взаимодей- 
ствующих генов не имеют собственного фенотипического проявления: новый фено- 
тип у гибридов определяется одновременным присутствием в генотипе двух неал- 
лельных доминантных генов, 

Так, у тутового шелкопряда ВотВух тот желтая окраска кокона определяется на- 

личием в генотипе двух доминантных генов — А и В, при наличии в генотипе только 
одного из этих генов, а также у двойных гомозигот аа — окраска кокона белая, По- 

этому в Е, у 7/16 коконов окраска белая, ау 9/16 А_В_-— желтая. 

Р ААЬЬ х аавВ 

белые коконы белые коконы 

Е, 4аВЬ 
желтые коконы 

Е, 9/16 А_В_:3/16 А_5Ь:3/16 аа В_: 1/16 аа 8% 
желтые коконы (9) белые коконы (7) 

5.2.2, ДОМИНАНТНЫЙ И РЕЦЕССИВНЫЙ ЭПИСТАЗ 
При эпистазе происходит подавление действия одного гена другим, не аллельным 

геном: А > В или А > 55. Еены, подавляющие действие пругих генов, называют инги- 
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орами или супрессорами. Они могут быть как доминантными, так и рецессивны- 

При доминантном эпнстазе один доминантный ген подавляет проявление друго- 

оминантного гена. 

Зозможны два варианта доминантного эпистаза 

1. омозиготы по рецессивным аллелям фенотипически отличаются от генотипов 

минантными аллелями. 
У тыквы Сиси’Ьйа реро окраска плода может быть желтой (А) и зеленой (а). Эта 

иска может подавляться доминантным ингибитором (1), в результате чего плоды 

4_, Г аа) получаются белыми. 

Р. ИАА х Нав 

эелая зеленая 
Е: КАа В 

белая р 
9/16 Г А_;3/161 аа; З/16 ЙА; 1/16 й аа 

белые (12) желтые (3) зеленые (1) 

3 описанном и аналогичных случаях в Е. имеет место расщепление по фенотипу 

1, 

2. Гомозиготы по редессивным аллелям йаа не отличаются по фенотипу от Г_А_ 

`{ аа. Например, у кукурузы 2еа тауз окраска зерна может быть пурпурной (А) 

злой (а). 

У 9/16 растений Г А_ при наличии доминантного ингибитора / пигмент не син- 

пруется. У 3/16 растений с генотипом /_ ва иу 1/16 й аа отсутствует ген пурпур- 
окраски, поэтому зерна в початках кукурузы также белые. И только у 3/16 ЙА_ 

аска зерен пурпурная, поскольку в генотипе есть ген окраски, а ингибитор пред- 

злен рецессивным аллелем. Таким образом, в Е, соотнощение растений с окра- 

мыми и неокрашенными зернами 13:3. 

Р: ИАА х Наа 

белая белая 

Е: ИАа 

белая 

Е, 9/16 1 А_;3/16 1 аа; 1/16 йаа; ЗЛ6ЙА_ 
белые (13) пурпурные (3) 

При рецессивном эпистазе рецессивный аллель одного гена подавляет действие 

плельного доминантного гена аа > В_, а между доминантными генами наблюда- 

1 комплементарность. 

Например, у льна Свит изнайзйтит аллель А определяет окрашенный венчик, 

- пеокрашенный (белый), В — голубой, 56 — розовый. По-видимому, ген А необ- 

им для синтеза предшественника пигмента, без которого ни голубой, ни розовый 

менты не образуются. Гётерозиготные растения А_В_ имеют голубую окраску 

чика ‹комплементарность доминантных генов), 4афь — розовую, тогда как рецес- 

ныеаллели гена а вгомозиготном состоянии подавляют синтез как голубого пиг- 
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мента в генотипах аа ВВ и аа ВВ, так и розового пигмента у аа 66 (рецессивный эпи- 
стаз). 

Вследствие двух типов взаимодействия генов у льна в Е, наблюдается расщепле- 

ние 9:3:4. 
Р ААБЬ х аавВ 
розовый белый 

Е, Ав 
толубой 

Е; 9/6 А_В; 3/16 А_ 56; 3/16 аа В_; 1/16 аа В 
голубые (9) розовые (3) белые (4) 

5.2.3. ДВОЙНОЙ РЕЦЕССИВНЫЙ ЭПИСТАЗ 

При таком варианте эпистатического взаимодействия рецессивные аллели имеют 

собственное фенотипическое проявление; вдвойных гомозиготах рецессивные алле- 

ли взаимно подавляют друг друга: аа > 56, а №6 > аа. 

Примером может служить взаимодействие мутации дрозофилы бгози, р» (корич- 

невые глаза) с мутациями уе’тИон, у; стпафаг, сп; зсатег, 51 и саг4та!, са, каждая из 

которых фенотипически проявляется как ярко-красные глаза. Мутации 5» и си лока- 

лизованы во второй хромосоме, 5! — в третьей, у — в первой хромосоме. Мутации раз- 

ЛИЧНЫХ ГЕНОВ: си, 51, » и им подобные Х. Нахтсхайм (1946) стал называть генокопия- 
ми, поскольку они имеют сходный фенотип. Ранее Н.В. Тимофеев-Ресовский назы- 

вал такие мутации гетерогенными группами генов. 

Соотношение по фенотипу в Е, от скрещиваний мутантов фу х 54, би х у зависит 

от локализации этих генов. При локализации взаимодействующих генов в различ- 

ных аутосомах (Бу и 5/) наблюдается расщепление по фенотипу — 9 фи* 51: 3 + 51 : 
З рю 5!" : | физ (см. схему). В такой форме записи указаны только те аллели, которые 

проявляются на фенотипическом уровне, индексы «--» означают нормальные аллели 

(или аллели дикого типа), доминантные по отношению к ри, у, и 51. При этом после- 

довательность записи генов в фенотипе и генотипе соответствует порядковому номе- 
ру хромосомы. Например, ген фи локализован во второй хромосоме, а 51 — в третьей, 

поэтому ген р» в генотипе ви/фи; 5/1 записывается раныпе гена 54. 

Генотипы РиЕЁ\: 
Р; $ ру*/ри+ ;зрзрх © ри/рих 51+ [5 . 

Е; $ фир 5-х 6 Выру ЗЕ 

Обозначения: 

/ — гомологичные хромосомы; 

верхние индексы «+» над символами мутаций — нормальные аллели генов; 

рготт, вм — коричневые глаза, мутация второй хромосомы: 

зсатер, Я — ярко-красные глаза, мутация третьей хромосомы. 
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Расщепление по фенотипу в Е› можно рассчитать по формуле, исходя из тетеро- 

эгности самок и самнов по генам ру и 51, и независимого наследования этих ге- 

„ локализованных в разных хромосомах: 

(Зе + 1) х (35 + 158) 
Фенотипы Е›: 
9 ри+* 51+ — темно-красные глаза (нормальные) 

3 рю 5/* — коричневые глаза 
3 уч — ярко-красные глаза 

| Би 51 — белые глаза 

В случае сцепленного с полом наследования одной из мутаций (\} отношение по 

ютипу в Р› будет иным: 3 + +: Зу + 1+ фу : [у Бу (см. схему}. При скрещивании 
1ок увели Гоп с самцами гоу в первом поколении самки имеют нормальный фе- 

гип, а самцы — уегиоп. Исходя из генотипов самок и самцов Е, по генам уетий- 

—о или" х у/Ри Бот — Бири* х Бы/ви можно рассчитать по формуле ожидаемое 
яцепление по фенотипу в Р.: (1У* + 1у)х (3 6%" + 15) = Зуб: Зури* : [у* 
Нури или 3 + + :Зу+: 1 + фм: 1уфу. У мух у фи глаза белого цвета, поскольку 

зизование красного и коричневого пигментов у них блокировано. 

2: Ф уд; Биби х 6 + Бир 
Е, 9 уд; Бирн х © ИУ; ББ 
УЗ +: ЗУ: 1+ Ви: Ту 

иким образом, количественно расщепление по фенотипу во втором поколении 

зисиЕ не толькоот типа взаимодействия, но и от локализации генов в аутосомах 
и половых хромосомах. 
Изучена биохимическая природа взаимодействия этих генов. Известно, что каж- 

ий изэтапов метаболизма того или иного соединения катализируется ферментами. 
свою очередь фермент находится под контролем одного или нескольких генов в 
висимости от числа неидентичных субъединиц, входящих в его структуру. В мета- 
‚лических путях продукт каждой предыдущей ферментативной реакции является 

бетратом следующей. Так происходит до тех пор, пока. не образуется конечный 
юлукт. При этом последовательно активируются гены, кодирующие ферменты, 
торые необходимы для превращения субстратов в продукты на всех этапах био- 

инеза. Биосинтез коричневого пигмента у ДиоборйИа теаповазег представляет со- 

›й именно такой метаболический путь; различные этапы этого пути блокируются 

утациями у, с, 5/, са. Мутация гена уеут юн блокирует превращение триптофана в 

эрмилкинуренин вследствие потери активности фермента триптофанпирролазы 
‚ис. 5.5). У мутантов стнафа! из-за отсутствия активности кинуренингидроксилазы 

прушено превращение кинуренина в 3-оксикинуренин. Мутации санфта! и ;сайе! 

рушают последний этап биосинтеза оммохромов из 3-оксикинуренина. При этом 

мушитов саг/та] снижена активность феноксазино-синтетазы, а у мутантов зса{е! 
зрушено поглощение кинуренинатканями. Носители мутаций, блокирующих син- 
;3 коричиевого пигмента, но не влияющих на синтез красных пигментов, имеют 
одный фенотип: ярко-красную окраску глаз, 



Глаза 5. Взаимодействие гг пьных и неаллельных еепон у5 

Триптофан 

Формилкинуренин 

Формамидаза 

Отсутствие активности триптофанпирролазы уеттИоп 

Кинуренингидроксилаза 

3-оксикинуренин 

Феноксазино- 
синтетаза 

Оммохромы 
(коричневые пигменты} 

Рис. 5.5. Блокирование генами у, си, 5г, са различных этапов биосинтеза коричневого 
пигмента у дрозофилы 

Угомозигот па перечисленным мутациям коричневый пигмент не образуется 

Каждый изаутосомных генов, блокирующих один из этапов биосинтеза коричне- 

вых пигментов, наслелуется по менделевским правилам. Так, при скрещивании му- 
тантов би х ри*; 54 х 51"; с@ х с@* в первом поколении у гетерозигот Би/фи*, 5/5", 
с/с доминируют нормальные аллели, а во втором поколении во всех скрешивани- 
ях наблюдается расщепление 3:1. С одной стороны, такой тип наследования призна- 

ка, судя по зависимости признака от определенного гена, является моногенным. Но, 
с другой стороны, в биохимической цепи синтеза коричневого пигмента каждый 
следующий этап синтеза зависит от предыдущего, находящегося под контролем дру- 
гого гена. Так кинуренингидроксилаза (первичный продукт гена стнаваг) обеспечи- 
вает синтез 3-оксикинуренина из кинуренина, но кинуренин образуется из предыду- 
щего соединения (формилкинуренина) при действии фермента триптофанпиррола- 
зы, кодируемого другим геном — уезиЙон. Поэтому образование коричневого пиг- 

мента зависит от согласованного действия всех нормальных аллелей генов: у*, си*, 
5#' и са". Наэтом примере видно, что моногенность наследования признаков отнюдь 
не означает абсолютную независимость действия генов, которые кодируют фермен- 
ты, участвующие в последовательных реакциях одного метаболического пути. 

В приведенном примере мутации ъ, си, 51, са, с одной стороны, и мутация ри*- с 

другой, блокировали пути биосинтеза различных пигментов. Вместе с тем у эукари- 

от известны примеры взаимосвязанных метаболических путей, когда одна мутация 
может одновременно блокировать разные цепи биохимических пронессов. 

Так в экспериментах на ОгозхорйЙа теаповаяег была показана биохимическая 

природа взаимодействия двух мутаций Рей (Рйозрйоисопае Чепуатовепазе) и 2 

(Инзсленуеттетй, локализованных в Х-хромосоме. Мутании гена Ре, (6ФГД) блоки- 

руют превращение 6-фосфоглюконата в рибулозо-5-фосфат вследствие снижения 
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ГЛИКОЛИЗ ПЕНТОЗОФОСФАТНЫЙ ПУТЬ 
Глюкозо-6-фосфат 

Нлюкозофосфатизомераза : 

Фруктозо-б-фосфат 

Фруктозо-1,6-дифосфат 

Дигидроксиацетонфосфат 

И 
Глицеральдегид-3-фосфат 

рансальдолаза: 
транскетолаза 

Рис. 5.6. Взаимосвязь метаболических путей гликолиза и пентозного цикла в норме и 
ири супрессии, (Из: Герасимова, 1981) 

активности фермента 6-фосфоглюконатдегилрогеназы. 6-Фосфоглюконат (проме- 
жуточный продукт пентозного пути) ингибирует фермент гликолиза — глюкозофос- 
фатизомеразу, преврашающую глюкозо-6-фосфат во фруктозо-6-фосфат (рис. 5.6). 
Блокирование двух путей окисления глюкозы гликолиза и пентозо-фосфатного ци- 
кла является летальным, поскольку в отсутствие гликолиза организм не обеспечен 
достаточным количеством молекул АТР, а пентозо-фосфатный путь необходим для 

синтеза молекул МАОРН и нуклеиновых кислот. 

Супрессорами для всех Рей-леталей служат мутации в гене 7». При наличии му- 

таций в гене м снижается активность глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы (Г6ФД); в 
результате глюкозо-б-фосфат может быть использован в гликолизе, 
В этом случае 6-фосфоглюконат не ингибирует гликолиз, а выступает в роли суб- 
страта для образования пентоз. Мутации гена 2 восстанавливают жизнеспособ- 
ность мух без восстановления функции локуса Рой (см. рис. 5.6.). 

5.2.4, ГЕНЫ-МОДИФИКАТОРЫ 

Наряду с генами «основного» действия, на развитие любого признака оказывают 

влияние и другие гены, как правило, не имеющие собственного фенотипического 
проявления. Энхансеры усиливают, а супрессоры (ингибиторы) ослабляют проявле- 
ние основных, главных генов. Такие неаллельные гены, усиливающие или ослабля- 
ющие действие главного гена, называются генами-моднфикаторами. Многие тены в 
организме в одно и то же время могут быть генами «главного действия» по одним 
нризнакам и генами-модификаторами по другим. Это частный случай плейотропно- 
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то {миожественвого) действия генов, когда один ен влияет одновременно за е- 
сколько признаков организма. 

На лрозофиле было показано, что тены-модификаторы обладают следующими 

свойствами: 

® могуг быть локализованы либо в той же хромосоме, что и основной ген, либо 

в другой хромосоме; 
® могуг оказывать плейотропный эффект на такие количественные признаки, 

как жизнеспособность и плодовитость; 
® один и ТОТ же ген-модификатор может ослаблять действие одних и усиливать 

действие других генов. 

5.2.5, ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ ГЕНОВ, ФУНКЦИОНИРУЮЩИХ 
В РАННЕМ ЭМБРИОНАЛЬНОМ РАЗВИТИИ 

Дрозофила — один из модельных объектов, который исгюльзуется для изучения вза- 

имодействия генов в раннем эмбриональном развитии. Личинки и взрослые мухи 
дрозофилы (имаго) имеют сегментарное строение (рис. 5.7). 

Рис. 5.7. Сегментация тела у РиозорйЙа 
те[апозажег (фотографии получены с 
помощью сканирующего электронного 
микроскопа). (Из: Си, 2000} 

а- 3-часовой эмбрион; б - 10-часовой эм- 

брион, в - вылупившияся из яйца личинка, 

г - взрослая муха. Линии показыавют 

идентичность сегментов 10-часового эмб- 

риона и личинки, Сегменты головы выде- 

лены скобкой; Т1-ТЗ — сегменты торакса, 

А1-А8 - сегменты брюшка 

71-4167 
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8 НН 

Ысоа, 
ехиреганйа, звайо — ПиейБасй —бгзо папоз 

Передний — + Задний 
полюс яйца полюс яйца 

ис. 5.8. Активность взаимодействующих генов с материнским эффектом — первый этап 
ановления пространственной организации у дрозофилы. (По: Спй в ег а1., 2000) 

Полярность Синцитиальная Клеточная 
оогенеза бластодерма бластодерма 

1 

ехирегапНа Градиент белка 

а раде а -. рипейфаск 

озкаг 
шаог 

уаза 
уа105 

эащей 

. 
ис. 5.9. Последовательная активация генов с материнским эффектом, контролирую- 
дих передне-заднюю полярность зародыша у дрозофилы. (По: Гилберт, 1995) 

— организация переднего отдела, 5- организация заднего отдела; в - терминалии 

Эмбриогенез у дрозофилы осуществляется под контролем нескольких групп вза- 

амодействующих генов (см, гл. 16). Здесь мы рассмотрим те из них, которые ведают 

1стерминацией полярных осей и обладают материнским эффектом. Материнский 

эярфект заключается во влиянии генотипа матери на формирование признака у по- 

гомства, передаваемое через накопленные в цитоплазме яйцеклеток первичные 
гродукты материнских генов. Так, в оогенезе у дрозофилы происходит накопление 
л градиентное распределение в созреваюшем яйне сначала мРНК, а затем белков, ко- 

{ируемых этими генами. При трансляции мРНК гена Бо во время ранних делений 

дробления синтезируется белок, который формирует градиент с наибольшей концент- 
зацией в переднем полюсе яйца. Два других белка, кодируемых генами ехирегапиа и 

‚маНо, обеспечивают распределение продукта гена со в переднем конце яйца (рис. 

5.8.), При отсутствии продуктов этих генов градиент белка гена сом распространяет- 

я ближе к заднему полюсу. У мутантов сом отсутствуют голова и грудь, ана их месте 

бразуются терминальные структуры личинки. Ген 5кой взаимодействует также с ге- 
ном диисйваск, #ф, — одним из ранних генов, активирующихся в зиготе (рис. 5.9, а). У 

мутантов по гену #5 отсутствуют ротовые части и структуры груди. 
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В задней части зародыша функционирует тен нано и другие гены, продукты ко- 

торых необходимы для развития брюшка мухи (рис. 5.9, 6). Ген наноз супрессирует 

действие гена динсйвасЕ в задней части зарольниа. Доставка продукта гена ианох из 

залнего полюса в область брюшных сегментов осуществляется с помощью продуктов 

гена ритйю. Существуют еше гены, которые определяют границы между сегменти- 

ронанными и несегментированными частями тела. Одним из таких генов является 

ген гогуо, мутации которого приводят к отсутствию у зародыша несегментированных 

терминальных структур (акрона в передней части зародыша и тельсона — в задней). 

Продукт этого гена синтезируется во всем зародыше, но активируется только на его 

полюсах . Предполагают, что продукт гена гогзо взаимодействует с геном 1айезз и ге- 

ном йискерет при формировании терминальных структур зародыша (рис. 5.9, в). 

Таким образом, пространственное распределение белков в цитоплазме яйца и за- 

родыша дрозофилы основана на взаимодействии (активации и репрессии) специфи- 

ческих генов. 

5.2.6, ПОЛИГЕННОЕ НАСЛЕДОВАНИЕ КАЧЕСТВЕННЫХ 
ИКОЛИЧЕСТВЕННЫХ ПРИЗНАКОВ 

Кумулятивная полимерия. Значительная часть признаков у эукариот, наследуемых по- 
лигенно, находится под контролем не двух-трех, а большего’ числа генов (их 
количество пока еще трудно определить). При моногенном типе наследования в мо- 
ногибридном скрещивании один ген проявляется в двух альтернативных состояниях 
без переходных форм. Такие признаки относятся к качественным, при их анализе, 
как правило, не проводится никаких измерений. При неаллельном взаимодействии 
двух несцепленных генов даже при сохранении менделевского отношения 9:3:3:1 фе- 

нотип первого поколения гибридов зависит от действия обоих генов. Однако насле- 
дование качественных признаков может определяться взаимодействием трех и более 
генов. При этом каждый изэтихгенов имеет свою долю влияния на развитие призна- 
ка. Примером может служить наследование красной и белой окраски зерен пшени- 

цы вопытах шведского генетика Нильсона-Эле. Результаты этих опытов были опуб- 
ликованы в 1909 г. 

При скрещивании сорта пшеницы, зерна которой имели темно-красную окраску, 
с сортом, имеющим белые зерна, гибриды первого поколения имели красную окра- 
ску более светлых тонов. Во втором поколении получилось такое соотношение по 
фенотипу: на 63 окрашенных зерна с различными оттенками красного цвета прйхо- 
дилась 1 белое зерно (неокрашенное). Эти результаты были объяснены Нильсоном- 

'Эле следующим образом. Темно-красная окраска зерен пшеницы обусловлена дей- 

ствием трех пар доминантных генов, а белая — трех пар ренессивных, при этом по 
мере увеличения числа доминантных генов окраска становится более интенсивной. 
Обозначим доминантные аллели трех генов, локализованных в разных хромосомах, 

прописными буквами А А? АЗ а ренессивные — строчными а! а? аз, тогда генотипы ис- 
холных форм будут: АГАТ А2А? АЗАЗ х а'а! аа? аЗа3. 
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Рис. 5.10. Определение частот доминантных генов в скрещивании краснозерных и бе- 
лазерных сортов пшеницы 

Окраска зерен у гибридов первого поколения А!а! 420? АЗа3 при наличии трех до- 
минантных аллелей будет промежуточной светло-красной. При скрещивании гиб- 

рилов первого поколения А! 42а? АЗа3х А!а! АЗа? АЗа3 у каждого из гибридов обра- 
зуется по 8 типов гамет, поэтому во втором поколении ожидается расщепление в 64- 
х долях (8х 8). Среди 63/64 растений с окрашенными зернами интенсивность окра- 

ски усиливается по мере увеличения числа доминантных аллелей различных генов в 
генотнпе. Видимо, каждый доминантный ген способствует увеличению количества. 

синтезированного пигмента, и вэтом смысле такой признак можно отнести к коли- 
чественным. Тип аддитивного действия генов, каждый из которых оказывает свою, 
часто небольшую, долю влияния на признак, называется кумулятивиой полнмерней. 

Используя решетку Пеннета, можно подсчитать частоты доминантных генов среди ге- 
нотипов второго поколения. Для этого в каждой из 64 клеток вместо генотипа записыва- 

ется число присугствующих в нем доминантных 
аллелей (рис. 5.10). Определив частоты доми- 

нантных аллелей, можно убедиться, что геноти- 

пы с числом доминантных генов 6, 5, 4, 3, 2, |, 0 

встречаются 1, 6, 15, 20, 15, 6, | раз соответствен- 
но. Эти данные прелставлены в виле графика на. 
рис. 5.11. На горизонтальной оси указано число 
доминантных генов в генотипе, а на вертикаль- 
ной — частоты их встречаемости. С увеличением 

1 числа генов, определяющих один признак, этот 
о 1 23 4 5 6 график приближается к идеальному нормально- 

Рис. 5.11. Частоты встречаемости му распределению. Такого типа графики харак- 

доминантных генов во втором по- терны для количественных признаков, таких как 
Колонии р 5% ливания Ву т рост, вес, длительность жизни, яйненоскость и 

пснины других признаков, показатели которых можно 
измерить. 

2 

15 
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Рис. 5.12. Распределение По росту у Ё 
мужчин. (По: СОНЯ ега/., 2000) 8 

Гистограммы: (а) с 5-см классовым интер- 
валом; (5) с 1-см классовым интервалом; 

(с} непрерывное распределение 

Рост 
в 

К количественным относятся признаки, варьируюние более или менее непрерывно 
отодной особи кдругой, что позволяет распределить особей по классам всоответствии со 

степенью выраженности признака. На рис. 5.12 приведен пример распределения по рос- 

туу мужчин. Эта выборка разделена на 7 классов с 5 см-интервалом. Мужчины со сред- 

ним ростом (171—175 см) составляют бблышую часть выборки. С наименьшей частотой 
встречаются мужчины, которые включены в класс с ростом 156-160 см и 186—190 см. С 

увеличением выборки и с уменынением классового интервала график может прибли- 

зиться к нормальному распределению по росту. 
Фенотипическая изменчивость без разрывов в проявлении, представленная на 

графике нормального распределения признака, называется нелрерывной. Непрерыв- 
ная изменчивость количественных признаков зависит от двух причин: 1) от генети- 
ческого расшепления по большому числу генов, 2) от влияния среды, Как причины 
модификационной изменчивостн. 

Впервые датский генетик Иогансен показал, что непрерывная изменчивость та- 
кого количественного признака как масса бобов фасоли Рйазеои; ушват5 зависит как 

от генетических, так и средовых факторов. Путем инбридинга в течение ряда поко- 

лений он вывел несколько чистых (гомозиготных) линий, различающихся ло сред- 

ней массе бобов. Например, средняя масса бобов в линии 1 была 642 мг, в линии 
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Рис. 5.13. Схема отбора мелких, 
срелних и крупных семян в одной из 
чистых линий в опыте В. Иоганнсена 
на примере одного поколения. (По: 
Дубинин, 1986) 

Изменчивость в чистых линиях носит 

модификационный характер, поэтому 

отбор и создание новых линий, досто- 

верно отличающихся по весу семян, в 
генетически гомозиготных линиях, ока- 

зался невозможен 

7. Общан генетика 

13 - 454 мг, влинии 19 — 351 мг Далее Иоган- 
сен вел отбор крупных и мелких бобов в каж- 
дой линиис [902 но 1907 г. Вне зависимости от 

массы родительских семян средняя масса бо- 
бов после 6 лет отбора была такой же, как и в 

исходной линии (рис. 5.13). Так в линии № 13 
при массе родительских семян от 275 мгдо 575 

мт средняя масса семян в потомстве сохра- 
нилась на том же уровне +450 мг (табл. 5.1). 

При этом в каждой линии масса бобов 

варьировала от минимальных до максималь- 
ных значений, а наиболее многочисленным 

был класс со средней массой, что характерно 

для количественных признаков (см. рис. 5.13). 

Отбор в чистых линиях оказался невозможен . 
Еще один пример. В 1977 г. Д.С. Билева, 

Л.Н. Зимина, А.А. Малиновский изучали вли- 

яние генотипа. и среды на продолжительность 
жизни двук инбредных линий Дгозорййа 

теаповаяег. Путем инбридинга и отбора были 

выведены две линии № 5 и № 3, четко разли- 

чающиеся по длительности жизни. Продолжи- 
тельность жизни определялась на трех вариан- 
тах корма: полноценном (дрожжи, манная 
крупа, сахар, агар-агар), обедненном (манная 

крупа, сахар, агар-агар) и сахарном (сахар, 

агар-агар). Обеднение состава корма приводи- 

ло к уменьшению длительности жизни. Про- 
должительность жизни самок 5-й линии на са- 
харном корме (в днях) снизилась с 58-2,1 до 

27,2+1,8, а самцов с 63,72,9 до 34,8-1,5, т.е. 
оказалась примерно в 2 раза меньше, чем на 
полноценном корме. Такая же закономерность 
была характерна и для самок и самнов 3-й ли- 

нии. Длительность жизни самок этой линии 
снизилась с 50,7-Е1,9 до 24,3+1,2, а самнов с 

32,9+2,9 до 21,6-1,5 дня. При этом гистограмма, отражающая изменчивость по 

нанному признаку на полноценном корме, близка к гистограмме представленной на 
рис. 5, 12, а, ана обедненном и сахарном наблюдается ассиметричное распределение 
20 слвигом средней величины в сторону уменышения длительности жизни. 

Некумулятивная полимерия. Наряду с кумулятивной (аддитивной) полимерией 

известны случаи наследования по типу некумулятивной (неаддитивной) полиме- 
зии, когда характер проявления признака не меняется в зависимости отчисла доми- 
зантных полимерных генов. Так у кур оперенность ног определяется доминантны- 
ии аллелями двух генов АГи А2: 
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Таблица 5.1. Число бобов различной массы в потомстве семян с разной массой 

Масса роди- Число семян в потомстве, имеющих следующую массу, мг Средняя 
тельских се- т масса се- 
мян, мг 225 |275 | 325 375 425 | 525 575 625 | мянвво- 

томстве, мг 

275 | 5 6 И 4 8 5 445 
375 1 2 6 27 43 45 27 И 2 453 у 
475 5 9 18 28 19 21 3 434 
575 1 7 17 16 6 17 8 3 458 

Класс семян 225 мг включает семена, имеющие массу между 200 и 250 мг, класс семян 275 мг включает 
семена, имеющие массу между 200 и 300 мг, итд, 

РАТА! 422 Хх да 
оперенная неоперенная 

Е, Аш Аа? 
оперенные 

Е, ЗА! А? ЗА! а2а?; 3 а!а1 А2_; | а'а! а?а, 
оперенные (15) неоперенные (1) 

ВЕ, среди 15/16 гибридов с оперенными ногами есть такие, которые имеютчеты- 

ре доминантных аллеля (А1А’ 4242), три (АА! 4242), два (А'а! 42а) или всего один 
{4'а! а?а?), характер оперенности ног в этих случаях один и тот же. 

Тмавные гены в системе полигенов. Среди генов, влияющих на количественный 

признак, может оказаться «сильный» или главный ген, и более «слабые» гены. Дей- 

ствие главного гена иногда настолько существеннее действия других генов, что при- 
знак, кодируемый им, наследуется по менделевским законам. Изменчивость одного 
и того же признака может находиться под контролем как одного главного гена, таки 
полигенов. Например, карликовость у человека в случае ахондроплазии обусловлена 
специфическим главным геном, в то время как изменчивость по росту в нормальной 
популяции индивидов является примером полигенной изменчивости. Гены, дейст- 

вие которых заметно сильнее действия других генов на этот признак, можно изучать 
по отдельности отдействия других генов. С другой стороны, один и тот же ген вслед- 
ствие плейотропного действия, может оказывать сильное влияние на один признак 
и менее значительное на другой признак. К тому же к главным генам могут быть от- 

несены те, которые определяют признаки, наследуемые по законам Менделя, без их 
отношения к системе полигенов, Подразделение генов на главные и неглавные не 
всегда обосновано, хотя бесспорно, что их роль в определении признака кожет быть 

различна. 
Широко распространенные болезни человека, например, артериальная гипер- 

тензия, ишемическая болезнь сердпа, бронхиальная астма, язвенная болезнь желуд- 
ка, наследуются полигенно. При этом тяжесть заболевания зависит не только от со- 
вокупного действия множества генов, но и от провоцирующих средовых факторов. 
Современным представлениям о генетических механизмах такого типа болезней, на- 

зываемых мультифакториальными, посвящена гл. 24. 



ГЕНОТИП И ФЕНОТИП. 
МОДИФИКАЦИИ И НОРМА 
РЕАКЦИИ 

В начале ХХ века наиболее вдумчивые биологи-гибридизаторы У. Бэтсон в Англии и 

В. Иогансен в Дании осознали, что простые менделевские численные отношения 

особей с альтернативными проявлениями признаков — результат сложных клеточ- 
ных и биохимических процессов. Именно поэтому уже в 1909 г. В. Иогансен предло- 

жил различать понятия генотни и фенотин, понимая под первым совокупность гене- 
тических задатков (генов) во всех хромосомах организма, а под вторым — совокуп- - 
пость набяюдаемых структурных и функциональных признаков организма, детерми- 
пируемых его генотипом. Позже немецким зоологом В. Хэкером изучение соотно- 
шений между генотипами и фенотипами организмов было названо феногенетикой. 

Как изнестно, главный предмет изучения генетики (в том числе и феногенетики} — 

удивительная способность живых систем к самовоспроизведению, сопровождающему- 
ся исизбежной изменчивостью как наследственной, так и благоприобретенной при- 
роды, Причем, при размножении организмов любой степени сложности поколение 
от поколения отделено стадией оплодотворенной яйцеклетки — зиготы. Следова- 

тельно, именно в зиготе и должна содержаться в закодированном виде вся наследст- 
ненная информация, передаваемая от поколения к поколению. 

Общие принципы строения генетического кода были раскрыты во второй поло- 
вине ХХ века, а для некоторых видов, включая человека, были определены полные 
пуклеотидные последовательности всех хромосом. Гораздо меньше известно о меха- 
пизмах реализации генетической информации, о становлении морфологических, 
физиологических, этологических и др. признаков. 

Прежде чем приступить к анализу взаимодействия генотипа и фенотипа, необхо- 

димо ответить на вопрос, чем отличаются наследственные и ненаследственные при- 
знаки. Обдумывая эту проблему, легко придти к выводу, что, в сущности, ненаслед- 
ственных признаков нет. Хорошю известна формула академика И.И. Шмальгаузена: 
«Наследуются не признаки, как таковые, а нормы их реакции на изменения условий 
существования организмов». Поясним сказанное примером. Если воспитывать гусе- 
ниц некоторых бабочек при разных температурах, то из гусениц, выращенных при 
низких температурах, получаются темные формы бабочек, а при высоких — светлые. 

Это признак ненаследственный, потому что при перенесении тех и других гусениц в 
нормальные (средние) температурные условия окраска всех бабочек будет одинако- 
вой, промежуточной, какой она и должна быть при этих температурах. Но вот сам 

факт, что бабочки некоторых видов отвечают на понижение температуры потемне- 
нием окраски, а на повышение — посветлением, есть присущее им наследственное 
свойство, предусмотренное их генетическим кодом. Пигментообразование у других 
организмов иначе реагирует на изменение температуры, либо вовсе не реагирует. 
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Следовательно, у них наследственным признаком является другая норма реакции. В 

сущности, ненаследственные изменения -- модификации также являются отображе- 

нием какого-то наследственного свойства данной формы организмов. Понятие нор- 

мы реакции широко используется в медицинской генетике при описании изменчи- 

вости проявления наследственных болезней человека, 
Еще один пример. В 1920-е годы у РгозорйЙа ипе$ была выделена мутация, 

обусловливающая нерасправление крыльев у мух после их вылупления из куко- 

лок. Как известно крылья насекомых состоят из двух хитиновых пластинок, меж- 

ду которыми проходят жилки, являющиеся своеобразными кровеносными сосу- 

дами, У куколок крылья сложены определенным образом, а после вылупления 

имаго в жилки их крыльев нагнетается кровь, крылья расправляются, а основное 

их вещество (хитин) — отвердевает, Сейчас мутации, ведущие к нерасправлению 

крыльев известны у целого ряда насекомых. Но такая аномалия может быть и не- 

наследственной. В слишком сухих или слишком влажных культурах дрозофилы у 

некоторых особей затвердение хитина опережает нагнетание крови в жилки, ив 
результате крылья не расправляются. При наблюдениях над большим числом ин- 

дивидов из генетически различных штаммов оказалось, что имеется статистиче- 

ски вполне достоверное различие между числом таких «аварий» вылупления у 

различных штаммов, как содержащих крыловые мутации, так и не содержащих 

таковых. Причем эти «аварии» сами по себе не наследуются, поскольку свойст- 

венная данному штамму частота нерасправления крылышек в заданных условиях 

не изменяется независимо от того, брать ли для дальнейшего размножения особи 

с полностью расправленными или вовсе не расправленными крыльями. Таким об- 

разом, само нерасправление крылышек не наследуется, хотя предрасположение к 

такому нерасправлению наследственно, поскольку генетически различные штам- 

мы характеризуются определенной частотой нерасправлений. Сходная ситуация 

складывается и при наследовании и проявлении неполно манифестирующих на- 
следственных болезней человека. 

Приведенные примеры показывают сложность взаимоотношений между генами 
и признаками. 

В дальнейшем будет показано, что и у классических наследственных изменений, 

мутаций, часто наблюдается широкий диапазон модификационной изменчивости, 

определяемой взаимоотношениями генотипа с комплексом факторов «тенотипиче- 

ской», «внутренней» и «внешней» среды организма; подробнее о таком дифферен- 

цированном понимании среды будет сказано ниже. Сложность взаимоотношений 

между молекулярным генетическим кодом и фенотилом давно уже ясна генетикам, 

и лишь поверхностные критики могут приписывать им упрощенный взгляд на про- 

блему «ген — признак». На огромном материале хромосомных аномалий, особенно 

делеций, у животных, растений и человека, показано, что выпадение какого-либо 

гена из генотипа ведет не просто к выпадению соответствующего признака, а, как 

правило, к тяжелым общим морбидным, а то и летальным последствиям. Таким об- 

разом, в индивидуальном развитии организма генотип функционирует не как адди- 

тивная сумма генов, определяющих соответствующую сумму признаков. А как цело- 
стная система, в которой каждый ген влияет на многие признаки, а каждый признак 

определяется многими генами. 
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6.1. ВАРИАЦИЯ ПРОЯВЛЕНИЯ 

НАСЛЕДСТВЕННЫХ ПРИЗНАКОВ 

ВИНДИВИДУАЛЬНОМ РАЗВИТИИ 

ОРГАНИЗМОВ 
Вариация наследственных признаков организмов прежде рассматривалась, как одно из 
основных направлений феногенетики, что в современных терминах ближе всего к 
«функциональной геномике» — крайне комплексной иеше не устоявшейся дисципли- 

ие, отдельные разделы которой пока слабо связаны друг с другом. 
При исходной формулировке феногенетики почти сто Лет назад зоологом В. Хэ- 

кером ставилась задача отыскания в онтогенезе организмов таких фаз (он их назвал 
репокритическими), начинаяс которых мутантные формы отличаются от исходных. 
За 1920-е—30-е годы много таких данных было накоплено самим Хэкером и его мно- 

почисленными последователями. Так, норвежский зоолог К. Бонневи собрала об- 

ширный материал по эмбриологии наследственных врожденных пороков человека. 
Путем морфофизиологического анализа она смогла вычленить наследственные на- 
зушения от случайных, вызванных посторонними причинами, Болышой материал 
но фенокритическим фазам у растений собрали Баур в Германии и Синнот в 

Америке. 

В 1930-е гг. на дрозофиле была разработана методика трансплантации имаги- 

зальных дисков, те. эмбриональных закладок имагинальных («взрослых») органов. 
Изучая последствия трансплантаций целых дисков или их определенных частей, 
ззятых в разном возрасте, генетики получили возможность судить о механизмах ста- 
овления признаков. Особенно много экспериментов было выполнено по транс- 
мантации имагинальных дисков глаз. Оказалось, что при пересадке имагинального 
{иска глаза одной личинки в абдоминальную полость другой из имплантата разви- 
астся полноценный пигментированный фасеточный глаз, только оставшийся в 
форме вевывернутой сферы. При аккуратной работе в брюшную полость одной ли- 

инки удавалось имплантировать до пяти чужеродных имагинальных дисков и полу- 
чить их полное развитие. Этому методу посвящено большоечисло статей. Это, впер- 
зую очередь, первоклассные работы Б.С. Эфрусси, Дж.У. Бидла, Н.Н. Медведева, 

Н.В, Тимофеева-Ресовского и его германской и отечественной (Е.К. Гинтер, 

М,П. Абатурова, В.А. Мглинец и др.) школ, ряда ведущих современных ученых 

"З.А. Гвоздев, Л.И. Корочкин, В.Г. Митрофанов и др). 
Наиболее плодотворным оказался этот подход при изучении соматических мута- 

ций. Так, у дрозофилы при рентгеновском облучении разновозрастных личинок 
ж. Патерсон и Н.В. Тимофеев-Ресовский обнаружили вкрапления белых фасеток 

али их групп на фоне нормально красной окраски глаз. С увеличением возраста об- 
:учаемых личинок размер таких мозаичных пятен прогрессивно уменьшался. При- 
тем динамика уменьшения среднего размера пятен была настолько закономерной, 
то авторы смогли вычислить по ней скорость развития глаз. Аналогичная картина 
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наблюдалась и лля ряда других мутантных окрасок глаз. В целом все явление было 

истолковано как результат возникновения мутаций в соматических клетках при об- 

лучении. 
Среди соматических мутаций у дрозофилы никому не удалось выявить мутацию 

уетт оп (яркие глаза), Большинство экспериментаторов полагали, что такая мута- 

ция может происходить только в гаметах. Иначе объяснял это явление один из веду- 

щих сотрудников группы Т.Х. Моргана — А.Х. Стертевант. По его мнению, хромосо- 

мы вряд ли могут быть мутабильными в одни периоды онтогенеза и немутабильны- 
ми в другие. Различие в мутабильности в разных клетках и в разные периоды кроет- 
ся не в хромосомах, а в признаках: проявление одних (он назвал их независимыми) 
осуществляется в тех самых клетках, где произошли мутации и не распространяется 
ца соседние клетки, а проявление других {зависимые признаки} управляется гумо- 

рально, дистанционно. Соответствующие метаболиты получили название геногор- 

монов. Общий термин «теногормоны» влитературе не удержался, а многочисленные, 

выявленные позже химические регуляторы активности генов, получили собствен- 
пые наименования в соответствии со своим составом и свойствами. 

Верная, по сути, гипотеза А. Стертеванта была вскоре подтверждена Б.С. Эфрус- 

сииДж. У. Бидлом с помощью трансплантации имагинальных дисков глаз дрозофи- 
лы. Эти авторы обнаружили, что при трансплантации имагинальных дисков нор- 
мальных глаз личинкам линии уегт оп имплантированные диски развиваются в 

нормально окрашенные глаза, а при пересадке дисков уегиаИЮп нормальным личин- 

кам из имплантированных дисков развиваются глаза нормальной окраски, а Не уег- 
топ. Более того, если в личинку уегтИюн имплантировать 4-5 нормальных дисков, 
то и окраска собственных глаз реципиента нормализуется, по-видимому, под влия- 

нием гуморальных гормоноподобных факторов, выделяемых имплантированными 

дисками. Позже наблюдения Эфрусси и Бидла были расширены для различных на- 
секомых, что положило начало развитию биохимической генетики. Более подробно 

эти вопросы рассмотрены в других разделах книги применительно к молекулярной 
генетике человека. 

Сложность взаимоотношений между генами и контролируемыми ими варьирую- 

ими наследственными признаками наглядно иллюстрируют два хорошо известных 
факта: существование гетерогенных групп и плейотропии. 

Гетерогенными группами, по предложению Н.В. Тимофеева-Ресовского, с середи- 

ны 1930-х гг. стали называть группы генов, дающих весьма сходное внешнее прояв- 
ление, но локализованных в разных хромосомах или разных локусах, как, например, 
группа генов пише, обусловливающих редукцию щетинок у дрозофилы (р® с. 6.1). 
Это явление широко распространено в живой природе, включая человека. Правда, в 

генетической литературе для его обозначения обычно используют не термин 
Н.В. Тимофеева-Ресовского «гетерогенные группы», а более поздний (середины 40- 

х годов ХХ века), предложенный немецким генетиком Х. Нахтсхаймом — «теиоко- 

нии», в дополнение к которому позже был введен термин «феиокопни». 

Другим также широко распространенным и давно известным (Г. Рае, 1910) иу 

растений, и у животных, и у человека примером сложности взаимоотношений генов 

и признаков служит «плейотропия» — феномен множественного проявления отдель- 

ных мутаций, нередко на разных частях тела. Такая полисимптоматичность харак- 
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М ММ ММ М М, М, мм 5 МММ 
% 560 454 98 9 3040 46 90101106 

Гетерогенная группа пннще у Д»озорйЙа пеаповаяег. (Из: Тимофеев-Ресовский 
1966} 

удь мухи с щетинками нормальной длины (вверху}; голова и грудь мухи с укорочен- 
‘ками (посредине); схематическое изображение трех хромосом дрозофилы (внизу). 

юкусы, мутации в которых дают один и тот же фенотипический эффект - укорочен- 
м 

дя большинства наследственных болезней человека, рассматриваемых как 

ине состояния (рис. 6.2). 
‚ютренные выше феномены проявления генов — гетерогенные группы {ге- 
)} и плейотропия -- убедительно показывают несостоятельность простой ли- 
гхемы «один ген — один фен» на уровне конечных морфофизиологических 

ов. О подобном практически одиозначном соответствии следует говорить 
1а уровне «один ген — один фермент» (Бидл), или даже — «один ген — одна 

гидная цепь» (и то, вынося за скобки целый ряд исключений из этого обще- 

0). 

(ду с вовлечением в морфофизиологические комплексы проявлений отдель- 
ов разных компонентов, вариация проявления генов может выражаться и ко- 
енно — в разных степенях проявления одних и тех же признаков. Так, на 
изображены проявления двух «глазных» мутаций у дрозофилы. У мух дикого 

4:34 СОСТОЯТ ИЗ =750 фасеток, у мухлинни Ваг они редуцированы до 70—75 фа- 

3 культурах же еуе/е55 размер глаз широко варьирует от едва заметного умень- 
до полного их отсутствия. Такая же игирокая вариация наблюдается и у потом- 
мух как с синьной, так и со слабой редукцией размеров глаз. Таким образом, 

пинг. что фепотицическое проявление мугаций может 
ле 
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на нвонннос в 
МНОГО (И 
ПРИЧИН ЭФФЕКТ 

Синдром Марфана 

Гомоцистинурия 

Врожденная арахнодактилия Марфаноидный габитус 
с кантрактурами 

Марфаноидный синдром 
гиперподвижности 

Синдром базальноклеточных 
невусов 

ПЛЕЙОТРОПИЯ 
ОДНА . НЕСКОЛЬКО 

ПРИЧИНА ЭФФЕКТОВ 

Арахнопактилия 

Долихостеномелия 

Синдром Марфана (иперрастяжимость 

Аневризма аорты 

Эктопия хрусталика 

Рис. 6.2. Гетеротенность и плейотропия в проявлении наследственных признаков. (По: 
Сопсп, 1982) 

Картина фенотипической изменчивости генов была бы неполной без упомина- 

ния о вариации проявления в сериях множественных аллелей. Один из примеров та- 
кой вариации демонстрирует серия аллелей нАйе у Огозорй На те/аповаяег. В этой се- 

рии уже открыто несколько десятков разных аллелей, каждый из которых обуслов- 
ливает свою окраску глаз — от вишневой через убывающие по силе оттенки красно- 
го цвета, до желтых, бледно-желтых и чисто белых. 

Сказанное выше о фенотипической вариации проявления генов характеризует 
скорее внешнюю сторону этого процесса. Несколько ближе к физиологическим ме- 

ханизмам действия генов стоит вариация их проявления в связи с количеством алле- 
лей, наличных в генотипе. Так, К. Штерн получил у дрозофилы измененные Х-хро- 
мосомы, каждая из которых несла не один, как в норме, а от двух до пяти аллелей 
воффе{! (укороченные щетинки). С увеличением числатаких аллелей размер шетинок 

увеличивался почти до нормального. Это явление получило название гипоморфизма. 
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ис. 6.3. Фенотипическая изменчивость проявления генов. (Из: Тимофеев-Ресовский и 
ванов, 1966) 

верху: мутация Ваг у ОгозорНйа теалодацег: а - нормальный глаз, б-г - редуцированные 

шза, проявление мутантного гена достаточно стабильно. Внизу: мутация еуеез$ у 
‚ тоаподазег; а - нормальный глаз, б- д - различная степень редукции глаза у мух, гомози- 
этных по еуе!е5$. 

Гример иных взаимоотношений демонстрируют аллели локуса ефолу (черная окра- 

ка тела дрозофилы): действие каждого мутантного аллеля этого локуса примерно 
разионенгивает действие одного нормального аллеля, т.е. они действуют с одина- 

вой силой, но в противоположных направлениях. Такое явление называют анти- 

юрфизмом. Если проявление мутантного аллеля не зависит от числа нормальных 

ллелей в тенотипе, говорят о неоморфизме. Примером неоморфизма может слу- 

кить мутация Найу "ив (волосатость крыльев) у дрозофилы. 

Рассмотренные типы взаимоотношений между аллелями иллюстрирует ниже- 

‘ледующая схема: 

Гиноморфизм 156 < 266 < 306 <165* 
(фобфе) 566 — 1ЬБ+ 

Антиморфизм Зе > 2е > 1е/1е* <2е* < Зе* 
(ефопу) 1е+* + 1е- 2е* +2е 

Неоморфизм 1Ни < 2 Ню < ЗЫ» 

(Пайу ит) ПБ + Ти ТН + 2+ 

Количественно фенотипическую изменчивость проявления генов оценивают 

вумя основными показателями, предложенными Н.В. Тимофеевым-Ресовским и 

>. Фогтом: пенетрантностью и экспрессивностью. 

Ненетрантность — доля особей (в %), у которых рассматриваемый признак, про- 

видся (хотя бы в незначительной степени), среди всех особей данного генотипа. 
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Экспрессивность -- стелень выраженности (в %) рассматриваемого признака по 

отношению к его максимальной выраженности среди всех особей данного генотипа. 
И пенстрантность, и экспрессивность определяются не только генотипами осо- 

бей рассматриваемой совокупности, но и условиями их обитания. Об этом свиде- 

тельствует возможность успешной «+» и «—» селекции по каждому из этих показате- 
дей и их вариация с изменением условий среды. 

Не все особи, экспрессирующие тот или иной признак, проявляют его одинако- 
во, обычно имеет место еще и количественная, и качественная, и топологическая 
вариация в проявлении признаков, обозначаемая также по Н.В. Тимофееву-Ресов- 

скому, как специфичность. Рассмотренные нами три показателя, характеризующие 
фенотипическое проявление генов контролируются разными генами-модификато- 
рами, о чем свидетельствует возможность независимой селекции по каждому из по- 
казателей в отдельности с получением любых их комбинаций. 

Неполной пенетрантностью и варьирующими экспрессивностью и специфично- 
стью обладают многие гены наследственных болезней человека, что затрудняет их 
выявление, особенно в малочисленных семьях и родословных, и последующее их 
детальное исследование. 

Наконец следует отметить, что при рассмотрении влияния среды на характер 
проявления генов, генетикам не приходится ограничиваться обобщенным рассмот- 
рением среды, как это бывает достаточно, например, экологам. На проявление того 
или иного гена могут оказывать влияние другие гены генома и их взаимодействие 
(генотипическая среда), внутренние факторы развития и физиологии организма 

{внутренняя среда) и факторы среды обитания организма (внешняя среда). Формаль- 

ная схема взаимоотношений генов между собой и с факторами дифференциально 

понимаемой среды приведена на рис. 6.4. Схема иллюстрирует, как на пути от гена 
{а) через промежуточное состояние (о) к конечному (лефинитивному) признаку (4) 
в процесс формирования последнего вовлекаются на разных этапах ряд генов той же 
{6, с) и иных (4 е, 18, Й, |, К, [, т, п) хромосом, вариация условий внутренней (х) и 

внешней (р, о, 4) среды организма. 

Весьма близкие представления развивал и Б.Л. Астауров, выражая их формулой 

а= р, в,е, 1), 

где а — окончательное значение функпии развития (Р), р — плазматические факторы 
развития, 5 — генотип, е — совокупность факторов внешней среды (тейит емегтит), 
; — совокупность факторов внутриорганизменной среды (тейит йиегнит). 

На сегодня в схеме Н.В. Тимофеева-Ресовского и формуле Б.Л. Астаурова не до- 

стает только одного элемента — взаимодействия названных ими факторов или, рас- 
сматривая развитие организма в целом, интеграции всех локальных процессов в цело- 
стную систему онтогенеза, Тогда формула Б.Л. Астаурова расширится до 

а= р, в, е,)), с, 

где с — взаимодействие выше перечисленных факторов (со-орегайо). 
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Благодаря интенсивному разви- 

тию биологии во второй половине 

ХХ столетия, раскрытию молекуляр- 
но-генетических, биофизических, 

биохимических и физиологических 

механизмов онтогеяеза, стало в03- 

можным конкретизировать отдеть- 

ные формальные элементы рассмот- 

ренных схем, заменив их конкретны- 

ми генетическими, клеточными и ту- 

моральными факторами, участвую- 
щими в конкретных пронессах жиз- 

недеятельности, Основные из уже 

ставших . ясными звенья системы 

жизнедеятельности человека и других. 

Рис. 6.4. Схема проявления гена. (Из: Ти-  ОРГанизмовв норме и патологий рас. 
мофсев-Ресовский и Иванов, 1966} смотрены в соответствующих тлавах 

Проявление гена (а) в признаке (А} подвергает- — КНИГИ. Здесь же речь пойдето вари. 
ся на промежуточных (а - <; а - А) и конечном ЦИЯХ фенотипа, ВЯЗАИНЫХ Нес име- 

этапах модифицирующему действию генотипи- нениями генотипа, Я С ВЛИЯНИЕМ. 

кой {Б - п}, внутренней {х} и внешней (р -— 0) обычных факторовереды (температ- 

ра, влажность, питание итп), Такие 

испаследетвенные изменения фенотипа называются в генетике модификациями. Со. 

ветственно, изменчивость такого рода называется модификационной ИЗМЕНЧИВОСТЬЮ 

в отличие от мутационной и рекомбинационной наследственной измеичивости, 

6.2. МОДИФИКАЦИИ И НОРМА РЕАКЦИИ 

Представления о наследовании благоприобретенных в индивидуальной жизниорга- 

низма (обычно адаптивных) признаков бытовало среди биологов не одно столетие, 
Особенно твердо его придерживался крупный французский зоолог кониа ХУ - 

первой половины ХХ века и автор оригинальной теории адаптивной эволюции Ж.- 

Б, Ламарк. В догенетический период развития биологии такие представления были 
чисто умозрительными, не опирались на точные экспериментальные данные. На- 
пример, тот же Ламарк утверждал, что современные жирафы обязаны своей длин- 
пой шесй тому обстоятельству, что их отдаленные предки, съев траву и объев иих- 

нис ветви деревьев, стали тянуться к более высоко расположенным ветвям деревьев 
и их шеи несколько удлинились. Поскольку этот признак оказался алаптивным, то 
его упаследовали ближайшие потомки тек про-жирафов и развили ето дальше, Так 
постененно сформировались современные длинношеие жирафы. Отметим, что эта 

гипотеза Ламарка не имела и не имеетни палеонтологического, ни эксперименталь- 

ного подтверждения. 
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Рис. 6.5. Изменения окраски шерсти у кролика горностаевой породы под влиянии 
изменений температуры. (Из: Гершензон, 1983) 

а - кролик, выращенный при обычной температуре (14-18 °С}; 6 - Коли, зыращенный с 

момента рождения при температуре свыше 30 °С; в - ролик, у которого #8 спине выщитана 
шерсть и на это место привязан пузырь со льдом; г- тотже кролик после отрастания шерти 
навыщипанном месте 

Развитие научных методов гибридологического и генетическогоанализа предшит 

внниками Г. Менделя, им самим и его последователями сделало возможен резли- 
чать наследственные признаки, задатки которых передаются при половом разнохе- 

нни в ряду поколений, и ненаследственные признаки, которые мотуг перелаватья 

только в ряду соматических клеток при вегетативиом размножении. 

Приведем при мер. Кролики так называемой «гималайской» породы имеют 8х 

образную пеструю окраску меха (рис. 6.5): основной фон шерстного покров — белый, 
морлочки, кончики ушей и лап, а также хвосты — черные. Размер черных пятен завя- 

сигот температуры содержания гималайских кроликов. При обычных «комнатных 

температурах зверьки имеют такую окраску, как сказано выше, при повышенных 
температурах размер черных пятен уменышается, а при температурах выше °С 
нкемтеле формируется белая шерсть; при пониженных температурах размер черных 
пятен увеличивается, а при температурах близких к 0 °С — тималайские кролики 

приобретают чисто черную окраску. Если выщипать белую шерсть, Например, м 

спинеугималайского кролика, и вдальнейшем содержать его при пониженное. 

пературе, то на выщипанном участке отрастет черная шерсть, апри нормальнойтех- 
пературе — белая. Можно пойти дальше: получить потомство от тималайских кроля- 

ховс обычной для них и модифипированной окраской и убедитья. ч1о модифика- 

ция окраски потомству не передается; у потомков формируется (или ве фору 

ся) пигментация соответственно температуре их содержания. Таким своНством бк. 

лаютвое кролики гималайской породы, но не обладают кролики других лородбзчтой 
или черной окраски. 
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с. 6.6. Модификации листьев стрелолиста под влиянием вшенших условий. (Из: 
шензоп, 1983) 

воздушные листья; б - воздушные, плавающие и подводные листя; в — подводные листья 

Такая наследственная способность к изменению фенотипа в определенных пре- 
ах при изменении условий жизни называется нормой реакции, В нашей стране 
бенно детально исследовал закономерности реакции разных видов организмов на 
енения условий жизни академик И.И. Шмальгаузен. Им и другими авторами бы- 

экспериментально установлено, что разным генотипам свойственны свои преде- 
(узкие или широкие) ненаслелственной модификации признаков при изменени- 
словий жизни в пределах их толерантности. 
Модификационная изменчивость присуща всем видам организмов: от самых 
митивных до наиболее сложных, включая человека. В зависимости от режима 
апия человек может полнеть илн худеть; взависимости от интенсивности УФ-0б- 
сния кожа человека может темнеть или светлеть. Однако, при переходе от пере- 
ння к недоеданию человек теряет вес, а при переходе от летнего режима освеше- 
ги открытой одежды к зимнему режиму освешения и закрытой зимней одежде 
налает летний загар. 

Цругой пример — из мира растений. В пресных водоемах умеренной зоны доволь- 

ласто встречаются растения стрелолиста (рис. 6.6). У этого вида растений обычно 
эмируются листья в трех разных средах: нижняя часть листьев развивается под по- 
«ностью воды, средние листья плавают на поверхности воды, а верхние листья 
гуг на воздухе, Так вот, подводные листья имеют лентовидную форму без череш- 
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ков, плавающие — эллиптическую на умеренной ллины черешках, а воздушные — 
стреловидную на особенно длинных черешках. При изменении уровня воды можно 

наблюдать соответствующие изменения формы листьев у всех растений стрелолиста, 
а не у отдельных их особей, что имеет место при мутационных нзменениях, Также в 
отличие от мутаций действие модификаций прекрашается с прекращением действия 

вызвавшего их фактора и не передается потомкам при половом размножении. 
Еще одно отличие модификаций от мутаций — адаптивность большинства моди- 

фикаций, их приспособленность к вызвавшему их фактору, в то время как один и тот 

же мутагенный фактор индуцирует широкий спектр редких мутационных измене- 
ний, разных у разных особей 

Наряду с другими факторами фенотипической изменчивости живых существ, 
рассмотренными Н.В. Тимофеевым-Ресовским и Б.Л. Астауровым, модификации 
существенно расширяют диапазон вариации проявления генов у всех организмов, 
включая человека, в том числе расширяют полиморфизм его наследственных болез- 
ней, 



лава 

СЦЕПЛЕНИЕ ГЕНОВ 
И КРОССИНГОВЕР 

7.1. ЗАКОНОМЕРНОСТИ СЦЕПЛЕННОГО 
НАСЛЕДОВАНИЯ 

од сцеплением генов генетикн понимают совместное наследование генов, локали- 
мапных в одной хромосоме. Независимо (как это было в опытах Г. Менделя) неал- 

‘льные гены ведут себя только в том случае, если они находятся в негомологичных 

юмосомах. Тогда их поведение объясняется независимым расхождением и свобод- 

›й комбинаторикой негомологичных хромосом в мейозе (см. гл. 2). 

Впервые сцепленное наследование прнзнаков в дигибридном скрещивании об- 
пружили У. Бэтсон и Р. Пеннет удушистого горошка Рагйугиу одонииз при изучении 

кледования окраски цветка и формы пыльцевых зерен, Классическими же опыта- 

4 но анализу сцепленного наследования были эксперименты Т, Моргана, исследо- 

виего закономерности наследования мутаций $41аск (5 — черное тело} и уезе! 

в — редуцированные крылья) у Р. теановаяег. Аллели дикого типа определяют се- 

10 окраску тела (5) и нормальные крылья (у2*) идоминируют над мутантными ал- 

лями. При скрещивании самок с черным телом н нормальными крыльями 

1/6 ув*) с серыми самцами, имеющими редуцированные крылья (5* уе/Ь-+ ув), 
с нотомство Е, имело признаки дикого типа. 

Р: ® риё\/Б у* х бур в 
черное тело, серое тело, 
нормальные крылья редуцированные крылья 

К, ба /б + ув х р ув/р ув 
серое тело, черное тело, 
нормальные крылья редуцированные крылья 

Результаты анализирующего скрещивания потомков ЕР, оказываются разными. В 
зисимости от пола гибридов обнаруживается или полное сцепление генов, или не- 
лное. 

7/1. ПОЛНОЕ СЦЕПЛЕНИЕ 

ли для анализирующего скрещивания взять дигетерозиготного самца Е, и самку, 
мозиготную по рецессивным аллелям (6 ув/р уз), то получится только два класса 
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потомков: 50% мух серых с редуцированиыми крыльями и 50% — черных с нормаль- 

ными крыльями. 

Е: © рур*/б + ух $ Був/Б к 

Е, 50% В+ ув/б ув; 50% 6 ув*/Б ув 

Это означает, что у дигетерозиготных самцов р уз*/Б+ ур образуется только два ти- 
па гамет (р уё*и Б* ур). Если бы гены 6 и у? наследовались независимо, то дигетеро- 

зиготные самцы Е, дали бы 4 типа гамет (р ув, р ув", 5* ув, В ув*) и, соответственно в 
потомстве анализирующего скрешнвания былн бы представлены 4 фенотнпических 

класса в соотношении 1:1:1:1, Морган в своих опытах показал, что гены могут насле- 
доваться сцепленно, что приводит к появлению в потомстве только родительских 
комбинаций генов (р уё* и Б* уе). У самцов дрозофилы выявляется полное сцепление 
генов. 

7.1.2. НЕПОЛНОЕ СЦЕПЛЕНИЕ 

При ренипрокном направлении скрещивания (самки -- дигетерозиготы, самцы — го- 
мозиготы по рецессивным аллелям обоих генов) результаты анализирующего скре- 
щивания иные: 

Е, $ бут /Б+ увх 6 Був/В у 

Е, 41.5% В уё\/Ь ув; 41.5% Б+ув/Ь ув; 8.5% Б ув/Б в; 8.5% В-тув"/Б ув 

Сочетания признаков исходных родительских линий (Р-поколения), сохранив- 
щиеся у потомков анализирующего скрещивания, являются нерекомбинантными: в 
ув (черное тело, нормальные крылья) и Б*у# (серое тело, редуцированные крылья). 

Видно, что родительские сочетания образовались в 83% случаев. Новые, рекомби- 

нантные, сочетания В+ у* и р уе составляют 17% потомков. Таким образом, в данном 

случае наблюдается неполное сцепление генов. 
Полное сцепление у дрозофилы наблюдается только к том случае, когда для ана- 

лизируюшего скрещивания берут дигибридных самцов, если же скрещивают дигиб- 

ридных самок с гомозиготными по рецессивным аллелям самцами, то сцепление ни- 
когда не бывает полным. 

7.1,3, КРОССИНГОВЕР 

Опираясь на наблюдения Ф. Янсенса (1909), обнаружившего в мейозе хиазмы, 

Т. Морган постулировал, что гены В и уё локализованы в одной хромосоме, и в по- 
томстве анализирующего скрещивания особи 6 ур/В уё и Б* уд*/В у появились в ре- 
зультате перекреста гомологичных хромосом и обмена участками между генами Би 
ув, Процесс перекреста был назван кроссииговером. Отсутствие рекомбинантных по- 
томков (и, следовательно, хромосом) в потомстве сампов объясняется тем, что у дро- 
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2ис. 7.1. Кроссинговер на стадии четырех хроматид. 

офилы при сперматогенезе кроссинговер не происходит. Таким образом, описан- 

ый эксперимент Моргана и его сотрудников позволил сделать вывод о соответствии 
рупп сцепления и хромосом и явился генетическим доказательством кроссингове- 
а. Кроссинговер проявляется как неполное сцепление. Вскоре феномен кроссинго- 
ери был обнаружен и у других организмов — кукурузы, львиного зева, мьншей итд. 

Генетические и цитологические исследования, проведенные на болышом числе 
илов животных и растений, позволили сформулировать следующие положения о 
сханизме кроссинговера. Кроссинговер между несестринскими хроматидами про- 
сходит в мейозе на стадии четырех нитей. В каждой точке обмена происходит раз- 

ыв и воссоединение только двух из четырех хроматид (рис 7.1). На рисунке видно, 
го из четырех продуктов мейоза две хроматиды являются рекомбинантными, две 
ругие сохраняют родительские комбинации генов. На участке между генами Аи В 

ожет происходить два и больше обменов, если гены достаточно далеко отстоят друг 
гдруга. Во множественных обменах могут участвовать две, три и четыре хроматиды,. 

Если гены расположены так далеко друг от друга, что вероятность обмена между 
ими равна 100%, то 509% гамет будет нести хромосомы с родительской комбинаци- 

Я генов (некроссоверные), а 50% будут кроссоверными, с новой комбинацией ге- 

ов, и в потомстве будет обнаруживаться соотношение 1:1:1:1. Таким образом, обна- 

уживаемая частота рекомбинации между двумя генами не превышает 50%, даже ес- 
л между генами происходят и множественные обмены. 

7.2. ОПРЕДЕЛЕНИЕ РАССТОЯНИЯ МЕЖДУ 

ГЕНАМИ 

Стертевант предположил, что частота кроссинговера между генами, локализован- 

ими в одной хромосоме, может служить мерой расстояния между ними: чем выше 

стота кроссинговера, выражаемая отношением числа кроссоверных особей к об- 

ему числу особей в потомстве анализирующего скрещивания, тем болыше расстоя- 

ле между генами. Так, при анализе наследования и рекомбинации мутаций $ и уз 

яцее количество кроссоверных потомков составляет 17%, это соответствует рассто- 
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янию между генами Б и уд — 17 морганид (моргапила — названная в честь Т. Моргана 

единица генетического расстояния, на котором кроссинговер происходит с частотой 

1%; в зарубежных источниках эту единицу принято называть «сантиморган»). 

7.2.1, ДОКАЗАТЕЛЬСТВО ЛИНЕЙНОГО РАСПОЛОЖЕНИЯ 
ГЕНОВ В ХРОМОСОМЕ 

Изучение относительного расстояния между генами позволило Стертеванту сделать 
вывод о линейном расположении генов в хромосомах. Так, при определении рассто- 
яния между тремя генами Х-хромосомы дрозофилы: у (уеПоу — желтое тело), у (иййе 
— белые глаза) и 57 (Ма — нарушенное жилкование и форма крыла), частота крос- 

синговера между генами у и &/ составила 4.7%; между генами у и » — 1,2%, а между 

генами ти! — 3,5%. Взаимное расположение этих генов можно представить следу- 

ющим образом: 

1.2% 3.5% 
у У Ы 

Расстояние 4,7% между крайними генами у и 5! равно сумме расстояний [1,2% ме- 

ждууини 3,5% между ми 2+. 

7.2.2, УЧЕТ ДВОЙНОГО КРОССИНГОВЕРА 

Часто при определении расстояния между далеко отстоящими друг от друга генами 

(например, А и 8) нарушается правило аддитивности расстояний. Если между гена- 

ми Аи В находится еше один ген С, то расстояние АВ не всегда равно сумме рассто- 

яний АС + СВ, если АВ достаточно велико. 

Морган предположил, что кроссинговер между двумя генами может происходить 

не только в одной, но и в двух и даже большем числе точек (двойной, тройной и тд. 

кроссинговер). Четное число перекрестов между двумя генами не приведет к их пе- 

ремещению из одной гомологичной хромосомы в другую, поэтому расстояние меж- 

ду этими генами, определенное по числу кроссинговеров, снижается. Поправку на 
двойной кроссинговер легко сделать, проанализировав численность всех фенотипи- 

ческих классов в потомстве анализирующего скрещивания при трехточковом методе 

(анализе взаимного расположения трех генов). В таблице 7.1 указаны потомки ана- 

лизирующего скрещивания тригетерозиготы А В С/а 6 с, несущие некроссоверные 

хромосомы, хромосомы, появившиеся в результате одного обмена на участке АВ или 

ВС, и хромосомы, возникшие в результате двух обменов одновременно и на участке 

АВ, и на участке ВС. 

Расстояние между генами А и В равно сумме частот одинарных кроссоверов (5, 6) 

и двойных (7, 8). Аналогично определяется расстояние между второй парой генов: В 

иС (3, 4, 7, 8). Порядок расположения генов можно определить по двойным кроссо- 
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'иблица 7. Г. Кроссоверные и некроссоверные потомки от скрещивания 

1 Сарехавса вс 

Потомки Генотиу 

4скроссоверные 1. АВ С/абс 
2. асс 

Эдинарный кроссинговер 3. АВса вс 
4. а 6 С/абс 
5.а ВСабе 
6. Ара с 

[войной кроссинговер 7. АСИ Ьс 
8. аВсаВс 

юрим, частота которых всегда ниже, чем всех других классов. Поскольку 7-й и 8-Й 

‚лассы могут появиться только в том случае, если ген В находится между генами Аи 

' расположение генов в хромосоме А — В - С. 

засстояние между генами АС равно частоте одинарныхкроссоверов плюс удвоен- 

шя частота двойных кроссоверов. Число двойных кроссоверов удваивается, т.к. они 

вляются следствием одновременно двух перекрестов хромосом. 

7.2.3 ИНТЕРФЕРЕНЦИЯ 

1ри определении расстояний между генами оказывается, что число двойных кроссове- 

ов меныше, чем теоретически ожидается (под теоретически ожидаемой частотой двой- 

ого кроссинговера между генами А иС понимаютпроизведение частот одинарных крос- 

инговеров между генами АВ и ВС). Подавление кроссинговера на участках, непосредст- 

‚лию прилегающих кточке произошедшегообмена, называется интерференцией. Г. Мел- 

эр предложил определять интенсивность интерференции количественно, путем деле- 

ия фактически наблюдаемой частоты двойных кроссинговеров на теоретически ожида- 

мую. Он назвал этот показатель коэффициентом коинциденции, те, совпадения. Так, 

дли частота рекомбннации между генами А и В составляет 10%, между ВиС- 15%, а 

исло двойныхрекомбинантов (АБС и а Вс) —0,045%, то коэффнциенткоинциденции со- 
гавляет: 

С = 0,00045/(0,1 х 0,15) = 0,03. 

Если коэффициент коинциденции меныне единицы (С < 1), то интерференция 

эложительна, те. один обмен препятствует обмену на соседнем участке хромосо- 

ы. Если С > 1, то интерференция отрицательна, т.е. один обмен как бы стимулиру- 

` дополнительные обмены на соседних участках. В действительности обнаружена 
»лько положительная интерференция. 
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73. КАРТИРОВАНИЕ ГЕНОВ 
7.3.1. ГЕНЕТИЧЕСКИЕ КАРТЫ 

Гёнетическое картирование — это определение группы сцепления и положения 

картируемого гена относительно других генов данной хромосомы. 
Чем болыше генов известно у данного вида, тем точнее результаты этой процеду- 

ры. Как правило, число генов в группах сцепления зависит отлинейных размеров со- 

ответствующих хромосом. Однако, протяженные области конститутивного гетеро- 

хроматнна (в районе центромеры и теломерных участков) практически не содержат 

генов и, таким образом, нарушают эту зависимость. 
На первом этапе картирования определяют принадлежность гена к той или иной 

группе сцепления. Как известно, у Р. тейаповаяе! в диплоидном наборе четыре пары 

хромосом: первая пара — половые хромосомы (ХХ — усамок, ХУ — усамцов), вторая, 
третья и четвертая — аутосомы. Число генов в У-хромосоме самцов очень мало. Для 

локализации вновь возникшей мутации необходимо располагать набором маркер- 

ных генов для каждой хромосомы. Картирование мутации основывается на анализе 

ее сцепления с этими маркерами. Например, если интересующая нас мутация насле- 

дуется независимо от маркеров второй хромосомы, делается вывод о ее принадлеж- 

ности к другой группе сцепления. Скрешивания проводятся до тех пор, пока не уда- 

стся выявить сцепленное наследование анализируемой мутации с маркерными мута- 

циями какой-либо хромосомы. 

Второй этап картирования подразумевает определение положения гена на хромо- 

соме. Для этого подсчитывают расстояние между этим геном и уже нзвестными, мар- 

керными генами. Для подсчета генетических расстояний проводят специальные 

скрещивания, в потомстве которых учитывают частоты кроссоверных и некроссо- 

верных особей. Предполагается, что расстояние между двумя генами пропорцио- 
нально частоте кроссинговера между ними. Следует иметь в виду, что, чем далыне 

расположены друг от друга гены, тем чаше между ними происходят множественные 

перекресты и тем больше искажается истинное расстояние между этими генами. Ча- 

стая рекомбинация между расположенными далеко друг от друга генами может при- 

вести к увеличению числа кроссоверных организмов в потомстве анализирующего 

скрещивания до 50%, имитируя независимое наследование изучаемых признаков. 

Поэтому при составлении карт расстояния между далеко расположенными генами 

следует использовать не непосредственный подсчет числа кроссоверных особей в 

анализирующих скрещиваниях, а сложение расстояний между многими близко рас- 

положенными друг от друга генами, находящимися внутри нзучаемого протяженно- 

го участка. В этом случае сцепление между далеко расположеннымн генами можно 

установить по их сцепленному наследованию с промежуточно-расположенными ге- 

нами, которые в свою очередь сцеплены между собой. В результате такого метода оп- 

ределения расстояний между генами длины картхромосом могут превышать 50 мор- 

ганид. Так, у дрозофилы генетическое расстояние между генами, лежащими вразных 
концах хромосомы 2, составляет 107 морганид. 
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7,3,2. ЦИТОЛОГИЧЕСКИЕ КАРТЫ 
ЭУгот метод основан на использовании хромосомных перестроек. При облучении и 

цействии других мутагенов в хромосомах часто наблюдаются потери (делеции} или 

вставки (дупликации) небольших фрагментов, сравнимых по величине с одним или 

несколькнми локусами, Например, можно использовать гетерозиготы: по хромосо- 

мам, одна из которых будет нести группу следующих друг за другом доминантных ал- 

челей, а гомологичная ей — группу рецессивных аллелей тех же генов АВСРЕ/авсае. 

Если в хромосоме с доминантными генами произошла утрата отдельных генов, на- 

‚ример ДЕ, то у гетерозиготы АВС/афсае будут проявляться рецессивные признаки 

к. На этом принципе основан метод перекрывающихся делений, нспользуемый при 

юстроении цитологических карт. Например, у дрозофилы составлены цитологиче- 

кие карты политенных хромосом, строение и функционирование которых уже рас- 

‘матривалось в гл. 4, Напомним, что при окраске этих хромосом, в тысячу раз пре- 

ышающих по размерам митотические хромосомы, на препаратах выявляются темно- 
крепенные диски и светлые участки — междиски. При этом каждая хромосома имеет 

вой индивидуальный рисунок чередования различных дисков (толстых, тонких, 

‘унктирных) и междисков, что позволяет отличить одну хромосому от другой и раз- 

ые участки одной хромосомы. На политенных хромосомах можно четко определять 

р) № ный 

В № ии 

ВА №6 или 

РИ №5 

РАВ №95 

ВХ №419 ВИЛ ат? 

Вр ь-в70 

, ОЛ 
3456 123455789. |2 34 

2]3 
Е А В 

с. 7.2, Размеры и расположение делеций в политенной Х-хромосоме дрозофилы. (По: 
ИТИИз её а1., 2000) 
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концы делеций. На рис. 7.2 приведены длины и расположение восьми делеций в Х- 

хромосоме. У гетерозигот по рецессивной мутации » будет проявляться признак бе- 

лыс глаза только при утрате нормального аллеля в гомологичной хромосоме. Так, у 
мух ОКОМ/», ОКО и БУМ № проявляется фенотип белые глаза, а у 
ОК № 6 — глаза красные. Следовательно, ген иййе расположен в общем для трех 
делеций участке 3С2-3С6 и левее дистального конца (ближе к теломере) делеции 

051)№*!6. Цитологические карты хромосом можно также строить с использованием 
транслокаций и инверсий. Первые цитологические карты хромосом ДО. те/аповаяег со- 
ставлены Ф. Добжанским. Метод перекрывающихся делеций использовал С. Бензер 

при внутригенном картировании мутаций у фага Т4. 

7,3.3, СРАВНЕНИЕ ГЕНЕТИЧЕСКИХ И ЦИТОЛОГИЧЕСКИХ КАРТ 

В целом, сравнение генетических и цитологических карт хромосом показывает их 

соответствие: чем больший процент кроссинговера разделяет пару генов, тем больше 

и физическое расстояние между ними. Порядок расположения генов на этих картах 

совпадает, однако расстояния между генами могут заметно различаться. Это связано 

с тем, что кроссинговер в прицентромерных и теломерных районах у дрозофилы за- 

труднен, поэтому и расстояния между генами на генетической карте в этих районах 

занижены. Кроме того, частота кроссинговера зависит от ряда факторов: температу- 

ры, возраста особей, их пола, жизнеспособности, а также присутствия генов, влияю- 

щих на частоту кроссинговера, и структуры хромосом. Вследствие этого определение 

частоты кроссинговера между одними и теми же генами у разных авторов может не 

совпадать и, кроме того, не соответствовать расстоянию на цитологической карте 
хромосом. 

В настоянее время цитологические карты хромосом построены у различных ор- 

ганизмов, в том числе и у человека. Это стало возможным благодаря использованию 

специальных методов дифференциального окрашивания хромосом с помощью флу- 

оресцентных красителей или по Гимза. Эти методы выявляют на каждой хромосоме 

окрашенные и неокрашенные сегменты. При обозначении местоположения гена 

сначала указывается номер хромосомы, в которой он локализован, затем символ 

плеча (р — короткое и 4 — длинное), номер района и номер сегмента в пределах это- 

то района. Например, запись 1421 означает, что речь идет о хромосоме 1, длинном 

плече, районе - 2, сегменте — 1. Такая номенклатура сегментов позволяет описать ци- 

тологическую локализацию гена. Например, ген миодистрофии Дюшенна локализован 

в коротком плече Х-хромосомы Хр21 (см. тл. 19). 

Развитие молекулярной биологии привело к появлению новых современных ме- 

тодов картирования генов. Один из них — ДНК-гибридизация м зйи. Для локализа- 

ции какого-либо гена получают информационную РНК, транскрибированную с это- 

го гена, а затем с помощью обратной транскриптазы ее ДНК-копию (кДНК -— комп- 

лементарная ДНК). После этого проводят гибридизацию с денатурированной хро- 

мосомной ДНК и по месту гибридизации определяют, в каком участке хромосомы 

локализован данный ген (см. гл. 18). 
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ычно обмен участками между хроматидами гомологичных хромосом осуществля- 
я в строго идентичных, тождественных точках. Благодаря этому при перекресте 
зисходит обмен равными участками хромосом. 
В очень редких случаях наблюдаются разрывы в несимметричных точках, и хро- 

гиды обмениваются неравными участками. Такое явление называют неравным 
жсинговером. Вследствие неравного кроссинговера участок одной из гомоло- 
ных хромосом может удвоиться или утроиться, а в противоположной хромосо- 
образуется его нехватка. Например, изучая мутацию Ваг (полосковидные глаза) 

розофилы, Стертевант в 1925 г. обнаружил, что фенотип «полосковидные глаза» 

иких мух обусловлен удвоением участка 16А в первой хромосоме. Но среди мух, 

зущих мутацию Ваг, иногда выявлялись особи с еще более-узкими глазами и му- 
с нормальными глазами. Оказалось, что хромосомы особей ультра-Ваг имеют 
юенный участок 16А, у мух дикого типа хромосомы нормальные. По мнению 
ертеванта, такие хромосомы могли образоваться в результате неравного крос- 
иговера по участку 16А у гомозиготных особей В/В (см. рис. 13.5). 

Часть {. Общая генетика 

7.5. СОМАТИЧЕСКИЙ КРОССИНГОВЕР 

вестно, что гомологичные хромосомы в профазе митоза обычно не вступают в си- 

итическую связь, а располагаются отдельно и независимо друг от друга. В то же 

мя описаны случаи, когда наблюдается митотическая конъюгация гомологичных 

›мосом и рекомбинация между несестринскими хроматидами. 

Доказательство существования митотического кроссинговера было получено 
и наблюдении мозаичных пятен у мух с генотипом (у 5и*/у* зи). Пятна образуют- 

тогда, когда рядом расположены два клона клеток, фенотипически отличающих- 

пруг отдруга и от клеток остальных тканей данной особи. Гены у (уе/ом’ — желтоете- 

) и зи (ивей — «опаленные» шетинки) находятся в Х-хромосоме. Самка у зн*/у" 5п 
хрозиготна по генам у и и, и поэтому в отсутствие митотического кроссинговера 

фепотип будет нормальным. Однако если на стадии четырех хроматид между хро- 

гидами гомологов (несестринскими хроматидами) произойдет кроссинговер, 

ичем место обмена будет находиться между геном 5п и центромерой, то после за- 

„нения деления могут образоваться клетки с генотипами у зн */у 5 * и у* 5п/у* бп. 

я того необходимо, чтобы после кроссинговера хроматиды каждого из гомологов 

эили кодному полюсу клетки: у*5и — к одному полюсу, ау 5и* — кдругому. Потом- 

дочерних клеток, размножившись в имагинальных дисках на стадии личинки, 

разуют мозаичные пятна. В этом случае на сером теле мухи с нормальными ще- 
нками появятся два пятна, одно из которых будет желтого цвета с нормальными 

этинками, а другое — серого цвета с «опаленными» щетинками. 
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7.6. ФАКТОРЫ, ВЛИЯЮЩИЕ НА КРОССИНГОВЕР 

Кроссинговер представляет собой один из регулярных генетических процессов, кон- 
тролируемых многими генами как непосредственно, так и через физиологическое 
состояние клеток во время мейоза или митоза. 

Гомо- и гетерогаметный пол. Для абсолютного большинства высших эукариот ха- 
рактерна примерно одинаковая частота кроссинговера как у гомогаметного, так и ге- 
терогаметного пола. Однако есть виды, у которых кроссинговер отсутствует у особей 
гетерогаметного пола (например, у самцов дрозофилы и самок тутового шелкопря- 
да), в то время как у особей гомогаметного пола он протекает нормально. При этом 
частота митотического кроссинговера у самцов и самок этих видов практически оди- 
накова, что указывает на различные механизмы генетического контроля рекомбина- 
ции в половых и соматических клетках. 

Структура хроматина. На частоту перекреста в разных участках хромосомы влия- 

ет распределение гетерохроматиновых и эухроматиновых районов. В областях кон- 
ститутивного гетерохроматина (в прицентромерных и теломерных районах хромо- 
сом) частота кроссинговера снижена, поэтому расстояние между генами в этих уча- 
стках, определенное по частоте кроссинговера, может не соответствовать действи- 
тельному. | 

Функциональное состояние организма. Частота кроссинговера зависит от возраста 
организма. Так, у дрозофилы максимальная частота кроссинговера наблюдается в 
первые 10 дней жизни, в следующие 19 дней наблюдается ее снижение, а после трех 

недель жизни — вновь подъем частоты рекомбинации. Можно предположить, что 
функциональное состояние организма влияет на течение различных стадий мейоза, 
т.к. степень спирализации хромосом, скорость прохождения различных стадий про- 
фазы может в сильной степени зависеть от физиологического состояния клеток. 

Генотия. У разных видов обнаружены гены, изменяющие частоту кроссинговера. 

Они могут, как увеличивать, так и уменышать частоту этого события. В качестве за- 

пирателей перекреста выступают также хромосомные перестройки, в частности ин- 
версии и транслокации, так как они затрудняют нормальную конъюгацию хромосом 
взиготене. У дрозофилы обнаружен так называемый интрахромосомный эффект пе- 

рестроек на частоту кроссинговера. Если в хромосоме, несущей инверсию, частота 
кроссинговера снижается, то в другой негомологичной структурно нормальной хро- 
мосоме частота кроссинговера возрастает. 

Экзогениые факторы. На частоту рекомбинации могут влиять различные факторы 

внешней среды: температура, ионизирующие излучения, концентрация солей, хи- 

мические мутагены, лекарства, гормоны. При большинстве указанных воздействий 

частота кроссинтовера повышается. По частоте различных типов рекомбинаций 
(мейотический и митотический кроссинговер, сестринские хроматидные обмены) 

можно судить о мутагенном действии лекарственных препаратов, канцерогенов, ан- 
тибиотиков итд. 



ГЕНЕТИКА ПОЛА 

8.1. ОСНОВНЫЕТИПЫ ДЕТЕРМИНАЦИИ ПОЛА 
Впроцессе развития зиготы происходит становление пола (дифференцировка), при- 

водящее к возникновению наследственно закрепленных различий между мужскими 

и женскими особями. Половое размножение, широко распространенное в природе, 

связано с формированием гамет — мужских и женских гаплоилных половых клеток, 

которые, соединяясь между собой в процессе оплодотворения, дают начало дипло- 
идным клеткам — зиготам. 

По отношению к моменту оплодотворения различают три типа детерминации 

(определения) пола: 

1) прогамный (весьма редкий тип, характеризующийся детерминацией пола зитот 

зпроцессе созревания яйцеклеток). 

Так, у коловраток Аомюна, тли РАШохека уазииих и первичных кольчецов 

ПморйИиз яйцеклетки в результате неравномерного распределения цитоплазмы в 

троцессе оогенеза становятся различными по размеру еще до оплодотворения. И 

холыние, и малые ооциты имеют одинаковые хромосомные наборы. После оплодо- 

‘зорения крупных яйцеклеток развиваются только самки, а мелких, относительно 

едных цитоплазмой — только самцы (рис. 8.1). Следовательно, половая детермина- 

Рис. 8.1. Прогамный тип детерминации 
пола у коловраток. (Из: Гершензон, 1983) 

а - взрослая самка, б — молодая самка, в - са- 
мец. Самки обычно откладывают крупные яй- 

ца (г), партеногенетически (без оплодотворе- 

ния} развивающиеся в самок, но при измене- 
нии пищевого режима у этих самок появляют- 
ся дочери, откладывающие более мелкие яй- 
ца (д}, партеногенетически развивающиеся в 
гаплоидных самцов. Если самка, откладываю- 
щая такие мелкие яйца, вскоре после вылуп- 
ления будет оплодотворена самцом, то опло- 
дотворенные яйца продолжат рост, покроются 
толстой оболочкой (е}, перезимуют и весной 

разовьются в обычную диплоидную самку 
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С? Чистая морская вода 

щи Морская вода 
с кусочками хоботка 

Хоботок 100 

ы Индифферентные 

Рис. 8.2. Эпигамный тип детерминации пола у Вопеша уни. (Из: Гилберт, 1995) 

а - самка длиной около 10 см с хоботком, который способен вытягиваться до одного метра; 

6 - самец (сильно увеличен по сравнению с самкой); в - анализ дифференцировки Вопе!а т 

Уго. Личинок ВопеШа помещали в морскую воду с кусочками хоботка самки, Большинство обо- 

бей, культивированных в таких условиях, стали самцами, тогда как в чистой морской воде из 
личинок преимущественно развились самки 

ция яйцеклеток происходит задолго до оплодотворения. Однако факторы, детерми- 

нирующие рост ооцитов, остаются неизвестными; . 
2) эпигамный (детерминация пола происходит после оплодотворения под влияни- 

ем самых разнообразных внешних условий; имеет место у ограниченного числа 

Видов). 
Например, у морского червя ВонеШа ит; самки или самцы развиваются в зави- 

симости оттого, прикрепится или нет личинка ктелу материнского организма (рис. 
8.2, а, 6). Если личинка осядет на хоботок самки-матери, то она попадет сначала в 

рот, а затем — в матку, где дифференцируется в самца. Этот самец проведет в теле 
самки-матери остаток жизни, оплодотворяя яйца. Та же личинка, но осевшая на 
грунт, становится самкой. Добавление в морскую воду экстракта ткани хоботка ини- 
циирует формирование самцов из большинства личинок (рис. 8.2, в). Следовательно, 

данный экстракт служит источником аттрактанта, детерминирующего оседание личи- 

нок на хоботок и их дальнейшую маскулинизацию. 
Другой пример формирования пола в зависимости от внешних условий являют 

улитки Стер@ша описи. В определенный момент жизненного цикла они заползают 

друг на друга, образуя пирамиду; положение в этой пирамиде и определяет пол каж- 
дого моллюска. Половая дифференцировка проходит несколько стадий, но молодые 

особи — всегда мужского пола. Этот период сменяется лабильным состоянием. На 

следующей стадии развития моллюск, прикрепленный к самке, становится самцом, 
а близкое соседство многочисленных самцов приводит к трансформации некоторых 
из них в самок. Ноесли пол особи стал женским, то он никогда не трансформирует- 
ся в мужской. 
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Решающим фактором детерминации пола у болынинства черепах и всех видов 
крокодилов, в отличие от других рептилий {змей и яшериц), является температура в 
определенный период развития яйна: у каймановой черепахи, например, 
это — средняя треть периода эмбрионального развития. Лишь небольшой темпера- 
турный интервал (27—30 °С.) позволяет выводиться из одной и той же кладки яиц и 
самцам, и самкам. За границами же этого интервала развиваются особи одного пола: 

либо самцы (при температуре ниже 27 °С), либо самки (при температуре выше 30 °С). 
Несмотря на то, что ряд факторов эпигамного типа детерминации пола установ- 

лен, генетические механизмы его продолжают оставаться неясными; 
3) сингамный (пол зиготы детерминирован с момента оплодотворения). 

При гетерогаметности мужского или женского пола гаметы одного типа, образу- 
ющиеся у особей гомогаметного пола могут быть оплодотворены двумя разными ти- 
пами гамет, формируемых у особей гетерогаметного пола. Этот истинно сингамный 
тии детерминации пола зиготы присущ большинству живых организмов, в том чис- 
ле человеку и классическому объекту генетики — дрозофиле; именно этот тип рас- 
смотрен в данной главе наиболее подробно; 

4) эусингамный (или гаплодиплоидный тип детерминации пола). 

У пчел, ос, муравьев, пилильщиков и наездников отсутствуют половые хромосо- 
мы. Из оплодотворенных яиц ичелиной матки или самок других перепончатокры- 
лых насекомых развиваются самки с диплоидным набором хромосом, а партеноге- 
нетически, из неоплодотворенных — гаплоидные самцы-трутни. Самки подразделя- 
ются на два типа: крупные плодовитые матки и небольшие стерильные рабочие пче- 
лы. Эти два пути развития определяются количеством и качеством пищи, которой 
была выкормлена личинка. 

Первичная гаплоидность присуща только клеткам зародышевого пути трутней, 
‘се. клеткам, из которых образуются гаметы. В соматических клетках трутней число 
хромосом вторично удваивается. Те трутни, в соматических клетках которых восста- 
новленная диплоидность сопряжена с гомозиготизацией рецессивных генов, сни- 
жающих жизнеспособность, погибают на стадии личинки или уничтожаются рабо- 
чими пчелами. Тем самым обеспечивается элиминация неблагоприятных генов из 
очелиной семьи. р 

8.2, ТИПЫ ХРОМОСОМНОЙ ДЕТЕРМИНАЦИИ 

ПОЛА 

В конце ХХ века при изучении некоторых насекомых было обнаружено, что хромо- 

сомные наборы самцов и самок различаются между собой. В дальнейшем работами 

школы Т. Моргана, а также американского цитолога Э. Вильсона было сформулиро- 

вано положение о том, что важнейшая роль в генетической детерминации пола при- 
надлежит хромосомному аппарату. 

Как было отмечено выше, наиболее распространенный тип определения пола — 
зингамный, при котором пол детерминирован с момента оплодотворения. Как вы- 
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яснилось в лальнейшем, механизм этого феномени основан на разных сочетаниях 
половых хромосом. В зависимости от числа и состава половых хромосом вылеляют 
три основных типа хромосомного определения пола, названных потем видам живых 
организмов, у которых данный тип был впервые описан. 

1. Цеаеиз (Шеаеиу шгскиу — водяной клоп). Теперь чаще называют типом дрозо- 

филы или человека, 

Женский пол — гомогаметный (все яйцеклетки содержат Х-хромосому), мужской 

— гетерогаметный (образуется два типа сперматозоидов, одни из них несут Х-хромо- 

сому, другие — У). Встречается у млекопитающих (в том числе — у человека) и рыб, у 

двукрылых насекомых, а также у двудомных растений. 
2. Риоепог (Рпоепог Бега — другой род водяного клопа). 

Женский пол — гомогаметный (ХХ), мужской — гетерогаметный (ХО). Этот тип 
характерен для большинства прямокрылых насекомых, многих клопов, жуков, пау- 
ков, многоножек и нематод. 

3. Менее распространен тип хромосомного определения пола, при котором гете- 
рогаметность присуша женским особям, а гомогаметность — мужским. Первоначаль- 
но он был открыт у бабочки крыжовенной пяденицы Аргахаз атоззшатина, затем опи- 

сан у птиц, некоторых видов рыб, земноводных. В случае женской гетерогаметности 
каждую из одинаковых половых хромосом у особей мужского пола обозначают бук- 
вой 7, половую хромосому, присущую только самкам — буквой \\. Но кроме (7\- 

77)-типа хромосомного определения пола, встречается и другой тип — 70-77. В 
этом случае половина гамет у самок несет половую 7-хромосому, а в остальных 
гаметах половые хромосомы отсутствуют. Такой тип характерен для некоторых бабо- 

чек. 
Гетерогаметность мужского пола (типы ХХ-ХУ и ХХ-ХО) распространена значи- 

тельно шире, чем гетерогаметность женского пола (типы 2-71, и 70-2.2). В неко- 

торых систематических группах (насекомые, рыбы, земноводные, цветковые расте- 
ция) встречаются как виды с мужской гетерогаметностью, так и виды с женской ге- 
терогаметностью. 

8.3. ХРОМОСОМНЫЕ И МОЛЕКУЛЯРНО- 

ГЕНЕТИЧЕСКИЕ ОСНОВЫ ДЕТЕРМИНАЦИИ 

ПОЛАУ ДРОЗОФИЛЫ 

8,3,1, ГИНАНДРОМОРФИЗМ 
У дрозофилы, непарного шелкопряда, кур и певчих птиц иногда появляются особи-ги- 

нандроморфы, одна половина тела которых имеет признаки женского пола, а другая — 
мужского. Анализ хромосом у таких организмов оказался чрезвычайно полезным для 

формирования общих представлений об основах летерминации пола. 

9.4167 



130 Часть [, Общая сепотика 

Гинандроморфы встречаются у вилов с четко выраженными признаками полово- 
то диморфизма. Различают несколько видов гинандроморфов: 

1) билатеральные (одна продольная половина тела имеет признаки мужского по- 

ла, другая — женского); 

2} передне-задние (передняя часть тела несет признаки одного пола, а 

задняя — другого); 

3) мозаичные («мужские» участки тела перемежаются с «женскими»). 

Из зигот, несущих две Х-хромосомы, т.е. из потенциальных самок могут развить- 
ся монозиготные гинандроморфы. Это происходит следующим образом. Если у дро- 
зофилы во время первого деления дробления, на стадии двух бластомеров, одно из 

дочерних ядер получит обе Х-хромосомы, а другое — только одну (в силу физическо- 

го отставания второй Х-хромосомы и последующего лизиса), то кариотип второго 

ядра будет ХО, те. мужским. Поскольку гормональная регуляция, способная моду- 

лировать такие явления, у насекомых отсутствует, каждая клетка дает потомков сво- 
его пола. Таким образом, у взрослой мухи одна половина клеток тела окажется жен- 
ского типа (потомки клетки с ядром, содержащим две Х-хромосомы), а другая — 

мужского типа (потомки клетки с ядром ХО). Гинандроморфы могут быть легко рас- 

иознаны, если Х-хромосомы гетерозиготны по каким-либо генам. Например, если 

потеряна Х-хромосома с доминантным аллелем гена (»*), то при гетерозиготности 
цо тену ййе (» — белые глаза) на одной половине тела (женской) глаз будет крас- 

ным, а на другой (мужской) — белым. Такой тип гинандроморфа называют билате- 

ралышым (рис. 8.3). Проведя цитологическое исследование клеток разных половин 

Рис. 8.3. ДгозорАИа тепповазег, (Из: Лобашев, 1967) 

а - внешний вид самца и самки Огозорй!а те!аподазег, б — монозиготный гинандроморф дро- 

зофилы; вверху - предполагаемая схема возникновения гинадроморфа путем элиминации од- 

ной из Х-хромосом 
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тела у такой дрозофилы, можно убедиться в паличии двух Х-хромосом в клетках 

женской половины и одной Х-хромосомы -— в клетках мужской, что служит подтвер- 

ждением связи детерминации пола у дрозофилы с числом Х-хромосом. Логичным 

будет и заключение о том, что в детерминации пола у дрозофилы У-хромосома не 

участвует, однако, как было показано в других исследованиях, ее присутствие обес- 

печивает фертильность самцов. Действительно, в дальнейшем было установлено, что 

У-хромосома активируется у самцов дрозофилы на поздних этапах развития при 

формировании спермиев. 

Если подобное распределение Х-хромосом произойдет во время второго деления 

дробления зиготы, то признаки мужского пола будет иметь участок, составляющий 

четверть тела женской особи, и тд. (чем позже в эмбриональном развитии произой- 

дет утрата одной из Х-хромосом в делящейся соматической клетке, тем меньшим 

окажется участок мужской ткани). Гинандроморфы, появляющиеся в результате та- 

кого дробления, принадлежат к мозаичному типу, и обнаружить их можно по моза- 

ичному проявлению рецессивных маркеров, находящихся у гомогаметного пола в ге- 

терозиготном состоянии. 

Если в яйцеклетке образуются два женских пронуклеуса, каждый из которых со- 

держит одну Х-хромосому и гаплоидный набор аутосом, то в условиях полиспермии 

могут развиться дизиготные гинандроморфы. Один женский пронуклеус может быть 

оплодотворен сперматозоидом, несущим Х-хромосому, а другой — У-содержащим 

сперматозоидом. В результате половина клеток будет иметь набор половых хромосом 

ХХ, а другая половина — ХУ, что и приведет к развитию гинандроморфов. Такие осо- 

би были получены экспериментально сотрудниками Т. Моргана у самок дрозофилы, 

развившихся из яиц при полиспермии. 

8.3.2. БАЛАНСОВАЯ ТЕОРИЯ К, БРИДЖЕСА 

Исследуя в 1919—22 гг. характер половой дифференцировки у дрозофилы, 

К. Бриджес обнаружил триплоидных самок с набором хромосом ЗХ-+ ЗА, где ЗА —- 
число наборов аутосом. Некоторые из таких самок оказались плодовитыми и были 

скрешены: с диплоидными самцами ХУ+-2А. Потомство от этого скрещивания состо- 

яло из восьми типов особей с различным соотношением между числом Х-хромосом 
и числом наборов аутосом (обозначено в дальнейшем как Х/А), обусловленным на- 

рушением нормального расхождения хромосом в мейозе утриплоидных самок. Мор- 
фюлогический, цитологический и генетический анализ этого потомства сыграл важ- 

ную роль в раскрытии механизмов детерминации пола у дрозофилы. 
К. Бриджес установил решающую роль соотношения между числом Х-хромосом 

и числом наборов аутосом в детерминации пола (рис. 8.4). Оказалось, что при соот- 

ношении Х/А равном 1 (2Х/2А или ЗХ/ЗА), развиваются самки: соответственно нор- 

мальная (диплоидная) и триплоидная. Кроме того, фенотипически самками являют- 

ся особи 2Х+У/2А, возникающие в результате онлодотворения яйцеклетки с двумя 
Х-хромосомами спермием, несущим У-хромосому. При Х/А равном 0,5 (Х--\У/2А или 

Х/2А) независимо от присутствия или отсутствия У-хромосомы развиваются самцы, 

но в отсутствие У — стерильные, В случае, когда Х/А имеет значение промежуточное 
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Сверхсамка Триплоидная Сверхсамец, 
самка 

О 
УХЛ 
Самка Интерсекс 

Рис. 8.4. Варианты баланса 
половых Х-хромосом (чер- 
ные) и зутосом (белые) у дро- 
зофилы. Пунктиром изобра- 
жена \-хкромосома. (Из: Ло- 
балшев, 1967) 

межлу 0,5 и 1 (у дрозофил 2Х/ЗА или 2Х-+У/ЗА), насекомые приобретают черты ин- 

тересксуальности, т.е. смешанного проявления мужских и женских половых призна- 
ков (рис. 8.5). Особи Х-+У/ЗА развиваются в так называемых «сверхсамцов». Они 

имеют гипертрофированные мужские признаки, но стерильны и быстро погибают. 

И, наконец, особи ЗХ/2А представляют собой «сверхсамок» с аномально развитыми 

иичииками и также сниженной жизнеспособностью. 
В 1925 г; эта концепция получила название балансовой теории. Согласно ее поло- 

жениям, вотношении формирования пола организм является бипотенциальным, те. 
несет в себе задатки обоих полов. Интерсексуальность дрозофилы — следствие бисексу- 

ильной природы ее организма. Степень интерсексуальности может зависеть, как пока- 
зал К. Бриджес, от внешних факторов, например, температуры, сдвигаясь при ее по- 
вышении в сторону женских признаков, а при понижении — в сторону мужских. 
Эказалось возможным вывести путем отбора по характеру потомства линии, дающие 

преимущественно интерсе- 
ксов мужского или женско- 
го типа. 

Таким образом, у дрозо- 

филы пол развивающейся 

зиготы генетически обусло- 
влен соотношением числа 
аутосом и Х-хромосом. До- 

полнительные доказательст- 
ва детерминирующего хара- 
ктера этого соотношения 
были получены в остроум- 

ных экспериментах на ин- >ис. 8.5. Фенотип интерсексов у дрозофилы с хро- 
1осомиой конституцией 2Х-+ЗА. (Из: Дубинин, 1986) терсексах 2Х/ЗА. Методом 

хромосомных перестроек, — интерсекс мужского типа; б - женского 
заключающихся в дуплици- 
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ропвании {удноснии) участков хромосом, быми получены особи, у которых кроме двух 
Х-хромосом, имелись дополнительные участки Х-хромосомы разной длины. По ме- 
ре нарастания протяженности таких участков их носители-Интерсексы становились 
все более похожими на самок. 

8,3,3, ГЕНЫ, ИЗМЕНЯЮЩИЕ ПОЛ 

Одно из первых прямых доказательств генетической детерминации пола было полу- 

чено А. Стёртевантом: в 1945 г. им был открыт ген, изменяющий пол и влияющий на 

развитие первичных половых признаков. В одном из экспериментов по скрещива- 
нию дрозофил наблюдалось не обычное расщелление по полу (50% самцов и 50% са- 

мок), а расиепление, в котором на 62,5% самцов приходилось 37,5% самок, А. Стёр- 

тевант показал, что этот феномен обусловлен аутосомным рецессивным геном {га (в 
схеме скрещивания он обозначен буквой : — трансформатор пола), локализованным 

в третьей хромосоме дрозофилы. В гомозиготном состоянии этот ген обусловливает 
развитие фенотипически нормальных, но стерильных самцов иззигот, имеющих две 
Х-хромосомы. Самец ХУ, гомозиготный по гену г, является плодовитым. Если нор- 

мальных самок (ХХ ГГ) скреитивают с сампами, гомозиготными по указанному ге- 

ну (ХУ о), то в первом поколении самки имеют генотип ХХ Г, а самцы — ХУ Г". В 
потомстве этих мух происходит следующее расщепление по полу: 

ГАМЕТЫ самца Хи Ж У У\ 
самки 

хи Хи хе хи хит 
самка самка самец самец, 

Ж хе ХХи Хин Хуй 
самка стерильный самец самец 

самец 

Другой пример генетически обусловленной трансформации пола был описан у 

наездника Набгобгасон дивапаз. Обычно оплодотворенные яйца развиваются в дип- 

лоидных самок, а неоплодотворенные — в самцов. Но иногда самцы появляются и из 

оплодотворенных яиц. Оказалось, что у НабгоБгасон диан имеется особый ген де- 

терминации пола, и пол зависит от того, находятся ли аллели данного гена в гомо- 
или гетерозиготном состоянии. Этот ген представлен серией рецессивных аллелей 

(более 9): Х,, Х,, Х‚ итд. Самки всегда гетерозиготны по этИм аллелям, и поскольку 

они диплоидны, то их генотипы будут: Л/Х,, ХИХ., Х./Х и тд, Диплоидные самцы, 
возникающие из оплодотворенных яиц, гомозиготны по одному из серии аллелей: 

ХХ, ХУХь, Х/Х, итд. Партеногенетические гаплоидные самцы гемизиготны. Если 

гетерозиготную самку Х/№ скрестить с самцом Х., то в потомстве из оплодотворен- 

ныхяиц будут развиваться самцы Х./Х, и самки Х,/Х,. Из-за большого количества ал- 

лелей гена, детерминирующего пол у наездника, вероятность случайного образова- 

ния диплоидного гомозиготного самца весьма мала. Большинство их вследствие 

причин аналогичных тем, что описаны для самцов-трутней у пчел, погибает еще на 
стадии личинки, а немногие выжившие оказываются бесплодными, 
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8.3.4. МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИЧЕСКИЕ МЕХАНИЗМЫ 

ДЕТЕРМИНАЦИИ ПОЛА У ДРОЗОФИЛЫ 

Семь десятилетий понадобилось генстикам, чтобы ответить и вопрос, каки имен- 

но молекулярные механизмы лежат в основе зависимости пола лрозофилы от балан- 

са Х-хромосом и аутосом. В настоящее время гены половой детерминации, иенти- 

фицированы; известно также, на каких этапах развития они проявляют свою актив- 

ность. Показано, что пол у дрозофилы определяется генами: Зе-еша! (5%), аи 

Хоттег (та), тапуоттег-2 (та-2), домыесех (4х) М и Е, тиегзех (6), 121255 (в) ив, 

Чаиеетезз (4а). 

Установлено, что многоступенчатый процесс половой детерминации начинается 

с образования комплекса из белковых продуктов генов з#5-а из#-6, Расположенных в 

Х-хромосоме, и аутосомного гена да. Такое различие в локализации названных генов 

и определяет дальнейшую специфику транскрипции ключевого в определении пола 

у дрозофилы гена 5х1. Количество продуктов тенов 545-а И 56- НАХОДИТСЯ вирямой 
зависимости от числа Х-хромосом у эмбриона: одна доза у 00бей Х/2А и две — У 
2Х/2А. В то же время количество продукта гена аа и у тех, и других составляет две 
лозы велелствие одинакового числа аутосом у самцов и самок Таким образом, вбел- 
ковом комплексе $15/Аа названные компоненты находятся в соотношении 1:2уэмб- 

рнонов Х+У/2А и 11 у эмбрионов 2Х/2А. Именно этот белковый Комплекс взаимо- 
действует с регуляторным районом гена 5х/, в состав которого входят ранний (Рв)и 

поздний (Р‚ ) промоторы, стимулирующие транскрипцию гена $ Наличие большо- 

го числа комплексных молекул $К/аа у эмбриона 2Х/2А вызыветактивацию ранне- 

го промотора (Р;) на стадии бластодермы, что в конечном итоге приводит к форми- 

рованию фенотипа самки (рис. 8.6, а). У эмбрионов Х-У/2А и Х/2А, имеющих вгено- 
типе единственную Х-хромосому, число комплексных молекул умеНЬшено вдвое, ПоЭ- 

томуактивация раннего промотора не происходит и ген 5х/ не включается (рис. 86, 6). 

На следующих стадиях развития дрозофилы, при активации позднего промотора 

Рис. 8.6. Включение гена 

5хрнаранних стадиях Раз- 

вития дрозофилы: & — У 

самки; 6 — у самиа. (Из: 

Ворр, 01) 

Кружками обозначены сУм- 

марно продукты генов 98-а 

и 35-3, флажками — продукт 

гена ва.Р. - ранний промо- 

тор гена и! 



Ро 8. р № 2 —— ыы 
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Подавлинифференцировки Подавление дифференцировки 
ео сама 

бит ма 

Рис, В.Т, Последииельные этапы взаимодействия теновз процессе детерминации пола 
усамов (а) и самок дзозофилы. (Из; Жимулев, 2001} 

{Р.}пролукт гена содержащего 8 Экзонов, взаимодействует поэтапно с генами а 

и вх. Результаты эго взаимодействия зависят от соотношения Х/А. Так у эыбрио- 

нов2Х/2А ген 5хИвето составе экзоны |, 2, 4—8) кодирует функционально подно- 
ценный белок. Онвсвою очередь зступает во взаимодействие с геном га, который в 
комплексе с продуктом тена ия 2 обеспечивает образование специфической для са- 

мокРНК гена 4зхЁ. Продукт Этого тИла вовлекает в цепь формирования пола дрозо- 

филь еще один гн- & Именно за счет бедковых продуктов генов фхР и 5 наза- 
ключительных этаих инактивируются многие гены, которые могли бы репрессиро- 

затъформированифенотиле самки (рис. 8.7). 
Напротив, у эмбуионов Х + У/2А входе образования лервичното транскрипта ге- 

на Аклед за экзиами [и 2 считывется экзон 3, на котором последующая трансля- 

ция заканчивается из-38 большого числа входящих в его состав стоп-кадров (СА, 

Уеиинный продуюияе $1 обусловлизает специфическое считывание тена г, вре- 

зульате чего белок 1 тоже оказывается нефункциональным. Эусо событие опреде- 
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ляет сразу два момента в детерминации пола: при отсутствии функционального про- 

дукта га-гсна не синтезируется и полиоценный продукт гена га 2, а кроме того, в 

этих условиях с альтернативного набора экзонов гена 0х считывается белок 95хМ, 

репрессирующий развитие самок (см. рис. 8.7). В результате формируются особи с 

фенотипом самца. Целый ряд белков у дрозофилы присущ особям одного пола и не 

синтезируется у другого. Так, например, для самок характерно наличие специфиче- 

ских белков желтка и яйцевой оболочки (хориона). 

Таким образом, в каскад строго иерархических взаимодействий, определяющих 

детерминацию пола у дрозофилы, вовлечены гены, локализованные как на Х-хро- 

мосоме, так и на аутосомах. Последовательная активация либо репрессия этих ком- 

понентов каскада в значительной степени обеспечивается альтернативным сплай- 

сингом первичных РНК-транскриптов. 

8.4. ХРОМОСОМНЫЕ И МОЛЕКУЛЯРНО- 

ГЕНЕТИЧЕСКИЕ ОСНОВЫ ПЕРВИЧНОЙ 

ДЕТЕРМИНАЦИИ ПОЛА У ЧЕЛОВЕКА 

Детерминация пола у человека контролируется целым рядом генов, локализованных 

как па половых хромосомах, так и нааутосомах. Чрезвычайно важно, что зачатки го- 

над у эмбриона (называемые половыми валиками) до шестинедельного возраста 

развиваются как индифферентные, т.е. бипотенциальные образования. Первичные 

половые клетки (гоноциты), выявляемые у эмбриона с 14-го дня развития, мигриру- 

ют через энтодерму желточного мешка в область будущих зачатков гонад и в резуль- 

тате митотического деления формируют там пул половых клеток. Для начальных 

этапов развития гонады наличие в ней гоноцитов не является строго обязательным; 

от наличия или отсутствия первичных половых клеток не зависит также окончатель- 

ная лифференцировка гонад по мужскому типу. Но завершенная дифференцировка 

яичников при отсутствии первичных половых клеток либо нарушена, либо вовсе не 

происходит. Результатом первичной детерминации пола является формирование из 

недифференцированной ткани гонады либо яичек, либо яичников, причем и тот, и 

другой процесс активно контролируется группой генов, кодирующих транскрипци- 
оиные факторы. 

8.4.1. РОЛЬ У-ХРОМОСОМЫ В ДЕТЕРМИНАЦИИ ПОЛА 

Решающую роль в становлении пола у человека, как и вообще у всех млекопитаю- 
цих, играет У-хромосома: в случае ее отсутствия или отсутствия в ее составе детер- 
минирующих пол генов дальнейшая дифференцировка происходит по женскому пу- 
ти независимо от числа Х-хромосом, 
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У-хромосома человека (рис. — РАВТ 

8.8) содержит всего лишь 1,6% — №112 [ 
ДНК гаплоидного генома, тем не \№13"] АУ 
менес к настоящему времени на 
ней идентифицированы 92 гена, 

характеризующихся голандриче- 
ским типом наследования. Моно- 
тенные заболевания человека с ТбРУ 
установленным фактом прямой 
передачи признака от отца к сы- 
ну описаны в части и. ИбР9у <АЗЕА> 

Медицинская генетика. Из всей ОВУ 

совокупности У“-хромосомных 
генов пока лишь для отдельных АВМУ1 <АРЕБ> 
представителей выявлены те зве- АВМУД 
нья формирования и функцио- 

нирования мужской репродук- БАЁ <АРЕс> 
тивной системы, которые детер- $РВУ/РАЁ2 
минируются ими. Один из наи- 

более изученных тенов У-хромо- Гетерохроматиновая 

сомы человека — локализован- область 
ный в дистальной части ее корот- 
кого плеча (УрП.31-32), одноко- 

пийный ген 5КУ (от англ. 5ех- 

Чаегтиитв тевюп У). Известно, 

что длина этого гена — | т.п.н., он 
не содержит интронных последо- держит интронных последо __ РАИ2 
вательностей, в его составе есть 

СС-богатая промоторная 0б- 

ласть длиной 319 п.н. и открытая Рис. 8.8. Схема У-хромосомы. (По: СепВапк, 
рамка считывания из 612 п.н. Ген 2003) 
5ВУ млекопитающих кодирует 

белок (транскрипционный фактор из 204 аминокислот), который имеетДНК-связы- 

вающий домен с консервативным участком из 79 аминокислотных остатков. Этот 

участок, так называемый НМС-бокс (от англ. #1й ню Шу стоир), может спепифиче- 

ски связываться с регуляторными последовательностями ДНК (в частности, в обла- 

сти промоторов генов, детерминирующих половую дифференцировку), что вызыва- 

ет изгиб молекулы. Такие изменения, происходящие в сайтах, являющихся мишеня- 

ми для 5ВУ, облегчают связывание транскрипционных регуляторов в непосредст- 

венно прилегающих областях. Пока точно не установлены гены, транскрипция кото- 

рых регулируется 5К 7, достоверно известно лишь, что распознающий его сайт есть в 

промоторе гена АМН (от англ. анй-тийепап йоттопе). 

Экспериментально показано, что именно ген 5 Т играет рольтестис-определяю- 

щего фактора ТБР (от англ. 1езй5-дееттиитв /асто!). У человека его экспрессия обна- 

руживается уже на стадии зиготы, у мыши - на 10,5 день после оплодотворения, Ген 
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ожет быть делетироваи (утрачен) или транслоцирован (перемешсн) с У- на Х- или 

зугую хромосому в профазе мейоза, в результате чего в потомстве появятся ХУ- 

сниины или ХХ-мужчины. Для последних характерен мужской фенотип при жен- 

‹ом кариотипе (46,ХХ) и различные пороки развития: гипоплазия яичек, нарушения 

ерматогенеза, гинекомастия (развитие молочных желез по женскому типу). У ХУ- 

унщин наблюдается дисгенезия гонад, гипоплазия внутренних половых органов, а 

кже феминизация пропорций тела вообще и наружных гениталий в частности, 

Локусу АЁР (отангл. агоозрениа Гастог), расположенному в длинном плече У-хро- 

сомы (\41 1), принадлежит значительная роль в генетической регуляции сперма- 

тенеза у человека. Мутации генов этого локуса: АЁЕа, АР и АЁЕс приводят к на- 

нуению сперматогенеза от снижения его активности (олигозооспермия) до полного 

хутствия (азооспермия). 

В ллинном плече У-хромосомы картирован ген, контролирующий продукцию 

лка клеточных мембран — Н- У-антиген гистосовместимости. Ранее и его считали 

авным фактором дифференцировки пола у человека, так как он репрессирован уин- 

видов, пе имеющих в кариотипе У-хромосомы. В настоящее время появились дан- 

ме, ставящие под сомнение роль Я- У-антигена в формировании мужских гонад. 

8.4.2. РОЛЬ АУТОСОМНЫХ ГЕНОВ В ДЕТЕРМИНАЦИИ ПОЛА 

оме генов У-хромосомы, в первичной детерминации пола у человека прямо или 

венно участвуют Х-хромосомные и аутосомные гены. В настоящее время таких 
нов известно уже несколько десятков. Среди них можно выделить: 

Кугены, детерминирующие развитие яичка; 

2) гены, детерминирующие развитие яичника, . 

Помимо описанного выше гена 5 Ук первой группе относится родственный ему 

1 5ОХ9 (отангл. 5К У-гекие4 НМС-Бох-сотайтив вене), который картирован вдлин- 

,м плече хромосомы 17 в локусе (424-425). Экспрессию гена 5ОХ9 обнаруживают в 

ловом валике эмбриона еще до стадии дифференцировки гонад. Ген 5КУ гомоло- 

чен представителям семейства 5ОХ (5К У-теией НМС-бох-сопатиив вепез) из 39-ти 

тов, кодирующих белки, которые имеют гомологию вДНК-связывающем домене. 

Единственный представитель второй группы — ген ВАХ! (055 — АНС критиче- 

ий район хромосомы Х: @озаве-зепяште зех теуегза! — айгепа! пурораяю сопвепйа). 

от тен, содержащий два экзона, картирован в 05$-локусе короткого плеча Х-хро- 

сомы (р21.2-.3). Предполагалось, что именно ВАХ] детерминирует развитие яич- 

ков и внорме репрессируется у мужчин, (начало его экспрессии совпадает с акти- 

дией гена 5ВУ, но вдифференцирующихся яичках уровень экспрессии ДАХ] пада- 

тогда как в развивающихся яичниках, напротив, сохраняется). Однако в послед- 

# время предположение относительно роли гена РАХ1 в дифференцировке пола 

нвергается сомнению. 

Отдельную группу составляют главные гены, регулирующие транскрипцию в хо- 

дифференцировки клеток, которые участвуют в морфогенезе гонад: №/Т/, ИМ, 

[и САТА4 (действие первых двух генов может быть отнесено к процессу первич- 

й детерминации пола). 
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Ген И/7'/ (отангя. Ия $ штог-акочатой цепе Г), картированный в коротком пле- 

че хромосомы 11 в локусе р13, состоит из 19 экзонов и кодирует 16 основных изо- 

форм белка. И/Т! регулирует транскрипцию па разных уровнях, действуя либо как 

активатор, либо как коактиватор, либо как репрессор. Показано, что ген И/Т1 необ- 

ходим на ранней, бипотенциальной стадии дифференцировки гонад: его экспрессия 

обнаружена ло стадии активации гена КУ. Мыши с «выключенным» геном Й/Т! не- 

жизнеспособны, при аутопсии у них установлено отсутствие и почек, и гонад. 

Для ранних этапов половой дифференцировки чрезвычайно важна и экспрессия 

гена 2/М1. Это подтверждается экспериментальными данными на модельных жи- 

вотных. Последствия выпадения его функции у мышей те же, что и для гена ИТ]. 

Что касается генов 5Ё] и САТАЧ, то, согласно современным представлениям, их 

действие — важный этап вторичной половой детерминации. 

8.5. ВТОРИЧНАЯ ДЕТЕРМИНАЦИЯ ПОЛА 

УЧЕЛОВЕКА 

Описанные выше процессы приводят к тому, что гонады эмбриона, начиная с шес- 
тинедельного возраста, дифференцируются по полу, что подтверждено гистологиче- 
ски. Тем не менее, этого еще недостаточно для развития женского или мужского фе- 
нотипа. Вторичная детерминация пола обусловлена гормонами, которые вырабаты- 
вают яичники и яички. 

До начала половой дифференцировки, на стадии индифферентных гонад, выво- 
дящая система эмбриона представлена двумя типами протоков: вольфовыми и мюл- 
леровыми, происходящими из первичной почки, закладка которой относится к 3—4 

неделе эмбрионального развития (рис. 8.9, а). При развитии эмбриона женского по- 

ла мюллеровы протоки преобразуются в фаллопиевы трубы, матку и верхнюю треть 

влагалища, а вольфовы — атрофируются. При развитии эмбриона мужского пола 

имеют место обратные события: редуцируются мюллеровы протоки, а из вольфовых 
формируются семенные протоки и семенные пузырьки. Зачатки наружных половых 
органов начинают обособляться на пятой неделе эмбриогенеза, проходя сначала не- 
дифференцированную стадию, по строению достаточно близкую к женским поло- 

вым органам. Детерминирующим началом развития мужского фенотипа являются 
два гормона: антимюллеров и тестостерон. 

Антимюллеров гормон (АМН), или МГ5-фактор (от англ. мийемап тие 5иб- 

эапсе) вызывает регрессию мюллеровых протоков (рис. 8.9, в). В отсутствие АМН 
мюллеровы протоки, как уже указывалось выше, развиваются в матку, маточные тру- 
бы и верхнюю треть влагалища (рис. 8.9, 6}. Установлено, что действие различных ак- 

тиваторов экспрессии гена АМН потенцируется действием гена САТА4, являющегося 

членом семейства транскрипционных регуляторных факторов. Секреция АМН на- 

чинается на седьмой неделе эмбрионального развития и продолжается до пубертат- 
ного периода, а затем резко падает, но низкий уровень экспрессии МЕ ®-фактора мо- 
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Мюллеров проток 

Мочеполовой Мочевой пузырь 

синус 

Мочеиспускательный 
канал 

Недифференцированная 
стедия ХХ или ХУ 

Норма для ХХ. Норма для ХУ 

р 8.9. Роль тестостерона во вторичной половой детерминации. (Из: Айала и Кайгер, 
) 

гсохраняться и у взрослых. Предполагают, что он играет важную роль в развитии 

тек, созревании сперматозоидов и ингибировании роста опухолевых клеток. Ген 
'И картирован в коротком плече хромосомы 19 (локус р13.2-.3). Он содержит 5 эк- 

ов, кодирующих гликопротеин — белок, состоящий из 560 аминокислот, АМН 

зывается со специфическим рецепторным комплексом и активирует его. Промо- 

‚тена АМН содержит 5 7-распознающий сайт, с которым связывается консенсус- 

1. УК У-последовательность ААСААТ/А, 
Под контролем другого гормона (андрогена) — тестостерона в ходе вторичной де- 

минации из вольфовых протоков формируются мужские внутренние половые 

токи: средняя часть протоков удлиняется и преобразуется в семявыносящие 

альны, Кроме того, под влиянием тестостерона индуцируется развитие семенных 

ырьков и придатка яичка (эпидидимиса). В мочеполовом синусе тестостерон пре- 

щается в 5-дегидротестостерон, при участии которого формируются наружные 

овые органы: половой член, простата и мошонка. Оба гормона оказывают как ме- 
ое, так и общее воздействие, маскулинизируя экстрагенитальные ткани-мишени 

Зусловливая половой диморфизм центральной нервной системы, внутренних ор- 

эв и размеров тела. В случае нарушения биосинтеза андрогенов развиваются от- 

пения от нормального мужского фенотипа, степень которых может варьировать 

‚сткой гипоспадии (низко расположенного наружного отверстия мочеиспуска- 

»ного канала} и/или крипторхизма до выраженного женского фенотипа. Сущест- 
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венно, что для нормального развития мужских половых орга! В Необходим не толь- 
ко достаточный уровень андрогенов, но и нормально функционирующие андрогено- 

вые рецепторы. В отсутствие рецепторов развиваются различН®® Варианты так 
назы- 

васмого синдрома нечувствительности к андрогенам (А15). дрогеновый репептор 

кодируется геном АЕ, локализованным в Х-хромосоме в локусе 911 В его ВОСЬМИ ЭКЗО 
нах обнаружено более 200 различных мутаций, среди которых наиболее часто встреч- 

ются точковые, Замена даже одного нуклеотила может приводи" ьк серьезному наруш
е- 

нию функции андрогенового рецептора вплоть 
до полной его инактивации. 

Активация в клетках Лейдига биосинтеза тестостерона, ЕОбХОДИмого лля лиф- 
ференцировки органов половой системы по мужскому типу ПРОИСХОДИТ под дейст. 
вием транскрипиионного активатора, кодируемого геном 5 ] (от англ. мегодовете 

Ласог 1), который локализован в длинном плече хромосомы 9 (9933). Кроме того, 

предполагается, что ген 57 регулирует экспрессию гена АХ’ 1, так как в промоторе 

последнего обнаружен распознающий $Е/-сайт, те. по отновеНИЮ к РАЯ7 тен 5Р/ 
выступает в качестве «вышестоящего». В свою очередь ОЯТ МОЖЕТ быть супрессо- 

ром в отношении гена 527. Возможно, в процессе морфогенеЗа яичников тен ВАХ! 

предотвращает транскрипцию гена 50Х9 через репрессию ТРАНСКрипции гена 5Р/. 

Имеющиеся данные говорят о детерминирующей роли гена 5 вдифференцировке 

эндокринных органов, регулирующее действие которых на морфогенез половой си- 

стемы начинается после завершения ранних этапов лиффереН\ИРОВКИ гонал. 

Кроме описанных выше гормонов, во вторичной детерминайИИ Пола у млекопитаю- 

щихи, вчастности, учеловека, важную роль играютэстрогены И ихрецепторы. Нормаль- 

ная функция эстрогенов необходима для формирования репройУКТИВНОЙ системы как у 

женшин, так и у мужчин, Причем у последних эстрогены участ®УЮТ В созревании кост- 

ной ткани и обеспечении определенных качественных показателей сперматозоилов. 

«Выключение» эстрогеновых ренепторов вызывает у модельных ЖИВОТНЫХ (мышей) ги- 

поплазию матки и яичников в сочетании с развитием бесплодия" . р 

Таким образом, в окончательном формировании наружных гениталий решающую 

роль играют андрогены — мужские половые гормоны, продуцирующиеся в налпочечни- 

ках и вяичках. Если их влияние отсутствует либо недостаточно, наружные половые орга- 

ны формируются по женскому типу независимо от наличия или ОТСУТСТВИЯ эстрогенов. 

Количество уже сейчас известных генов, вовлеченных в разВИТИЕ И функционирова- 

ниеорганов репродуктивной системы, чрезвычайно велико. ДлЯ ЯИЧКА (как идля проста- 
ты) оно составляет более 1200, для яичника — более 500, для МАТКИ — более 1800 генов, 

Анализ функциональных взаимоотношений даже небольшой чАСТИ Наслелственных де 
терминант, включенных в формирование пола у человека, позвоЛЯСТ получить представ- 

ление о многоплановом их взаимодействии в данном процессе (РИС 8.10), который нель- 

зя представить как цепьпоследовательных событий, подобную ОПИСННОЙ 
выше улрозо- 

филы. По мнению ряда исследователей, процесс взаимодействий генетических регулято- 

ров половой дифференцировки у человека, скорее всего, мож СРАВНИТЬ с сетью, где 

действие всех генов взаимосвязано и взаимообусловлено. 
Рассматривая проблемы детерминации пола у человека, МЫ! ЗАТРОНУЛИ ЛИШЬ Нал- 

водную часть «айсберга», каковым представляется чрезвыч НО СЛОЖНЫй процесс 

становления пола, Он может быть продемонстрирован схемой УРОВНЕЙ дифференци- 

ровки пола, предложенной в 1990 г, ГС. Васильченко: 
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ПОЛ 
ГЕНЕТИЧЕСКИЙ —ТЕНОТИИ хх 

ки ГОНАДНЫЙ Яичники 

‘рматозоиды ГАМЕТНЫЙ Яйцеклетки 
фогены ГОРМОНАЛЬНЫЙ Эетрогены 

жской МОРФОЛОГИЧЕСКИЙ Женский 
(соматический) — ФЕНОТИП 

жской ГРАЖДАНСКИЙ Жеиский 

ПОЛ ВОСПИТАНИЯ 

ПОЛОВАЯ САМОИДЕНТИФИКАЦИЯ 

ПОЛОВАЯ РОЛЬ, ВЫБОР СЕКСУАЛЬНОГО ПАРТНЁРА 

бу", ОАХ1- 
р Индифферентные 
$ (бипотенциальные) 1 

| фолликулярные кл,, кл, Сертоми, 

Г Матка, Ё В 

| фаллопиевы трубы,: АМН Парамезонефральные ; 

| верхняячасть 5  (молеровы) 
| |... елагалища, 

Г” Эпидидимис, + 
; семявыносящие 

р т { Мезонефральные : канальцы, 

вольфовых =  (вольфовы) } семенные 

| пузырьки протоки 

‚ 8.10. Морфогенетическая дифференцировка половой системы человека. (Из: Чер- 
‚Курило, 2001) 

ОАХ1, 50Х9, САТА4, ОНН, МТТ, $Е1, АМН, АМНВЕ - гены, участвующие в дифференциров- 

ад и морфогенезе половой системы. 
И. АВ, СпВАН, СпАН-В, СН, ЦН-В, ЕН, ЕЗН-А -— гормоны и рецепторы к ним, участвующие в 

'ональной регуляции дифференцировки пола. 
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Нарушение процесса формирования каждого из обозначенных уровней может 

стать у человека причиной отклонений в становлении половой идентичности. 

8.6. ЗАВИСИМЫЕ ОТ ПОЛА И ОГРАНИЧЕННЫЕ 
ПОЛОМ ПРИЗНАКИ 

Поскольку генотил всегда выступает как единая, целостная система, то взаимодей- 
ствие генов, контролирующих механизм дифференцировки пола и иные функции 
организма, наблюдается нередко. Одним из примеров такого взаимодействия служат 

признаки, зависимые в своем проявлении от пола и ограниченные полом. Гены, кон- 
тролирующие такие признаки, могут находиться как в половых хромосомах, таки в 
любой из аутосом, и проявляются только у одного пола или имеют разную степень 

проявления у особей противоположного пола. 
Например, ген раннего облысения имеет различное проявление умужчин и жен- 

щин. У мужчин этот ген действует как доминантный, у женщин — как рецессивный, 
поэтому гетерозиготные женщины не проявляют данного признака, а в томозигот- 
ном состоянии он выражен у женщин слабее, чем у мужчин. Высокий уровень муж- 

ских половых гормонов определяет доминирование гена рогатости у самцов-бара- 
нов, в то время как у самок доминирует ген комолости. Еще одним примером зави- 
симости проявления от пола может служить аутосомный ломннантный ген, вызыва- 
ющий у самцов аквариумной рыбки (сиамского петушка) развитие больших плавни- 

ков. У самок этот ген не проявляется. 
Проявление генов, ограниченных полом, всегла необходимо рассматривать в 

контексте реализации генотипа как системы в условиях сложного организма 
высших животных. Помимо генов, ответственных за развитие вторичных половых 
признаков, которые в норме проявляются только у одного из полов, а у другого мо- 
гут присутствовать, но не экспрессируются, функциональную активность целого ря- 

да других генов определяет гормональный профиль организма. Так, у быков есть ге- 

ы, контролирующие продукцию молока и его качественные особенности (жир- 
ность, содержание белка и др.), но убыков и их сыновей эти гены «молчат», функци- 
онируют они только у их дочерей. Гены, определяющие различия пород по яйпенос- 

кости есть как у кур, так и у петухов, но проявляются они естественно только у са- 
мок. Какие из генов есть в наличии у самца можно предполагать только по продук- 
тивности его женских предков и потомков. 

8.7. ПОЛИ РАЗМНОЖЕНИЕ У ЖИВОТНЫХ 
ИЧЕЛОВЕКА 

В начале этой главы, уже говорилось о том, что половой диморфизм — основа для 

воспроизводства потомства. Особь развивается из половой клетки, обладающей по- 
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Рис. 8.10. Морфогенетическая дифференцировка половой системы человека. (Из: Чер- 
вых, Курияо, 2001} 

ЗНУ, ОАХТ, $0Х9, САТА4, ОНН, МТТ, ЗЕТ, АМН, АМНР - гены, участвующие в дифференциров- 

ке гонад и морфогенезе половой системы. 

Т, ОНТ, АА, СиАН, баВН-А, ЕН, ЕН-В, ЕЗН, ЕЗН-В - гормоны и рецепторы к ним, участвующие в 

гормональной регуляции дифференцировки пола. 
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Нарушение процесса формирования каждого из обозначенных уровней может 
стать у человека причиной отклонений в становлении половой идентичности. 

8.6. ЗАВИСИМЫЕ ОТ ПОЛА И ОГРАНИЧЕННЫЕ 

ПОЛОМ ПРИЗНАКИ 

Поскольку генотип всегда выступает как единая, целостная система, то взаимодей- 

ствие генов, контролирующих механизм дифференцировки пола и иные функции 

организма, наблюдается нередко. Одним из примеров такого взаимодействия служат 

признаки, зависимые всвоем проявлении от пола и ограниченные полом. Гены, кон- 

тролирующие такие признаки, могут находиться как в половых хромосомах, так и в 

любой из аутосом, и проявляются только у одного пола или имеют разную степень 

проявления у особей противоположного пола, 
Например, ген раннего облысения имеет различное проявление у мужчин и жен- 

щин. У мужчин этот ген действует как доминантный, у женщин — как рецессивный, 
поэтому гетерозиготные женщины не проявляют данного признака, а в гомозигот- 

ном состоянии он выражен у женщин слабее, чем у мужчин. Высокий уровень муж- 

ских половых гормонов определяет доминирование гена рогатости у самцов-бара- 

нов, в то время как у самок доминирует ген комолости. Еще одним примером зави- 

симости проявления от пола может служить аутосомный доминантный ген, вызыва- 
ющий у самцов аквариумной рыбки (сиамского петушка) развитие больших плавни- 

ков. У самок этот ген не проявляется. 
Проявление генов, ограниченных полом, всегда необходимо рассматривать в 

контексте реализации генотипа как системы в условиях сложного организма 

высших животных. Номимо генов, ответственных за развитие вторичных половых 

признаков, которые в норме проявляются только у одного из полов, а у другого мо- 

гут присутствовать, но не экспрессируются, функциональную активность целого ря- 

да других генов определяет гормональный профиль организма. Так, у быков есть ге- 

ны, контролирующие продукцию молока и его качественные особенности (жир- 

ность, содержание белка и др.), ноу быков и их сыновей эти гены «молчат», функци- 

онируют они только у их дочерей. Гены, определяющие различия пород по яйценос- 

кости есть как у кур, так и у летухов, но проявляются они естественно только у са- 

мок. Какие из генов есть в наличии у самца можно предполагать только по продук- 

тивности его женских предков и потомков. 

8.7. ПОЛ И РАЗМНОЖЕНИЕ У ЖИВОТНЫХ 

И ЧЕЛОВЕКА 
В начале этой главы, уже говорилось о том, что половой диморфизм -- основа для 

воспроизводства потомства. Особь развивается из половой клетки, обладающей по- 
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нцией к формированию новых ноловых клеток и множества соматических клеток. 

акл полового размножения охватывает период от момента появления первичных 

ловых клеток до их образования в следуюшем поколении. У большинства видов 

вотных и растений в процессе полового размножения происходит слияние муж- 

ой и женской гамет, причем строго внутривидовое. Одним из главных механизмов, 

сспечивающих этот феномен, является точное соответствие числа и архитектони- 

хромосом женских и мужских половых клеток, а также сродство цитоплазмы яй- 
клетки и ядра сперматозоида. 

Партеногенез — тип полового размножения, при котором женские половые клет- 

развиваются без оплодотворения. Для ряда видов партеногенез— нормальное яв- 

1ие (например, для низших ракообразных, коловраток, перепончатокрылых), но 

огда у видов, обычное размножение которых связано с оплодотворением, отдель- 

е яйцеклетки начинают развиваться партеногенетически. Партеногенез обеспечи- 

‚т воспроизводство при редких контактах разнополых особей и возможность резкого 

‘личения численности. У некоторых насекомых и ракообразных известен также ли- 

ючиый партеногенез (педогенез), который служит механизмом, компенсирующим 

юстаточную плодовитость взрослых особей. 

Выделяют следующие естественные формы партеногенеза: 

1) амфитокия (лейтеротокия) — из неоплодотворенных яиц развиваются особи 

›их полов (известна у некоторых тлей); 

2) арренотокия — неоплодотворенные яйца развиваются только в самцов, а для 
итикновения самок необходимо оплодотворение (встречается у видов с гаплоид- 

«диплоидным определением пола — перепончатокрылых насекомых и некоторых 
нистоногих); 

3) телитокия — изнеоплодотворенных яиц развиваются только самки (характернадля 

‘оторых тлей, а также ящериц). Во всех случаях телетокия контролируется внутрикле- 

ными эндосимбионтами, которые обусловливают нежизнеспособность самцов, 

Как единственная форма размножения партеногенез практически не существует, 
как он либо чередуется с половым размножением, либо является принадлежно- 

ю отдельных рас. Из позвоночных естественный партеногенез характерен только 

пресмыкающихся и индеек. Известно, что до 40% отложенных индейками неоп- 

отворенных яиц могут начать развиваться, но только в редких, единичных случа- 

‚то развитие доходит до конца. Все выведенные таким способом птенцы оказыва- 

я самцами. Партеногенезу индеек, скорее всего, представляет собой отклонение 

юрмального размножения посредством оплодотворения. В отличие от них, у трех 

ящерицы Гасена захкоа, состоящих изодних самок, партеногенез представляет со- 

естественный способ размножения. 

В [386 г. русский зоолог А.А. Тихомиров показал, что обрабатывая яйца морского 

хлороформом или стрихнином, можно стимулировать начальные стадии их раз- 
ия; более того, воздействуя раствором серной кислоты на яйца шелкопряда, ему 

эвые удалось вызвать искусственный партеногенез. В дальнейшем именно этот 
экт был использован выдающимся отечественным генетиком Б.Л. Астауровым 

разработки эффективной технологии партеногенетического размножения шел- 

ряла в производственных условиях. В соответствии с данной технологией, не 

шедшие мейоз и неоплодотворенные яйца подвергают короткому нагреванию до 
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46 °С, одновременно активируя и диплоидизируя их (нет редукционного деления и 
кроссиноговера, и яйца содержат обе половые хромосомы гетерогаметной матери — 

7№,). Потомство состоит из одних самок. Этот метод амейотического партеногенеза, 

разработанный в 40-е гг, представляет ценность тем, что потомки в точности вос- 

производят генотип матери, и можно быстро и в большом количестве размножать 

ценный линейный материал. 

Такой амейотический партеногенез наблюдается у реснитчатых и круглых червей, 

коловраток, моллюсков, некоторых видов насекомых, у карпа Сагауз!из аимниз я фе!о. 

Для практического шелководства наиболее выгодным является получение только 

самцов, так как из их коконов выходит более длинная шелковая нить. Получениечи- 

сто мужского потомства у тутового шелкопряда достигается с помошью эксперимен- 

тального андрогенеза (термин предложен М. Ферворном в [892 г.). Андрогенез — разви- 

тие организма из яйпа с инактивированным ядром, оплодотворенного нормальным 

спермием, по суги — мужской партеногенез; в природе встречается редко (у некото- 

рых растений и перепончатокрылых насекомых), искусственный андрогенез приме- 

няется в селекционно-генетических целях. Таким образом, Б.Л. Астауров, вместе со 

своими сотрудниками разработал способ регуляции пола потомства, одноврёменно 
позволяющий с большой точностью исследовать взаимоотношения ядра и цитоплаз- 

мы в генетических процессах (рис. 8.11). 

Прогрев неоплодотворенных яиц, Прогрев осемененных 
18 мин при 45'С яиц, 2 часа при 45`С 

Нормальное Искусственный партеногенез Экспериментальный 
оплодотворение Наследуются признаки андрогенез 
Гибриды наследуют матери, Наследуются признаки 

доминантные признаки в потомстве одни самки, отца, 
своих родителей, в потомстве впотомстве одни самцы, 

поровну самок и самцов. 

Рис. 8.11. Схема получения потомства желаемого пола у тутового шелкопряда. (Из: Гер- 
шензон, 1983) 
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В.А. Струнниковразработал метод мейотического партеногенеза, при котором мей- 

протекает нормально, а двухчасовым снижением температуры до --(5—11) °С стиму- 

руется развитие неоплодотворенных яиц и диплоидизация во время первого деле- 

чя. В результате партеногенетическое потомство состоит из одних самцов, 

Таким образом, кроме амейотического механизма диплоидизации при партено- 

исзе, существует мейотический, который, как показано в целом ряде исследова- 

яй, представлен несколькими вариантами. Диплоидная яйцеклетка может образо- 

ТЪСЯ: 
1) при сохранении коньюгации гомологов и кроссинговера, но при отсутствии редук- 

юнного деления. Такой способ размножения присущ малому числу партеногенети- 

кки размножающихся видов, среди которых в основном — насекомые. В эту же 
»унну должны быть включены спонтанные триплоилы у земноводных и человека; 

2) при отсутствии эквационного деления. Эта группа более многочисленна и представ- 

зна как видами, способными к случайному партеногенезу или дающими редкое трип- 

эидное потомство (включая мышей, крыс и человека), так и размножающимися парте- 

огенетически или гиногенетически. Еиногенез — форма партеногенеза, при которой 

юрмий не сливается с женским пронуклеусом, а лишь проникаетвяйцеклетку и стиму- 

ируст ее дробление (известен у некоторых круглых червей, рыб, земноводных и многих 

окпытосеменных растений). В случае естественного гиногенеза число хромосом у раз- 

ивающихся особей нормальное, диплоидное. Но искусственный гиногенез часто связан 

милоидией, что приводит кснижению жизнеспособности зародышей; 

3) при слиянии двух гаплоидных ядер: либо гаплоидного пронуклеуса с ядром второго 

иравительного тельша, либо ядра первого направительного тельца с женским прону- 

деусом. Существенно, что невозможно различить в эксперименте: отсутствие редук- 

ионного деления при наличии кроссинговера (1) и слияние пронуклеуса с ядром пер- 

ого направительного тельца, а также отсутствие эквационного деления (2) и слияние 

зронуклеуса с ядром второго направительного тельца; 

4) при удвоении хромосом гаплоидного пронуклеуса, Процесс приводит к гомозиготности 

ютомства по всем локусам, что, по-видимому, и является причиной весьма 

яраниченной распространенности этого механизма у партеногенетических видов; 

5) из клеток, в которых произошло премейотическое удвоение, не сопровождающее- 

я цитокинезом. Такое удвоение может привести либо к образованию двуядерного 

эщита (например, у лягушек), либо — к формированию тетраплоидного ядра ооци- 

м (например, у планарий). 
В настоящее время показано, что искусственный партеногенез возможен практи- 

ески у всех видов животных, необходим только соответствующий подбор факторов 

лусловий, стимулирующих диплоидность их яйцеклеток, Однако млекопитающие — 

линственный класс позвоночных, который вследствие геномного импринтинга 
(см. гл. 22) имеет функциональные различия материнского и отцовского геномов. 

Результатом этого феномена является ранняя гибель искусственно полученных пар- 

еногенетических эмбрионов. Так, в эксперименте было установлено, что диплоид- 
ные партеногенетические эмбрионы мышей погибают на преимплантационных ста- 

циях развития или вскоре после имплантации. С помощью трансформирующего ро- 

‹лового фактора удается пролонгировать развитие партеногенетических эмбрионов 

ина постимплантационных стадиях. 
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РЕПЛИКАЦИЯ ДНК И 
ХРОМОСОМ 

9.1. ПОЛУКОНСЕРВАТИВНАЯ РЕПЛИКАЦИЯ ДНК 

И ХРОМОСОМ 
Структура ДНК и правило комплементарного спаривания оснований дают предста- 

вление о возможных механизмах удвоения (репликации) ДНК. Теоретичеки таких 

механизмов три. 
1. Цепи отделяются друг от друга, и каждая служит матрицей для построения 

комплементарной цепи. В результате синтезируются две молекулы, у каждой из ко- 
торых одна цепь старая и одна новая. Такой ‘способ репликации ДНК называют по- 

луконсервативным (рис. 9.1, а). 

2. Если после удвоения одна молекула оказывается состоящей из двух старых це- 
пей, а другая — из двух новых, говорят о консервативном механизме репликации 
(рис. 9,1, 6). 

3. При лисперсном механизме репликации каждая из двух вновь образованных 

молекул должна содержать в обеих цепях как новые, так и старые участки 
(рис. 9.1, в). Чтобы узнать, какой из механизмов реализуется в клетках, надо уметь 

различать старые и новые цепи ДНК. Эту проблему смогли разрешить американские 

нсследователи М. Мезельсон н Ф. Сталь в экспериментах по репликации ДНК ки- 

щечной палочки. Бактерии в течение болыного числа поколений выращивали на 

среде, содержащей тяжелый изотоп азота (М. У таких бактерий весь азот в ДНК за- 

мещался этим изотопом, и, следовательно, ДНК имела бблышную плотность, чем 

ДНК бактерий, вырашенных на нормальной среде. Плотность молекул ДНК можно 

определить, центрифугируя ее в растворе хлористого цезия с очень высокой скоро- 
стью в течение нескольких дней. Под действием силы тяжести молекулы движутся и 
занимают в пробирке место, в котором их плотность равна плотности раствора. Пос- 
ле переноса бактерий на среду с нормальным (легким) изотопом ММ через опреде- 
ленные промежутки времени отбирали образны культуры, выделяли ДНК и опреде- 

ляли ее плотность. В этих клетках синтезируется новая ДНК, в которую включаются 

легкие атомы азота. Если новая двойная спираль содержит одну родительскую и од- 
нудочернюю цепи, то спустя одно поколение после переноса будет обнаружена НК. 

с промежуточной плотностью; после двух циклов — ДНК с промежуточной плотно- 
стью илегкая ДНК. Если репликация консервативна, то старая молекула будет иметь 

две тяжелые цепи, а новая — две легкие, и после одного, и после двух циклов репли- 
кации в нормальной среде будет обнаруживаться как тяжелая, так и легкая ДНК. 

При дисперсном типе репликации должна появляться ДЫК с промежуточной илот- 
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тенцией к формированию новых половых клеток и множества соматических клеток. 
Цикл полового размножения охватывает период от момента появления первичных 

половых клеток до их образования в следующем поколении. У большинства видов 

животных и растений в пронессе полового размножения происходит слияние муж- 

ской и женской гамет, причем строго внутривидовое. Одним из главных механизмов, 

обеспечивающих этот феномен, является точное соответствие числа и архитектони- 

ки хромосом женских и мужских половых клеток, а также сродство цитоплазмы яй- 

цеклетки и ядра сперматозоида. 

Партеногенез — тип полового размножения, при котором женские половые клет- 
ки развиваются без оплодотворения. Для ряда видов партеногенез=- нормальное яв- 

ление (например, для низших ракообразных, коловраток, перепончатокрылых), но 

иногда увидов, обычное размножение которых связано с оплодотворением, отдель- 

ные яйцеклетки начинают развиваться партеногенетически. Партеногенез обеспечи- 

вает воспроизводство при редких контактах разнополых особей и возможность резкого 

увеличения численности. У некоторых насекомых и ракообразных известен также ли- 
чипочный лартеногенез (педогенез), который служит механизмом, компенсирующим 

недостаточную плодовитость взрослых особей. 

Выделяют следующие естественные формы партеногенеза: 

р) амфитокия (дейтеротокия) — из неоплодотворенных яиц развиваются особи 

обоих полов (известна у некоторых тлей); 

2) арренотокия — неоплодотворенные яйпа развиваются только в самцов, а для 

возникновения самок необходимо оплодотворение (встречается у видов с гаплоид- 

но-диплоидным определением пола — перепончатокрылых насекомых и некоторых 

членистоногих); 

3) телитокия — из неоплолотворенных яид развиваются только самки (характерна для 
некоторых тлей, а также ящерин). Во всех случаях телетокия контролируется внутрикле- 

точными эндосимбионтами, которые обусловливают нежизнеспособность самнов. 

Как единственная форма размножения партеногенез практически не существует, 

так как он либо чередуется с половым размножением, либо является принадлежно- 

стью отдельных рас. Из позвоночных естественный партеногенез характерен только 
для пресмыкающихся и индеек. Известно, что до 40% отложенных индейками неоп- 

лодотворенных яиц могут начать развиваться, но только в редких, единичных случа- 

ях это развитие доходит до конца. Все выведенные таким способом птенцы оказыва- 

кся самцами. Партеногенез у индеек, скорее всего, представляет собой отклонение 

от нормального размножения посредством оплодотворения. В отличие от них, у трех 

рас ящерицы Сасенма захсо!а, состоящих из одних самок, партеногенез представляет со- 

бой естественный способ размножения. 

В 1886 г. русский зоолог А.А. Тихомиров показал, что обрабатывая яйца морского 

ежа хлороформом или стрихнином, можно стимулировать начальные стадии их раз- 

вития; более того, воздействуя раствором серной кислоты на яйца шелкопряда, ему 

виервые удалось вызвать искусственный партеногенез. В дальнейшем именно этот 

объект был использован выдающимся отечественным генетиком Б.Л. Астауровым 

для разработки эффективной технологии партеногенетического размножения шел- 
копряда в производственных условиях. В соответствии с данной технологией, не 

прошедшие мейоз и неоплодотворенные яйца подвергают короткому нагреванию до 
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46 °С, одновременно активируя и диплоидизируя их (нет редукционного деления и 

кроссиноговера, и яйца содержат обе половые хромосомы гетерогаметной матери — 

№). Потомство состоит из одних самок. Этот метод амейотического партеногенеза, 

разработанный в 40-е гг., представляет ценность тем, что потомки в точности вос- 

производят генотип матери, и можно быстро и в большом количестве размножать 

ценный линейный материал. 

Такой амейотический партеногенез наблюдается уреснитчатых и круглых червей, 

коловраток, моллюсков, некоторых видов насекомых, у карпа Сагаззиз аигатиз вфейо. 

Для практического шелководства наиболее выгодным является получение только 

самцов, так как из их коконов выходит более длинная шелковая нить. Получение чи- 

сто мужского потомства у тутового шелкопряда достигается с помошью эксперимен- 
тального андрогенеза (термин предложен М. Ферворном в 1892 г.). Андрогенез — разви- 

тие организма из яйца с инактивированным ядром, оплодотворенного нормальным 

спермием, по сути — мужской партеногенез; в природе встречается редко (у некото- 

рых растений и перепончатокрылых насекомых), искусственный андрогенез приме- 

няется в селекционно-генетических целях. Таким образом, Б.Л. Астауров, вместе со 

своими сотрудниками разработал способ регуляции пола потомства, одноврёменно 

позволяющий с большой точностью исследовать взаимоотношения ядра и цитоплаз- 
мы вгенетических процессах (рис. 8.11). 

Прогрев неоплодотворенных яиц, Прогрев осемененных. 
18 мин при 45С яиц, 2часа при 450 

= © с 
= 

Зы - 
Нормальное Искусственный партеногенез Экспериментальный 

оплодотворение Наследуются признаки андрогенез 
Гибриды наследуют ‘матери, Наследуются признаки 

доминантные признаки в потомстве одни самки. отца, 
своих родителей, в потомстве впотомстве одни самцы, 

поровну самок и самцов, 

Рис. 8.11. Схема получения потомства желасмого пола у тутового шелкопряда. (Из: Гер- 
шензон, [983) 
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В.А. Струнников разработал метод мейотического партеногенеза, при котором мей- 

оз протекает нормально, а двухчасовым снижением температуры до —(5—11) °С стиму- 

лируется развитие неоллодотворенных яиц и диплоидизация во время первого деле- 

ния. В результате партеногенетическое потомство состоит из одних самцов. 

Таким образом, кроме амейотического механизма диплоидизации при партено- 

тенезе, существует мейотический, который, как показано в целом ряде исследова- 

ний, представлен несколькими вариантами. Диплоидная яйцеклетка может образо - 

ваться: 
1) при сохранении коньюгации гомологов и кроссинговера, но при отсутствии редук- 

ционного деления. Такой способ размножения присущ малому числу партеногенети- 

чески размножающихся видов, среди которых в основном — насекомые. В эту же 

группу должны быть включены спонтанные триплоиды у земноводных и человека; 

2) при отсутствии эквационного деления. Эта труппа более многочисленна и представ- 

лена как видами, способными к случайному партеногенезу или дающими редкое трип- 

лоидное потомство (включая мышей, крыс и человека), так и размножающимися парте- 
ногенетически или гиногенетически. Риногенез — форма партеногенеза, при которой 

сиермий не сливается с женским пронуклеусом, а лишь проникает вяйцеклетку и стиму- 

лирустее дробление (известен у некоторых круглых червей, рыб, земноводных и многих 

покрытосеменных растений). В случае естественного гиногенеза число хромосом у раз- 

вивающихся особей нормальное, диплоидное. Но искусственный гиногенез часто связан 

с мнлоидией, что приводит к снижению жизнеспособности зародышей; 

3) при слиянии двух гаплоидных ядер: либо гаплоидного пронуклеуса с ядром второго 

направительного тельца, либо ядра первого направительного тельца с женским прону- 

клеусом. Существенно, что невозможно различить в эксперименте: отсутствие редук- 

нионного деления при наличии кроссинговера (1) и слияние пронуклеуса с ядром пер- 

вого направительного тельца, а также отсутствие эквационного деления (2) и слияние 

пропуклеуса с ядром второго налравительного тельца; 
4) при удвоении хромосом гаплоидного пронуклеуса, Процесс приводит к гомозиготности 

потомства по всем локусам, что, по-видимому, и является причиной весьма 

ограниченной распространенности этого механизма у партеногенетических видов; 

5) из клеток, в которых произошло премейотическое удвоение, не сопровождающее- 

ся цитокинезом. Такое удвоение может привести либо к образованию двуядерного 

ооцита (например, у лягушек), либо — к формированию тетраплоидного ядра ооци- 

та (например, у планарий). 

В настоящее время показано, что искусственный партеногенез возможен практи- 

чески у всех видов животных, необходим только соответствующий подбор факторов 

и условий, стимулирующих диплоидность их яйцеклеток. Однако млекопитающие — 

слинственный класс позвоночных, который вследствие геномного импринтинга 

(см. гл. 22) имеет функциональные различия материнского и отцовского геномов. 

Результатом этого феномена является ранняя гибель искусственно полученных пар- 

теногенетических эмбрионов, Так, в эксперименте было установлено, что диплоид- 

ные партеногенетические эмбрионы мышей погибают на преимплантационных ста- 

диях развития или вскоре после имплантации. С помощью трансформирующего ро- 
стового фактора удается пролонгировать развитие партеногенетических эмбрионов 

и на постимплантационных стадиях. 
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РЕПЛИКАЦИЯ ДНК И 
ХРОМОСОМ 

9.1. ПОЛУКОНСЕРВАТИВНАЯ РЕПЛИКАЦИЯ ДНК 

И ХРОМОСОМ 
Структура ДНК и правило комплементарного спаривания оснований дают предста- 

вление о возможных механизмах удвоения (репликации) ДНК. Теоретичеки таких 

механизмов три. 
1. Цепи отделяются друг от друга, и каждая служит матрицей для построения 

комплементарной цепи. В результате синтезируются две молекулы, у каждой из ко- 

торых одна цепь старая и одна новая. Такой способ репликации ДНК называют ио- 

луконсервативным (рис. 9.1, а). 

2. Если после удвоения одна молекула оказывается состоящей из двух старых це- 

пей, а другая — из двух новых, говорят о коисервативном механизме репликации 
(рис. 9,1, 6). . 

3. При диснереном механизме репликации каждая из двух вновь образованных 

молекул должна содержать в обеих цепях как новые, так и старые участки 
(рис. 9.1, в). Чтобы узнать, какой из механизмов реализуется в клетках, надо уметь 

различать старые и новые цепи ДНК. Эту проблему смогли разрешить американские 

исследователи М. Мезельсон и Ф. Сталь в экспериментах по репликации ДНК ки- 

шечной палочки. Бактерии в течение большого числа поколений выращивали на 
среде, содержащей тяжелый изотоп азота М. У таких бактерий весь азот в ДНК за- 

мещался этим изотопом, и, следовательно, ДНК имела большую плотность, чем 
ДНЕ бактерий, выращенных на нормальной среде. Плотность молекул ДНК можно 
определить, центрифугируя ее в растворе хлористого цезия с очень высокой скоро- 
стью в течение нескольких дней. Под действием силы тяжести молекулы движутся и 
занимают в пробирке место, в котором их плотность равна плотности раствора. Пос- 
ле переноса бактерий на среду с нормальным (легким) изотопом ММ через опреде- 

ленные промежутки времени отбирали образцы культуры, выделяли ДНК и опреде- 

ляли ее плотность. В этих клетках синтезируется новая ДНК, в которую включаются 

легкие атомы азота. Если новая двойная спираль содержит одну родительскую и од- 
нулочернюю цели, тоспустя одно поколение после переноса будет обнаружена ДНК 

с промежуточной плотностью; после двух циклов — ДНК с промежуточной плотно- 

стью и легкая ДНК. Если репликация консервативна, то старая молекула будет иметь 

две тяжелые цепи, а новая — две легкие, и после одного, и после двух циклов репли- 
кации в нормальной среде будет обнаруживаться как тяжелая, так и легкая ДНК. 
При дисперсном типе репликации лолжпа появляться ДНК с промежуточной плот- 
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Рис. 9.1. Теоретически возможные механизмы репликации ДНК: а — полуконсерватив- 
ный; б — консервативный; в — дисперсный. (Из: СпЯИз сё 21., 2002) 

юстью, но обе цепи молекулы должны содержать и тяжелый, и легкий изотопы. Ре- 

зультаты, полученные М. Мезельсоном и Ф. Сталем, представлены на рис. 9.2. После 

эдпого цикла в нормальной среде обнаружена только ДНК с промежуточной плотно- 

лыо, после двух — половина ДНК имела промежуточную плотность, половина была 

\сткой. При разделении цепей ДНК промежуточной плотности и центрифугировании 

жноцепочечной ДНК обнаруживаются тяжелые и легкие цепи. Эти результаты свиде- 

ельствуют о полуконсервативном типе репликации ДНК у кишечной палочки. Позд- 
сс подобные эксперименты проводили с другими прокариотическими и эукариотиче- 

‘кими организмами, и всегда оказывалось, что репликация ДН К полуконсервативна. 

Удвоение хромосом в ядрах эукариот также происходит полуконсервативным 

пособом. Это было доказано Дж. Тейлором в опытах на митотических клетках ко- 

кинка бобов Иса /афа. Семена проращивали на среде, содержащей меченый ЗН-ти- 

1идии. Радиоактивная метка включается вДНК; ее можно обнаружить в хромосомах 
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Инкубация «тяжелых» клеток 
в средес М 

Контроли Первое Второе 
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Рис. 9.2. Результаты “М -- 
опытов Мезельсона и 
Сталя. (Из: ОЙиИ$ её а|., 154 -.----- ---- 
2002) 
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Рис. 9.3. Опыты Тейлора. Рас- 
пределение радиоактивной метки Распределение метки Конец Распределение метки 
в хромосомах. (Из: Сийииз её а1., при добавлении — первого — при добавлении 
2002) колхицина во время деления  колхицина во время 

первого деления второго деления 

делящихся клеток. Если перенести корешки в среду без метки, во вновь синтезиро- 
ванные цепи ДНК булет включаться немеченый тимидин, После одного деления 

клеток в нормальной среде метку обнаруживали вобеих хроматидах метафазных хро- 

мосом, после второго деления — одна хроматида содержала метку, другая не содержа- 
ла метки (рис. 9.3). Эти результаты согласуются с представлением о том, что хрома- 

тида состоит из одной молекулы ДНК, и ДНК реплицируется полуконсервативно 

(рис. 9.4). Позднее Дж. Тэйлор показал, что перед мейотическим делением происхо- 

дит также полуконсервативная репликация ДНК. 
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Рис. 9.4. Опыты Тейлора. Репликация 
ДНКхромосом. (Из: СиЯ $ её а, 2002) 

Таким образом, репликация ДНК у про- и эукариотических организмов происхо- 

дит по полуконсервативному механизму. Каждая из двух цепей молекулы служит ма- 

трицей для создания комплементарной цепи, и каждая новая молекула состоит из 

одной родительской и одной дочерней цепи. 

9.2. СРАВНИТЕЛЬНАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА 

РЕПЛИКАЦИИ ГЕНОМОВ У ПРО- 

И ЗУКАРИОТ 

9.2.1, ТИПЫ РЕПЛИКАЦИИ ГЕНОМОВ 
Репликация начинается с того, что в определенной точке происходит разъедине- 

ние двойной спирали и образование одноцепочечных участков ДНК, которые 

служат матрицей для синтеза новой цепи. Участок, в котором в данный момент 

времени происходит синтез ДНК, называют вилкой репликации. Описано три ти- 

па репликации геномов. 

1. Репликация бактериальных и вирусных кольцевых геномов начинается с опре- 

деленной точки и идет в противоположных направлениях, т.е. у бактерий и вирусов 

существует одна точка начала репликации (0/1) и две репликационные вилки. Репли- 

цирующаяся хромосома напоминает по структуре греческую букву 0. По завершении 

репликации 9-типа образуются две кольцевые молекулы (рис. 9.5). 

2. У некоторых вирусов (например, у бактериофага А.) и при амплификации ДНК 

генов РРНК в оотенезе у амфибий в одной цепи их кольцевой хромосомы происхо- 

дит разрыв фосфодиэфирной связи. Затем к свободному 3’-концу разорванной цепи 

начинают присоединяться нуклеотиды, эта цепь растет, а кольцевая цепь служит ма- 

трицей. По мере роста разорванной цепи ее 5’-конец постепенно смещается, и начи- 

нается построение цепочки, комплементарной этому участку. Образующаяся струк- 
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ель 

Рис. 9.5. 9-тип репликации кольцевой Рис. 9.6. о-тип репликации кольцевой ДНК у 
ДНК у бактерий. (По: Айала и Кайгер, вирусов. (По: Айала и Кайгер, 1988) 
1988) 

тура похожа на греческую букву с собой А 
(ситма). Такой тип репликации назы- Чесе Ц. рес 
вают «катящимся кольцом» или о-ти- - . ы- 
пом. Вновь синтезированный «хвост» 

в определенных точках разрезается, и 
по завершении одного цикла реплика- ооо схкыох 

ции образуется одна кольцевая молеку- 
ла и одна линейная. Длина образующе- офосохоскососокосеос 

Гося «хвоста» иногда может в несколько 

раз превышать длину окружности коль- Рис. 9.7. Полирепликонная репликация ли- 
цевой молекулы (рис. 9.6). нейных молекул ДНК. (По: Айала и Кайгер, 

3. Линейные хромосомы (у некото- 1988) 
рых вирусов и эукариот) начинают реп- 
лицироваться в одной или нескольких 

точках, две вилки репликации движутся в противоположных направлениях. По заверше- 
нии репликации образуются две линейные молекулы {рис. 9.7). 

Участок генома в пределах которого репликация начинается и заканчивается, на- 
зывается репликоном. Геномы прокариот удваиваются целиком, в одном цикле реп- 
ликации, следовательно, их геномы представляют собой один репликон. 
В геномах эукариот точек начала репликации множество (несколько сотен или ты- 
сяч). Репликация ДНК начинается одновременно во многих точках, следовательно, 

геном представлен множеством репликонов. 
Как влюбом матричном процессе, в репликации можно выделить три этапа: ини- 

циацию, элонгацию и терминацию. 

9.2.2, ИНИЦИАЦИЯ РЕПЛИКАЦИИ 
Инициация репликации включает формирование репликационной вилки и син- 
тез РНК-праймера. В этом процессе участвует болышое число белков и фермен- 
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гов. Инициирующие белки должны выполнить, по крайней мере, три основные 
функции: 1) облегчить раскручивание молекул ДНК и ее локальную денатурацию 

в области начала репликации; 2) обеспечить связь белков и ферментов, участву- 
ющих в репликации, с точками начала репликации; 3) обеспечить координацию 
клеточного цикла и процессов репликации. Для инициации репликации у эука- 
риот, в отличие от прокариот, связывания инициирующих белков с точками на- 
чала репликации недостаточно. Достижение компетентности в данном случае — 

сложный многоэтапный процесс. 

Инициация репликации происходит в строго определенных участках. Выделены 
и определены последовательности нуклеотидов в точках начала репликации у ки- 
ииечной палочки Е. сой, многих фагов и плазмид, у дрожжей, млекопитающих и не- 

которых вирусов эукариот. 
УЕ. сой этот сайт (оС) представляет собой участок ДНК размером 245 нуклеоти- 

дов, состоящий из серии 9- и 13- нуклеотидных повторов. Область оС у бактерий 
очень консервативна, хотя есть вилы, у которых она не обнаружена. Процесс иници- 
ации начинается с присоединения к хромосоме белка ОпаА. Это приводит к разделе- 
нию цепей и способствует работе основного расплетающего белка — геликазы 

{ПпаВ). В решении топологических проблем, связанных с разделением цепей двой- 

ной спирали, участвует и фермент гираза. С образовавшейся одноцепочечной ДНК 

связываются белки ЗВ (от англ. за пана ыпайия), которые стабилизируют вилку 

ренликации. Фермент праймаза синтезирует РНК-праймеры на лидирующей и от- 

стиощей цепях. 

Размер и структура элементов, обеспечивающих начало репликации у эукариот и 
прокариот, различны. Общим для всех сайтов начала репликации является их обога- 

щенность АТ-парами. По-видимому, это необходимо для обеспечения локальной де- 

натурации, поскольку АТ-пары образуют только две водородные связи. 

События, происходящие при инициации репликации у эукариот и связи ее с кле- 
точным циклом, лучше всего изучены у дрожжей. Рассмотрим инициацию реплика- 
ции и клеточный цикл у дрожжей Зассйаготусез сегемяае (рис. 9.8). На стадии С1, 

когла активность циклин-зависимой киназы САК | низка, формируется пре-реплика- 

ционный комплекс, в состав которого входят шесть белков комплекса ОКС (ОВС1- 

6) и белки С4сб и Мст. Высоко консервативные белки, составляющие комплекс 

ОКС специфически связываются с точками начала репликации и служат основой для 
присоединения других инициирующих белков С4сб и Мет. При переходе от стадии 
С к стадии $ активность САК1 возрастает и Сасбр покидает комплекс. На его место 
«встает» белок С4с45. В этой перестройке комплекса, необходимой для активации 

точки начала репликации в течение стадии 5, принимает участие белок Сас7-0ЫН- 

киназа. После инициации репликации пре-репликационный комплекс преврашает- 
ся в пост-репликационный, он состоит только из белков ОКС, связанных с хромати- 
ном. Этот комплекс сохраняется до конца митоза, когда активность САК1 падает. Об- 

разование нового пре-репликационного комплекса становится возможным только в 
слелующей стадии © 1. Таким образом, в течение одного клеточного цикла происхо- 

дит лишь один цикл репликации. Белки ОКС остаются связанными с точкой начала. 
репликации, другие компоненты пре-репликационного комплекса или покидают 
его, или становятся частью вилки репликации. Например, белки Мст2р-Мет7р, 



Глава 9. Репликация ДНК и хромосом 153. 

Метёр-Мот7р Мотар-Мот7р /стч Сдсёр 

() соЕтеояс» зы 9 7 28 

рие-ВС С9с7р-бЫ4р 

Сас45р РО оеритвза 

Активность СОК1 низкая Р 
61 

Активность САК1 высокая 
Активность СЯК1 высокая Инициация 

ы 
роз-ВС 

ро$-ЯС 

Рис. 9.8. Клеточный цикл и репликация ДНК у дрожжей 5ассйаготусех сегеуй ще. (Из: 
ВеНпзКу & Се, 2002) 

Либлица 9.1. Гены и белки, вовлеченные в синтез ДНК у Е. сой 

Локус Белок 

ром ДНК-полимераза [ 
РОВ ДНК-полимераза 1 
ЧпаЕ о-субъединица ДНК-полимеразы Ш 
апаХ Субъединица ДНК-полимеразы Ш 
пай Субъединица ДНК-полимеразы Ш 
пам Субъединица ДНК-полимеразы Ш 
пад Субъединица ДНК-полимеразы 1 
апаГ Субъединица ДНК-полимеразы ПЕ 
хугА Субъединица ДНК-гиразы 
5В Субъединица ДНК-гиразы 
в ДНК-лигаза 
апаб Праймазная субъединииа праймосомы 
апаС Субъединица праймосомы 
дпавВ Субъединина праймосомы, геликаза. 
гроВ Субъединица РНК-полимеразы 
Чпа! Инициация репликации 
ЧпаА Инициация репликации 
апаР Инициация репликации 
вис Сайт инициации репликации 
55 55В-белок 
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по-видимому, функционируют как репликатинная геликаза. У всех изученных эука- 
риот схема событий и белки, участвующие в инициации, сходны. Однако есть и не- 
которые отличия. Так, у некоторых организмов (другой вид дрожжей, дрозофила, 

ксенопус) для присоединения Мсп12р-Мст7р к хроматину необходим дополнитель- 

ный белок САИ. У дрожжей белки ОКС остаются связаниыми с хроматином на всех ста- 
диях клеточного цикла, ау позвоночных во время митоза они отделяются от хроматина и 
вновь соединяются с ним только в стадии С1. До сих пор не ясно, как репликационная 

машина (©-ДНК-полимераза-праймаза и репликационный белок А) связывается с точ- 

кой начала репликации, как части инициирующего комплекса (Мст2р-Мст7р и 

(4с45р) преобразуются в компоненты вилки репликации. Гены, кодирующие основные 

белки, участвующие в инициации репликации ДНК учеловека, приведены в табл. 9.2. 
Разделение двойной спирали происходит с помощью ДНК-геликазы и реплика- 

ционного белка КРА (от англ. — герйсайон роет А). Репликационный белок А, со- 

стоящий из трех полипептидов, связывается с одноцепочечный ДНК, таким обра- 

зом он выполняет ту же функцию, что и 55В-белки у кишечной палочки. Затем ©- 

АНК-полимераза-праймаза синтезирует короткие (длиной примерно 30 п.н.) РНК- 

праймеры на лидирующей и отстающей цепях. После этого происходит замена а- 

полимеразного комплекса на комплекс 8-ДНК-полимеразы — основного фермента 
репликации ДНК уэукариот. 

9.2.3. ЭЛОНГАЦИЯ ЦЕПЕЙ ДНК 

Сиптез новых цепей ДНК осуществляется группой ферментов с общим названи- 
ем ДНК-полимеразы. ДНК-полимеразы многих организмов выделены и хорошо 
охарактеризованы. Все полимеразы способны образовывать ковалентную связь 
между 3’-концом цепи и 5’-концом свободного нуклеотидтрифосфата. Следова- 

тельно, новая цепь растет в направлении от 5’-конца к 3’-концу вдоль матричной 
цепи, имеющей противоположное направление 3” > 5' (рис. 9.9). Реакцию при- 
соединения нуклеотида эти ферменты осуществляют только в присутствии одно- 
пеночечной матрицы и короткого двухцепочечного участка со свободным 3’- 
копцом — праймера. Первый дезоксирибонуклеотид присоединяется к 3’-концу 

РНК-праймера. Затем ДНК-полимераза один за другим присоединяет нуклеоти- 

ды, строя, таким образом, цепочку ДНК. Поскольку все полимеразы способны 
строить цепь только в одном направлении, на 3’—5’ родительской цепи синтез 

новой цепи будет идти непрерывно, эту цепь принято называть лидирующей. Ли- 
дирующая цепь растет в направлении движения вилки, для ее элонгации необхо- 
дим лишь один акт инициации. На другой цепи синтез осуществляется коротки- 
ми фрагментами, которые называют фрагментами Оказаки по имени исслелова- 
теля, впервые их обнаружившего (рис. 9.9). Эта цепь называется запаздывающей, 

или отстающей. Длина фрагментов Оказаки составляет 1 000—2 000 п.н. у прокари- 
оги 100—200 п.н. у эукариот. Отстающая цепь растет в направлении противополож- 

ном движению вилки, при ее синтезе необходимо множество актов инициации. 
Фрагменты Оказаки объединяются в непрерывную цепь ДНК после удаления 

РНК-праймеров и застраивания освободившихся участков дезоксирибонуклеотида- 
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ми. Реакцию сшивания фрагментов осу- 
ществляют ферменты ДНИК-лигазы, кото- 

рые катализируют образование ковалент- 
ной связи между 3’-ОН одного фрагмента 

и 5'-фосфатом следующего. 

Общая схема процессов, происходя- 

ких при элонгации цепей, одинакова у 
про- и эукариот. 

У кишечной палочки в репликации 

ДНК участвуют два фермента: ДНК-поли- 

мераза Ги ДНК-полимераза Ш. Ключе- 

вым ферментом репликации является 
ДНК-полимераза Ш. Полный комплекс 

ДНК-полимеразы Ш, способный осуще- 

ствлять реакцию полимеризации, включа- 
ст, по крайней мере, 20 разных белков, но 

каталитическую функцию выполняют 3 
субъединицы — а (альфа), обладающая по- 

лимеразной активностью, = (эпсилон), об- 

ладающая 3” —> 5’экзонуклеазной активно- 

стью, и 6 (Тета), функция которой пока 

неясна. Функции других субъединиц тоже 3 
неизвестны. Одна из них — В — уменьшает 

вероятность отделения фермента от мат- рис. 9.9. Схема вилки репликации. (Из: 
рицы до завершения пронесса копирова-  Сиз ега!., 2002} 

ния. В каждой вилке репликации находит- 
ся две молекулы холофермента, а в клетке — 10—20 молекул. Он синтезирутДНКли- 

дирующей и отстающей цепей. 

ДНК-полимераза { участвует в синтезе отстающей цепи. Этот ферментсостоит из 

одной полипептидной цепи и имеет 3 ферментативные активности. Благодаря 5’ > 

3'-экзонуклеазной активности он удаляет РНК-праймер, отщепляя рибонуклеотиды 

с 5’-концов фрагментов Оказаки. Его полимеразная активность обеспечивает нара- 

щивание цепи ДНК предыдущего фрагмента. 3’ -> 5'-экзонуклеазная активность по- 

зволяет контролировать правильность присоединения каждого нуклеотида и удалять 
оигибочно вставленные неспаренные нуклеотиды с растущего конца цепи. 

Врепликативном синтезе ядерной ДНК эукариот участвуют два фермента: 5- и =- 

ДНК-полимеразы. Наращивание лидирующей и отстающей цепей обеспечивает 

сложный белковый комплекс, в составе которого самое важное значение имеет 
8-ДНК-полимераза, репликационный фактор ВРС (от англ. герйсапоп асог С) и 6е- 

лок РСМА (от англ. рго/егайия се! пицеаг апйвен). Репликационный фактор КЕС со- 

стоит из пяти субъединиц различной молекулярной массы (140/145, 40, 38, 37 и 36.5 

кДа). Этот белок связывается с 3’-концом только что синтезированного праймера и 

блокируетего наращивание, выполняемое и-ДНК-полимеразой) при длине пример- 
но 30 нуклеотидов. На этой стадии КЕС способствует связыванию ДНК с белком 

РСМА, который, по-видимому, играет роль связующего звена между полимеразами и 

Лидирующая 
цепь 

5 



156 Часть {. Общая сенотика 

ВРА 
Лидирующая цепь 

ВЕС 

Отстающая цепь 
Роа-праймаза 

Рис. 9.10. Вилка репликации у эукариот, (Из; Лаврик с соавт, 2003) 

другими белковыми факторами комплекса. В результате этих процессов «-ДНК-по- 

лимераза вытесняется с 3’-конца растущей цепи. Дальнейший синтез продолжается 

другими ферментами — 5- и =-полимеразами. 5-ДНК-полимераза человека — муль- 

тимерный белок, состоящий из четырех субъединиц 125, 50, 68 и 12 кДа. Тройной 

комплекс КЕС-РСМА—6-ДНК-полимераза обеспечивает элонгацию обеих цепей 

ДНК (рис. 9.10). Кроме репликации 5-ДНК полимераза участвует и в репаративных 

синтезах ДНК. 

Удаление праймеров и сшивание фрагментов Оказаки происходит с участием д- 

ДНК-полимеразы, РНКазы Н, ДНК-лигазы и флэп-эндонуклеазы. РНКаза Н ката- 

лизирует расшепление РНК в гибридных РНК-ДНК-молекулах, флэп-эндонуклеа- 

за отщепляеттак называемые «свисающие 5”- концы», которые образуются в резуль- 
тате того, что 6-ДНК-полимераза обеспечивает синтез с вытеснением цепи. 

Синтез митохондриальной ДНК осуществляет \-ДНК-полимераза. Но механизм 

репликации ДНК в митохондриях несколько отличается от репликации хромосом- 
ной ДНК прокариот и эукариот. Наиболее важная особенность репликации мито- 
хоидриальной ДНК — наличие сайтов инициации, специфичных для каждой из 

комплементарных цепей ДНК. Ген РОЕС, кодирующий у-ДНК-полимеразу у чело- 

века, локализован в 154925. Праймер синтезируется митохондриальной ДНК-зависи- 
мой РНК-полимеразой, отвечающей как за экспрессию митохондриальных генов, 

так и за создание РНК-праймера для инициации репликации митохондриального 

генома. У человека этот белок кодирует ген РОЕЕМТ, локализованный в 19р13.3. 

Продукт этого гена больше похож на РНК-полимеразы фагов и митохондриальные 

полимеразы низших эукариот. 
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Другие многочисленные ДНК-полимеричы эукариот обеспечивают синтез ДНК, 

необходимый для репарапии повреждений ДНК и рекомбинации. 

9.2.4, ТЕРМИНАЦИЯ РЕПЛИКАЦИИ 

Укишечной палочки существует участок, который обеспечивает терминацию репли- 
кации ДНК, В этом участке содержится несколько коротких последовательностей, 

так называемых {ег-сайтов (длиной =23 п.н.}. Прекрашение движения репликацион- 

ной вилки обеспечивается связыванием продукта гена 15 с сайтами терминации. 

Точки терминации — не обязательный элемент репликона. При двунаправленной 

репликации синтез ДНК прекращается, когда встречаются репликационные вилки. 
У зукариот синтез прекращается, когда встречаются вилки соседних репликонов. 

9.2.5, СКОРОСТЬ РЕПЛИКАЦИИ 

Скорость роста новой цепи практически постоянна. У Ё. сой скорость копирования 

составляет примерно 1 500 нуклеотилов в секунду, Скорость движения репликацион- 
ной вилки в эукариотических клетках много ниже — 10—100 п.н. в секунду. 

Скорость репликации генома определяется восновном частотой инициации реп- 
ликации. Высокая скорость репликации генома у эукариот обеспечивается одновре- 
менной инициацией множества точек начала репликации. Например, в клетках ран- 
них эмбрионов дрозофилы репликация всего генома происходит каждые 3 мин, точ- 
ки начала репликации отстоят друг от друга на 7 000—8 000 п.н. В культуре клеток 

дрозофилы скорость репликации генома значительно ниже, инициируется меныше то- 
чек начала репликации, они располагаются на расстоянии 40 000 п.н. друг от друга. 

9.2.6, ТОЧНОСТЬ РЕПЛИКАЦИИ 

Точность копирования ДНК чрезвычайно высока, Ошибочное включение осно- 

вания происходит с частотой 10-8—10-Ю. Однако известно, что физико-химиче- 
ские свойства оснований при образовании водородных связей должны давать бо- 

лее высокую частоту ошибок — до 10-2. Высокая точность копирования достига- 
ется благодаря контрольным и корректорским функциям ДНК-полимераз, уча- 

ствующих в репликативном синтезе ДНК. 

9.2.7, РЕПЛИКАЦИЯ ТЕЛОМЕР 

При репликации линейных молекул ДНК возникает проблема репликации кон- 
цов. Поскольку все ДНК-полимеразы осуществляют синтез только с использова- 

нием РНК-праймеров, и праймеры впоследствии удаляются, то 5’-конец цепи 

должен укорачиваться на длину праймера, т.с. на 10-30 нуклеотидов. Последова- 
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тельное исчезновение коипевых участков неизбежно должно приводить к потере 

гемов. Теломеры — концевые участки хромосом, которые не несут генетической 

информации, а служат для защиты материала хромосомы от потерь при реплика- 

ции и от атак эндонуклеаз. Е, Блакбери и Дж, олл выделили теломерную ДИКи 
растифровали се структуру, Теломеры у всех изученных организмов имеют сход- 

ное строемие: они состоят из многократно повторяюитихся фрагментов, напри- 

мер у человека это — ТТАССС. Во время деления нормальной соматической 
клетки теломеры теряют от 5 до двадцати фрагментов и с каждым делением ста- 
новятся короче. Укорочение до определенной критической длины становится 
сигцалом к прекращению делений, Показано, что усоматических клетокестьли- 
мит на число клеточных делений. При кульгивировании клеток, взятых у ново- 
рожденных детей, они могуг пройти 80—90 делений, клетки 70-летних делятся 
только 20—30 раз, Ограничение на число клеточных делений называют порогом 
Хейфлика. Обычно клетки не преодолевают барьер из 20-90 делений. В раковых 
клетках и в клетках зародышевого пути, где число делений не ограничено, обна- 

ружен фермент теломераза, который перед каждым циклом репликации добавля- 
ет ТТАССС-повторы к теломерам и таким образом компенсирует укорочение, 
вызванное работой ДНК-полимеразы. Теломераза присоединяет повтор после- 

довательно нуклеотид за нуклеотидом к 3’-концу, при этом родительская ДНК не 
используется в качестве матрицы. Теломераза — это рибонуклеопротеиновый 
комплекс, РНК которого содержит послеловательность нуклеотидов, выступаю- 
щую в роли матрицы для синтеза ТТАСОС-повтора. 

9.3. ГЕНЕТИЧЕСКИЙ КОНТРОЛЬ РЕПЛИКАЦИИ. 

МУТАЦИИ, НАРУШАЮЩИЕ РАЗЛИЧНЫЕ 

ЭТАПЫ РЕПЛИКАЦИИ 
Теметический контроль репликации хорошо изучен у кишечной палочки. У это- 
го организма было получено болышое число температуро-чувствительных (5) му- 

тантов с нарушением синтеза ДНК. Все мутанты делятся на два основных клас-*” 

са. К первому классу относятте из них, у которых при рестриктивной температу- 
ре немедленно прекрашается синтез ДНК. У таких мутантов нарушен тот или 

иной процесс, протекающий в репликационной вилке. У мутантов второго клас- 

са после переноса в рестриктивную температуру синтез ДНК продолжается в те- 
чение довольно длительного времени. У этих мутантов нарушена способность 
инициировать новый цикл репликации. Комплементационный анализ мутаций 

позволил выявить большое число различных генов, участвующих в контроле репли- 

кации. Сейчас у кишечной палочки описано и локализовано более 200 такихтенов. 
У человека известно более 400 генов, ответственных за репликацию хромосом и 

контроль клеточного цикла. Локализация и функция некоторых из них представле- 
ны в табл. 9.2—9,3. 
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Таблица 9.2. Гены человека, вовлеченные в иницияцию ренликации ДНК 

Символ гена Локализация Функция продукта 
—| — 

Сас-45Е 22411.21 1 Высоко консервативный компонент белкового комп- 
лекса, работающего на ранних этапах репликации 
ДНК. У Хепорих этот белок играет важную роль в про- 
цессе связывания «-ДНК-полимеразы с хроматином 

[67.67] 17421.3 Инициация репликации, регуляция ранних этапов реп- 
ликации. Во время стадии С | находится в ядре, но в На- 
чале $ перемещается в цитоплазму, Внутриклеточные 
перемещения регулируются фосфорилированием цик- 
лнн-зависимыми киназами С4%$ 

СОС7 1р22 Участвует в инициации репликации и регуляции кле- 
точного цикла во время перехода от стадии С! к стадии 
$. Протеинкиназная активность продукта этого гена 
возрастает во время стадии 5. Избыточная экспрессия 
гена, возможно, связана с неопластической трансфор- 
мацией некоторых опухолей 

РАЕ! 17421.31 Продукт является регулятором белка СОС7, который 
связывает регуляцию клеточного цикла и репликацию 
ДНК. Локализуется в ядре, экспрессия регулируется 
клеточным циклом 

СОК? 5912.1 Циклин-зависимая киназа, сходная с продуктом гена 
с4с28 Засспатотусез сегеузае. Важный компонент транс- 
крипционного фактора ТЕПН, который вовлечен в 
инициацию траискрипции и репарацию ДНК. Воз- 
можно, Этот белок осуществляет прямую связь между 
регуляцией транскрипции и клеточного цикла 

МСМ2 3421 Субъединица гексамерного белкового комплекса 
МСМ, ключевого компонента пре-репликационного 
комплекса. Возможно, участвует в формировании внл- 
ки репликации и в привлечении других репликацион- 

ных белков. В комплексе с белками МСМА, би 7 рсгу- 
лирует геликазную активность комплекса 

мсм3 6р12 Субъедииица гексамерного белкового комплекса 
МСМ, ключевого компонента пре-репликационного 
комплекса. Возможно, участвует в формировании вил- 
хи репликация и в привлечении других белков, участ- 
вующих в репликации. Ацетилирование этого белка 
подавляет инициацию репликации и продвижение кле- 
точного цикла 

МСМ4 8412-913 Инициация репликацин ДНК. Субъединнца гексамер- 
ного белкового комплекса МСМ 

МСМ5 22413.1 Инициация репликации ДНК. Субъединица гексамер- 
ного белкового комплекса МСМ. Возможно, принима- 
етучастие в регуляции клеточного цикла 

МСМб 2421 Инициация репликации ДНК. Субъединица гексамер- 
ного белкового комплекса МСМ 

МСМ7 7421.3-422.\ Инициация репликации ДНК. Субъединица гексамер- 
ного белкового комплекса МСМ 

ОВС. 1р32 Субъелиница ОВС-комплекса, распознающего точку 
начала репликации 

ОКС2Е 2433 Субъединииа ОВС-комплекса, распознающего точку 
начала репликации 



160 

Либлица 9.2 (окопчание) 
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Символ гена Локализация Фуикпия продукта 

ОВСЗЕ 6914.3-416.1 Субъединица ОВС-комплекса, распознающего точку 
начала репликации. Изучение похожего гена у дрозо- 
филы заставляет предположить, что он играет опреде- 
ленную роль в пролиферации нервных клеток и оль- 
факторной памяти 

ОВС4Е, 2422-23 Субъединица ОКС-комплекса, распознающего точку 
начала репликации 

ОВС5Е 7922.1 Субъединица ОКС-комплекса, распознаюзщего точку 
начала репликации 

ОВС, 16912 Субъединица ОВС-комплекса, распознающего точку 
начала репликации. Этот белок (и ОКС!1.) слабо 
связан с центральным комплексом, состоящим из 
ОБС, -ЗГ, -4Г и -5Г, Играет существенную роль в 
координировании репликации 

ЮРА! 17р13.3 70 кДа-субъединица репликативного белка А, 
основные ДНК-связывающие домены 

АРА? 1р35 14 кДа-субъединица репликативного белка А. 
КРАЗ 7р22 32 кДа-субъединица репликативного белка А. 
РАМТ 12413 Субъединица ! ДНК-праймазы, 49 кДа 
РЕМ2А 6р12/р11.1 Субъединица 2А ДНК-праймазы, 58 кДа 
РЕ1М2В 6р12-р1 1.1 Субъединица 2В ДНК-праймазы, 58 кДа, важна для 

инициации, элонгации праймера 
РА Хр22.1-р21.3 ©-ДНК-полимераза, 70 кЛа 
ВОГА2 11413.1 а-ДНК-полимераза, 70 кДа-субъединица В 

Тиблица 9.3. Гены человека, вовлеченные в элонгацию цепей ДНК 

(Символ гена Локализация Функция продукта 
+ 

ВЕСТ 4р!4-р13 Самая крупная 145 кДа-субъединица репликативного 
фактора С, связывающегося с 3’-концом праймера и 
продвигающего координированный синтез обеих 

” цепей 
КЕС2 7а11.23 Субъединица 40 кДа репликативного фактора С 
ВЕСЗ 13412.3-413 Субъединица 38 кДа репликативного фактора С 
АЕС4 34927 Субъединица 37 кДа репликативного фактора С 
ВЕСУ 12424.2-924.3 Субъединица 36,5 кДа репликативного фактора С 
РСМА 20риег-р!2 Кофактор 6-ДНК-полимеразы. Белок образует 

гомотример, который увеличивает процессивность 
синтеза лидирующей цепи. В хромосомах 4 иХ 
обнаружены псевдогены 

РОГ 19413.3 Каталитическая субъединица 1 (125 кДа) 5-ДНК- 
полимеразы 

РОЕР2 713 Регуляторная субъединица 2 (50 кДа) 5-ДНК-поли- 
меразы 

РОЕрЗ 11414 Субъединица 3 (68 кДа) 5-ДНК-полимеразы 
РОЁБ4 11913 Субъединица 4 (12 кДа) 5-ДНК-полимеразы 
РОЕЕ 124243 Субъединица =-ДНК-полимеразы 
РОРЕ? 14921-92 Субъединица 2 (49 кДа) =-ДНК-полимеразы 
РОЕГЕЗ 9433 Субъединица 3 =-ДНК-полимеразы 17 кДа 



гина $, Репликоция ДНК и хромосом . 9 
Таблица 9,3 (окончание) 

Символ гена. Локализация Функция продукта 

201.14 2р12 Субъединииа 4 &-ДНК-полимеразы 12 кДа 
РЕМ! 11422 Участвует в процессинге 5’-концов фрагментов 

Оказаки, удаляя «свисающие концы» 
О 19913.2-913,3 | ДНК-лигаза 1 функционирует во время репликации 

и эксцизионной репарации 

9.4. ПОЛИРЕПЛИКОННОСТЬ И 
ДВУНАПРАВЛЕННОСТЬ РЕПЛИКАЦИИ. 
АСИНХРОННОСТЬ 

Высокая скорость репликации гигантских геномов эукариот обеспечивается за 
счет одновременной инициации большого числа репликонов. При сопоставле- 
нии скорости деления клеток дрозофилы в течение первых часов эмбрионально- 
го развития и скорости синтеза ДНК, было установлено, что в ядре должно ини- 
пиироваться более 20 000 репликонов. В других тканях и при других условиях 
число репликонов может быть иным в зависимости от продолжительности $-фа- 
зы клеточного цикла. Размеры репликонов у эукариотических организмов на- 
много меньше, чем у бактерий и различны у разных организмов. В табл. 9.4 при- 

ведены данные о числе и средних размерах репликонову разных видов. В каждой 
точке начала репликации формируются две репликационные вилки, которые 
движутся в противоположных направлениях. Продвижение вилки прекращается, 
когда она столкнется с репликационной вилкой соседнего репликона. 

В разных условиях может инициироваться разное число точек начала репликации. 
Данные о числе точек начала репликации в клетках эмбриона дрозофилы и в культуре 
клеток приведены в разд. 9.2.5. Репликоны инициируются группами по 10—100 реплико- 

нов; так происходит до тех пор, пока не будет реплицирована всяДНК. 

В культуре клеток млекопитающих продолжительность $-фазы клеточного цикла 
составляет 6—8 ч, авремя завершения синтеза ДНК водном репликоне равно 45—60 
мин. Это означает, что не все репликоны инициируются одновременно, существует 
определенная очередность инициации. Известно, что в различные периоды 5$-фазы 

активны разные группы репликонов. В ранней 5$-фазе преимущественно активиру- 
ются репликоны, ассоциированные с В-дисками метафазных хромосом. Затем син- 
тез происходит в хроматине С-дисков и центромер, и в поздней 5$-фазе удваивается 
ДНК гетерохроматина. 

11-4167 



162 Часть Е Обцин генетика 

Тиблица 9.4. Число и размеры репликонов у разных видов (из: И.Ф, Жимулев, 2002) 

Вид Число репликонов Срелияя длина репликона, (т.п.н.) 

Ехепенста сой 1 4200 
Зассраготусез сегеучае 500 40 
БитозорнИа тевповазе" 3500 40 
Хепориз {ае\5 15000 200 
Миз тизсии5 25000 150 
Иса 1афа 35000 300 

9.5. РЕПЛИКАЦИЯ ХРОМОСОМ БЕЗ ДЕЛЕНИЯ 

ЯДРА 
Если репликация ДНК в $-фазе, не сопровождается делением ядра, клетки ста- 
новятся полиплоидными. Яркий пример последствия многократной репликации 
в неделящихся клетках это — гигантские политенные хромосомы, выявляемые у 
дрозофилы и других представителей отряда двукрылых. Так, в клетках слюнных 
желез плодовой мухи степень плоидности составляет 1024—2048. Это означает, 

что в них проходит 10—11 циклов репликации хромосом без деления ядра. Сест- 
ринские хроматиды не отделяются друг от друга, но остаются прилегающими по 
всей длине. В результате образуются гигантские, или политенные хромосомы. 
Для этих клеток характерно еше одно явление, связанное с репликацией — не- 
полная политенизация, или недорепликация гетерохроматина. Эухроматиновые 
районы проходят все циклы репликации, гетерохроматиновые реплицируются 
частично. Одни районы гетерохроматина практически не политенизируются, их 

размер равен размерам соответствующих участков митотических хромосом. Дру- 
гие участки гетерохроматина политенизируются в значительно меньшей степе- 
ии, чем эухроматические. В результате неполной ренликации гетерохроматина 

соотношение размеров гетерохроматиновых и эухроматиновых районов в мито- 
тических и политенных хромосомах одного и того же вида различно. Так, у дро- 
зофилы в политенной Х-хромосоме клеток слюнных желез гетерохроматин со- 
ставляет всего несколько процентов длины, а в митотической — более 40%. 

9.6 АМПЛИФИКАЦИЯ ГЕНОВ 
В некоторых случаях происходит многократная репликация отдельных групп ге- 

нов — амплификация. Амплификация служит одним из механизмов регуляции 

генной активности, В результате амплификации в специфических клетках на оп- 
ределенных этапах развития образуется огромное число копий генов, которые 

затем транскрибируются. Таким образом, за сравнительно короткое время созда- 

ется большое количество важного генного продукта. 
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9.6,1 АМПЛИФИКАЦИЯ ГЕНОВ, КОДИРУЮЩИХ БЕЛКИ ХОРИОНА 
У ДРОЗОФИЛЫ 

В геноме дрозофилы гены, кодирующие белки хориона, сгруппированы в два кла- 

стера. Один кластер включает шесть тандемно расположенных генов и локализо- 
вап в Х-хромосоме. Другой кластер, из четырех генов, находится в хромосоме 3. 
Примерно за 18 ч до начала синтеза хорионических белков начинается амплифика- 
ция. Затем в течение 5 ч происходит активная транскрипция образовавигихся ко- 
пий генов. Число копий генов белков хориона, локализованных в Х-хромосоме, 

увеличивается примерно в 16 раз, а генов хромосомы 3 -- в 60 раз. Соседние облас- 
ти амплифицированы в меньшей степени, причем, чем дальше расположены уча- 

стки от генов хориона, тем меныше число копий. Амплификация хорионических 
генов продолжается даже после прекращения нормального синтеза ДНК в фолли- 
кулярных клетках вследствие ослабления нормального контроля репликации, за- 
прешаюшего многократную инициацию репликации в одной точке. Вблизи кла- 

стера генов расположено два типа коротких элементов, взаимодействие которых 
необходимо и достаточно для инициации амплификации. В точке начала реплика- 

ции начинается лвунаправленный синтез ДНК. Затем через некоторое время в этой 
точке начинается второй цикл репликации, затем — третий и тд. (рис. 9.11). В ре- 

Рис. 9.11. Схема амп- 
лификации генов белков и м 
хориона у дрозофилы. ::: 
(По: Сингер и Берг, 1998) К ==> 0 

зоной АА 

зультате образуется множество копий данной области, и поскольку каждая после- 
дующая вилка короче предыдущей, создается градиент числа копий. Все вновь об- 

разовавшиеся копии остаются компонентами хромосом. 

9.6.2. АМПЛИФИКАЦИЯ ГЕНОВ РИБОСОМНОЙ РНК ХЕМОРИЗ 

Для увеличения числа копий генов рРНК в ооцитах Хепориз используется совер- 

шенно иной механизм амплификации. В ганлоидном геноме этой лягушки со- 
держится 600 копий генов РРНК. В результате избирательной репликации этих 
генов число копий увеличивается в тысячи раз. В первичных половых клетках об- 
разуется небольшое число экстрахромосомных кольцевых молекул, содержащих 
до 20 тандемно расположенных кластеров рРНК-генов. Во время мейоза проис- 
ходит многократная репликация этих молекул по типу катящегося кольца. После 
оплодотворения яйцеклетки амплификация прекращается. 



глава 

РЕПАРАЦИЯ ДНК 

Структура материального носителя наследственной информации — ДНК может на- 

рушаться в результате действия как экзогенных (химических, физических и других 

асеитов среды), так и эндогенных факторов (ошибки матричных процессов, дейст- 
вис ряда метаболитов и тд.). В устранении этих повреждений важную роль играет 

диплоидность генома. Ошибки на уровне ДНК в одной хромосоме часто не имеют 

фенотипического проявления из-за того, что в гомологичной хромосоме аналогич- 
ный участок ДНК их не содержит. Тем не менее, клетки всех живых организмов на- 

делены еще и специальной системой защиты, направленной на восстановление по- 

вреждений, возникших в ДНК в результате воздействия мутагенных факторов раз- 

ной природы. 

Ился о физиологичности мутационного процесса впервые была высказана еше в 
1947 г, М.Е. Лобашевым. Впоследствии несколько исследователей независимо друг 
от друга предположили участие ферментных систем в восстановлении потенциальных 
повреждений. Так, изучая механизмы восстановления хромосомных разрывов, вы- 
званниых радиацией, Н.В. Лучник (1951 г), С. Вольф и К. Атвуд (1954 г.} впервые ука- 

зали па существование в клетке специальной системы восстановления потенциальных 
повреждепий. В 1958 г. В.И. Корогодин в экспериментах на диплоидных дрожжах от- 

крыл феномен восстановления клеточной жизнеспособности после воздействия рент- 

уемовских и гамма-лучей и совместно с Н.В. Лучником предложил гипотезу, согласно 
которой непосредственным следствием облучения являются только потенциальные 
повреждения хромосом, те. предмутации. 

Процесс восстановления исходной нативной структуры ДНК называют репара- 

цией ДНК, или генетической репарацией, а системы, участвующие в нем — репараци- 

онными. Репарация ДНК — один из важнейших генетических процессов в клетке, 

обеспечивающих ее жизнеспособность и сохранение вида в целом. В настоящее вре- 
мя известно несколько механизмов генетической репарации. Одни изнихболее про- 
сты И «включаются» сразу же после повреждения ДНК, другие требуют индукции 

большого числа ферментов, и их действие растянуто во времени. Существуютсистемы, 

работающие как ло, так и после фазы клеточного деления. 

10.1. НАРУШЕНИЯ ПЕРВИЧНОЙ СТРУКТУРЫ ДНК 
Плавный «поставщик» ошибок в нуклеотидной последовательности — репликация 
ДНК. Длина ее молекулы учеловека составляет более 3 млрд. нуклеотидов. Наруше- 

ния в первичной структуре ДНК могут быть обусловлены: 
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® ошибками спаривания (основаиие в маричпой цепи ДНК в течение короткого 

времепи может находиться в другой таутомерной форме, позволяющей присоеди- 

нить в комплементарной цепи неверное основание: наиболее частая ошибка та- 

кого тина — встраивание аденина вместо цитозина с образованием пары АС; 

® спонтанным отщеплением основания от цепи ДНК (например, депуринизация — 

отщепление пуринов}); 

дезаминированием цитозина (и, как результат — превращением его в урацил); 

* присоединением метильных или этильных групп к основаниям (это приводит к из- 

менению свойств основания и, как результат, к образованию неверной пары). 

Наиболее распространенный тип спонтанных повреждений ДНК — алкилирова- 

ниеаминогруппы гуаннна (см. гл. 13). Образовавшийся при этом метилгуанин может 

связываться с тимином вместо цитозина, что приводит в следующем цикле реплика- 

ции ктранзиции — замене СС на АТ. Другой часто встречающийся вариант повреж- 

ления — дезаминирование 5-метилцитозина — также ведет к транзиции — замене СС 

на АТ. Кроме метильных или этильных групп, к основаниям способны присоеди- 

няться и более крупные химические группы, так называемые моноаддукты. Они мо- 

гугпрелятствовать нормальному протеканию таких генетических процессов, как ре- 

пликация и транскрипция. 

Повреждения ДНК могут индуцироваться внешними воздействиями: ультрафио- 

летом, рентгеновскими лучами, химическими соединениями и тд. Например, УФ- 

облучение вызывает сшивку соседних тиминовых оснований в цепи ДНК. Образую- 

шщиеся при этом тиминовые димеры прелятствуют нормальной репликации. Мито- 

мицин С, некоторые иприты и псоралены приводят к сшивке двух цепей ДНК. 

Воздействие рентгеновского излучения, может вызывать одноцепочечные разры- 

вы. Более жесткое излучение, такое как, а-частицы, приводит к образованию 

двухцепочечных разрывов ДНК. 

Многие изэтих повреждений каку эу-, так и у прокариот исправляются особыми 

механизмами клетки — системами геиетической репарацин, имеющими для жизни ор- 

ганизма и вида в целом чрезвычайно важное значение. В результате жесткого конт- 

роля и давления отбора онн не менее сложны и совершенны, чем системы реплика- 

ции и транскрипции. С позиций молекулярного механизма, первичные поврежде- 
ния в молекулах ДНК могут быть устранены тремя путями: прямым возвращением к 

исходному состоянию; вырезанием поврежденного участка и заменой его нормаль- 

ным; рекомбинационным восстановлением в обход поврежденного участка. 

По отношению к процессу репликации различают два основные типа репарации 

ДНК: дорепликативную (включающую фотореактивационную и эксцизионную фор- 

мы, направленные на вырезание поврежденных участков ДНК) и нострепликатив- 

кую {осуществляемую с помощью механизмов, участвующих в процессах рекомбина- 

ции и репликации ДНК). 
Репарация может осуществляться как конститутивно с помощью специфическо- 

го набора ферментов, постоянно присутствующих в нормально функционирующих 

клетках (фотореактивационная, эксцизионная и пострепликативная), так и в ответ 

на повреждение ДНК или прекращение ее синтеза (путем активации группы генов, 

контролирующих различные клеточные функции, так называемая 5О$-репарация). 
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_ 10.2. ПРЯМАЯ РЕПАРАЦИЯ ДНК 
Этоттип репарации обеспечивает прямое восстановление исходной структуры ДНК 

или удаление повреждения. Широко распространенная система репарации такого 
рода — фотореактивация пиримидиновых димеров. Кроме нее, к этомутипу относят- 

ся: репарация ДНК за счет 3^-5’-экзонуклеазной активности ДНК-полимеразы, ре- 

парация одноцепочечных разрывов ДНК с помошью полинуклеотидлигазы, а также 
генетическая репарация повреждений, вызванных алкильными или метильными 

группами, путем удаления этих групи специфическими ферментами. 

10,2.1, ФОТОРЕАКТИВАЦИЯ 

В 1949 гг А. Кельнер и в 1950 г. Р. Дульбекко установили, что жизнеспособность акти- 

номицетов и бактерий, подвергнутых УФ-облучению в летальных дозах, восстанав- 

дивается, если затем воздействовать из них видимым светом, Явление было названо 
фотореактивацией. Эффективность ее зависит от уровня рН, температуры и физио- 

логического состояния клетки. Восстановительный эффект при фотореактивации 

(рис. 10.1, а) связан с действием фермента — дезоксирибозидлиримидинфотолиазы, 

предсгавляющего собой полипептид, ассоциированный для его активности с не- 

болыной молекулой РНК (19-15 нуклеотидов}. Этот фермент расщепляет димеры 

двух соседних пиримидинов циклобутанового типа в одной цепи ДНК, образующи- 

еся иод влиянием УФ-лучей, действие которых подробнее рассмотрено в гл. 14. Ка- 

ждый из димеров задерживает репликацию примерно на 10 секунд. Фермент присо- 
единяется к ним и втемноте, и на свету, но реакция расщепления связей, объединя- 

ющих две молекулы пиримидинов, энергетически зависит от действия видимого 
света с большей длиной волны. На свету пиримидиновые димеры расщепляются, за 
счет разрыва ковалентных связей происходит мономеризация и таким образом вос- 
станавливается нативная структура ДНК. К эффективному диапазону {365—490 нм) 
относятся наиболее длинноволновые УФ-лучи (365—390 нм} и примыкающие к ним 

видимые синие лучи (435—495 нм). Наибольшая эффективность фотореактивации 

отмечена для голубой части видимого спектра. Если же необходимо исключить воз- 
можность реактивации, то опыты следует проводить в более длинноволновой части 

спектра, начиная с желтого света (570—590 нм). 

За | минуту молекула фотолиазы может расщепить 2,4 димера. У Е, сой система 

фотореактивации удаляет до 90% пиримидиновых димеров и контролируется одним 

геном — рйг. Штаммы, несущие мутацию по этому гену не способны к репарации 

ДНК. 
Фотореактивации подвергаются только циклобутановые димеры. Надо отметить, 

что это пока почти единственная, известная ферментная реакция, в которой факто- 
ром активации служит не химическая энергия, а энергия видимого света. Дезокси- 
рибозидпиримидинфотолиаза широко распространена у разных органических форм 
и представлена даже у таких примитивных микроорганизмов, как микоплазмы. Она 
естьу всех изученных бактерий, кроме Метососсиз пафодигапх, которые чрезвычайно 
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Рис. 10.1. Механизмы репарации ДНК-повреждений. (По: Ко\ей, 1988) 

а - фоторвактивация, 6 - эксцизионная репарация, в - пострепликативная репарация 

устойчивы к действию УФ-лучей и выдерживают дозы в [ 000 раз более высокие, чем 

с, что летальны для Ё.соё. Фотолиаза обнаружена в клетках многих растений и жи- 

вотных, в том числе и у человека. По-видимому, наибольшее значение фотореакти- 
вация имеету растений, 
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10.2.2, РЕПАРАЦИЯ ДНК ЗА СЧЕТ ЭКЗОНУКЛЕАЗНОЙ 
АКТИВНОСТИ ДНК-ПОЛИМЕРАЗ 

Установлено, что большинство бактериальных полимераз кроме 5’-3’- полимеразной 

активности имеют 3’-5'-экзонуклеазную активность, благодаря которой обеспечивает- 

ся коррекция возможных ошибок. Причем эта коррекция осуществляется в два этапа: 
сначала идет проверка соответствия каждого нуклеотида матрице перед включением 
его в состав растушей цепи, а затем — перед включением в цепь следующего за ним ну- 
клеотида. При встраивании неправильного нуклеотида двойная спираль деформирует- 
ся. Это позволяет ДИК-полимеразе распознать в большинстве случаев дефект в расту- 

щей цепи. Если ошибочно встроенный нуклеотид не способен формировать водород- 

ную связь с комплементарным основанием, полимераза приостановит процесс репли- 
кации до тех пор, пока нужный нуклеотид не встанет на его место. У Е. сой обнаружен 
ген миг, мутация которого изменяет &-субъединицуДНК-полимеразы Ш, результатом 

чего является нарушение генетической репарации неправильно встроенных нуклеоти- 
дов, что в конечном итоге приводит к возникновению мутаций в других генах. 

10.3. ЭКСЦИЗИОННАЯ РЕПАРАЦИЯ ДНК 

Существуют системы генетической репарации, работа которых напоминает «хирур- 

гическое» вмешательство в структуру ДНК: поврежденные участки вырезаются из 
цепи ДНК, отсюда происходит и термин «эксцизионная репарация» (англ. ехебюпй — 

вырезание), Сам феномен известен еше с 1955 г., однако, молекулярный механизм 

эксцизионной репарации был раскрыт гораздо позже — в 1964 г., в результате работ 

нескольких групп исследователей на линиях мутантных бактерий, чувствительных к 

действию радиации. Оказалось, что данный тип генетической репарации обеспечи- 
вает вырезание неверного или поврежденного нуклеотида/участка ДНК, последую- 

щую синтез застройку бреши и лигирование. К.этомутипу относится несколько спе- 

циализированных механизмов, например, гликозилазы удаляют лишь модифициро- 

ванные основания, АР-эндонуклеазы — апуриновые сайты, и тд. По-видимому, 

именно системы эксцизионной репарации восстанавливают большую часть повреж- 

лений ДНК в клетке, 

Общая схема эксцизионной репарации, действующей по принципу «режь-ла- 

тай», включает несколько этапов (см. рис. 10.1, 6}: 

1. Узнавание повреждения УФ-эндонуклеазой (у Е.сой этот фермент называют 

ЦугАВС-эндонуклеазой); 

В случае пиримидиновых димеров или моноаддуктов повреждение распознается 

легко. В других случаях, например, при неправильном спаривании нуклеотидов, оба 

нуклеотида (правильный и неверный) эквивалентны для многих видов эксцизион- 

ной репарации, однако существуют специализированные системы, позволяющие в 

большинстве случаев восстанавливать нативную структуру. 
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2. Инцизия (иадрезание) цепи ДНК этим ферментом по обе стороны от новреж- 

дения; 
3. Эксцизия (вырезание и удаление) фрагмента ДНК, содержащего повреждение, 

происходит при участии геликазы — фермента, расплетающего молекулу ДНК для 
высвобождения концов пюсле первичных надрезов; 

4. Ресинтез, в ходе которого ДНК-полимераза [ застраивает образовавшуюся 

брешь благодаря своей 5’-3’-полимеразной активности, а ДНК-лигаза ковалентно 

ирисоединяет 3’-конец вновь синтезированного материала к ранее синтезированной 
ДНК. 

Эксцизионная репарация ДНК завершается при возникновении ковалентных 

связей репарированного участка со скелетом полинуклеотида. Таким образом, обес- 

иечивается непрерывность в ранее поврежденной цепи двухцепочечной молекулы 
ДНК. В целом, эксцизионная репарация обычно распознает нарушения вторичной 

структуры ДНК (двойной спирали) и вырезает их. 

УЕ. сой выделяют три вида эксцизионной репарации, различающихся по длине 

вырезаемых фрагментов поврежденной ДНК (короткие, длинные и очень короткие). 

Эксцизионная репарация коротких фрагментов является конститутивной и конт- 

ролируются системой иуг-генов (А, В, С, 0). Размер вырезаемого фрагмента цепи 

ДНК составляет около 20 оснований. Комплекс ОугАВ распознает повреждение (пи- 

римидиновый димер, моноадлукт), затем ОугА отсоединяется, а ЧугС присоединя- 

ется, новый комплекс осуществляет разрез на 7 нуклеотидов в 5”-сторону от повреж- 

дения и 3—4 нуклеотида в другую. гр продуцирует геликазу, которая раскручивает 
ДНК для высвобождения концов цепей. Этап эксцизии обычно осуществляется 
ДНК-полимеразой 1, которая помимо полимеразной имеет и экзонуклеазную актив- 

ность. Этот фермент, как правило, застраивает короткие участки (до 30 нуклеоти- 

дов). ДНК-полимераза П способна вырезать и застраивать более длинные бреши (до 

1 000—1 500 нуклеотидов). Такие же функции присущи экзонуклеазе УП. Таким обра- 

зом, отдельные этапы могут выполняться различными ферментами, что повышаст на- 
дежность системы. Данный тип репарации ДНК удаляет примерно 99% моноадлуктов. 

Экецизионная репарация длинных повреждений контролируется той же системой 

генов, однако, является индуцибельной. Размеры вырезаемых фрагментов в отдель- 

ных случаях могут превышать и 9 000 нуклеотидов. 

К специализированным системам эксцизионной репарации ДНК можно отнести 
эксцизионную репарацию очень коротких фрагментов. Она специфически удаляет ТТ в на- 

рах СТ и СТ, используя продукты генов им! [, и ли/$, Другая система подобиого рода, 

основанная на работе гена тигУ, кодирующего аденингликозилазу, вырезает А в парах 

АС и АС. Эти системы могут работать очень успешно вскоре после синтеза ДНК. 

10.3.1. ИСПРАВЛЕНИЕ ОШИБОК СПАРИВАНИЯ 
(МИСМЭТЧ-РЕПАРАЦИЯ} 

Мисмэтч-репарация исправляет ошибки, возникающие в результате нарушения 
комплементарности пар АТ или СС в дочерней цепи при включении в них некомп- 
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лемситарных нуклеотидов. Особенность данное механизма, состоит в там, что он 
способен отличить «старую» цепь ДНК. от «новой» и исправить именно вновь син- 

тезированную. В основе данпого феномена лежит то важное свойство, что материн- 

ская цепь несет в последовательностях САТС адснины с присоединенными к ним 

сразу после окончания репликации метильными группами. Вследствие этого во вре- 

мя следующего цикла репликации материнская и дочерняя цепи становятся струк- 

турно различимыми, так как до окончания данного цикла дочерняя цепь остается 

неметилированной. Именно в этот времеиной промежуток и должны быть исправ- 

лены ошибки спаривания оснований. Генетическая репарация неспаренных основа- 

ний обнаружена в клетках и человека, и дрожжей. Механизм коррекции ошибок та- 

Матричная цепь №-метилированный аденин 
с правильным основанием 

5’ ттт уттетеАТАТОТ т & 3’ 

САТС й 

. СТАС] [| , 
3 пищуииииииииициценяции. 5 

— и 
Новая цёпь Неметилированный аденин 
с неправильным основанием 

Муз присоединяется к мисмэтчу 

Ми, соединенный с мисмзучем, 
‘образует комплекс с Ми. 
иМиН для связывания 
с ближайшей неметилированной 
последовательностью САТС 

МИН надрезает СТАС 
неметилированную цель ДНК, СТАЗЦИНЬ 5’ 
ичасть новой цепи, 3’ 
включая мисмэтч, удаляется | 

; 

*. . 

АТС 3 
ДНК-полимераза {и пигаза СТАС 
восстанавливают пробел, 5" 
вставляя правильную з 
пару оснований 

Рис. 10.2. Механизм мисмэтч-репарации. (Из: Жимулев, 2002) 
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кого типа, базирующийся на сочетанном лействии продуктов четырех генов им! «Н, 
1, би 0) иполучивший название «система МиН$Е О», достаточно хорошо изучен у 

Е. сой. Такое взаимодействие протекает в несколько этапов, на первом из которых к 

паре некомплементарных оснований присоединяется МиЁ$ — белковый продукт ге- 

на ии5, распознающего нарушения такого типа (рис. 10.2). Соединившись с УЧасТ- 
ком, включающим неправильное основание, этот белок сразу же образует комплекс 

ис продуктом гена ти. Сформированный трехчленный комплекс активирует ПРо- 

дукт гена ти!Н (до этого момента находившийся в латентном состоянии) для свяЗЫ- 

вания с ближайшей неметилированной последовательностью САТС. Обладающий 
эндонуклеазной активностью продукт гена ти!Н может разрезать дочернюю цель как 

с 5*-, так и с 3^-стороны от аденина. В первом случае к белку МиёН присоединится 
экзонуклеаза, которая разрушит дочернюю цепь в направлении 5'-3' до места невер- 
ного спаривания и несколько дальше. А во втором — другая экзонуклеаза, с 3-5’-ак- 
тивностью, двигаясь по дочерней цепи ДНК, также разрушит ее ошибочный Фраг- 
мент. Дальнейший ход событий аналогичен описанным этапам ресинтеза и лигИРо- 

вания концов в ходе эксцизионной репарации. Механизм коррекции, при котором 
восстановлению подвергается определенная цепь ДНК, называется направленным. 

Эксцизионная репарация обнаружена как у простейших, так и в культуре клеток 
млекопитающих. В частности в культуре клеток здоровых людей после облучения ее 

ультрафиолетом через 20 ч из ДНК исчезает до 90% тиминовых димеров (с0 скоро- 

стью около 40 000 димеров в час). 

10.4. ПОСТРЕПЛИКАТИВНАЯ РЕПАРАЦИЯ ДНК 

Пострепликативная репарация осуществляется в тех случаях, когда повреждение до- 
живает до фазы репликации (слишком много повреждений, или повреждение возНИ- 
кло непосредственно перед репликацией) или имеет такую природу, которая делает 
невозможным его исправление с помощью эксцизионной репарации (например, 
сшивка цепей ДНК). Важная характеристика пострепликативной системы репара- 
ции — точность синтеза ДНК, не уступающая той, что наблюдается при обычной ре- 
пликации. 

Эта система играет особенно важную роль у эукариот, обеспечивая возможность 
копирования даже с поврежденной матрицы (хотя и с увеличенным количеством 

ошибок). Одна из разновидностей этого типа репарации ДНК — рекомбинационная 
репарация. | 

10.4,1. РЕКОМБИНАЦИОННАЯ РЕПАРАЦИЯ 

Данный вариант пострепликативной репарации использует рекомбинацию для НК 

лучения неповрежденной копии генетического материвла. Этот тип репарации ДНК 
был открыт в клетках мутантов Е. сой, неспособных выщеплять тиминовые димеры. 
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После действия ультрафиолета в таких клетких с помощью ДНК-полимеразы Ш 

синтезируется ДНК с одноцепочечными пробелами - брешами (рис. 10.1, в), кото- 

рые исчезают при последуюней инкубации клеток в питательной среде за счет ре- 

комбинации мёжду двумя сестринскими дуплексами. У Е. сой эти обмены осуществ- 

ляются с помощью продуктов генов гес (4, ВиС). Кроме них, в заключительном эта- 

пе ресинтеза и сшивания участвуют ДНК-полимераза Ги лигаза. 

Механизм пострепликативной репарации ДНК, происходящей уже в первые ми- 

нуты после облучения, наименее специфичен, так как отсутствует этап узнавания 

повреждения. Это быстрый способ восстановления нативной структуры, по крайней 

мере, части дочерних молекул ДНК. Таким образом, данная система позволяет пол- 

ностью пройти процессу репликации на матрице поврежденной ДНК, но не удвляет 

повреждения: оно остается в исходных родительских цепях и может быть удалено на 

других этапах клеточного цикла, например, с помощью эксцизионной репарации. 

10.4.2, $0$-РЕПАРАЦИЯ 

Существуют системы генетической репарации, при которых точность синтеза невы- 
сока. Они являются индуцибельными, и, очевидно, обусловлены необходимостью 

синтеза ДНК даже на матрице, содержащей повреждения. При этом синтез ДНК на 
митрине, оставшейся неповрежденной, будет сопровождаться большим количеством 

ошибок. Индукцию процессов репарации, сопровождающуюся увеличением числа 
ошибок последней, обнаружил в 1953 г. Дж. Уэйгл {при заражении УФ-облученных 

клеток Ё. сой облученным же фагом ^.). В честь первооткрывателя этот тип генетиче- 

ской репарации в 1974 г. М. Радман назвал \/-реактивацией (Иее-геасйуанон). \/- 

реиктивация дает возможность многим димерам пиримидина, возникающим в бак- 
териальной клетке, дожить до периода синтеза ДНК. Хотя такая ДНК и содержит 

значительное количество ошибок, поврежденные клетки действительно «спасаются» 
на каком-то этапе, если только жизненно важные функции не оказались безнадежно 
парушенными. Тогда же было показано, что реализация этого механизма возможна 
лолько при наличии продуктов генов гесА и {ехА. М. Радман в 1974 г. и Э. Виткин в 

1975 г. сформулировали представления об индуцибельной системе генетической ре- 

парации, включающейся при появлении затруднений в синтезе ДНК, возникших 
вследствие сохранившихся димеров, число которых должно быть не менее 30-60. В 

связи со спасательными фуикциями этой системы репарации ДНК она была назва- 

на $Об-репарацией. 

Таким образом, важная особенность прокариотических и эукариотических кле- 
ток состоит в их способности увеличивать эффективность генетической репарации 
ири высокой дозе повреждений. Это возможно в результате индукции новой или мо- 

дификации одной из пресуществующих ДНК-полимераз за счет белковых продуктов 
генов, активируемых повреждающими агентами. Например, появление таких фер- 
ментов в случае УФ-облучения обеспечивает трансдимерный синтез ДНК, в резуль- 

тате которого напротив тиминового димера будет находиться не брешь, а какой-ли- 

бо нуклеотид. Разумеется, такая произвольная подстановка нуклеотида во вновь об- 
разующуюся цепь ДНК часто приводит к ошибкам репликации. В клетках Е. сой сиг- 
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ние синтеза ДНК. Ответом на 
налом для инлукции $О$-репарации служит замедле 

ния, индукция Эксцизионной 
тот сигнал является ингибирование клеточного деле 

репарации с длинными вырезаемыми фрагмевтами и Затем — рекомбинационной 

репарации. По-видимому, непосредственным стимулом к запуску механизмов 508- 

репарации служит накопление одноцепочечных 
разрывов ДНК, иядуцирующее про- 

теазную активность белка ВесА, который специфически взаимодействует с белком 

ГехА —репрессором для генов гес (В, С, Е ЕЛИ ицу"В. Разрезание белка ЕехА приво- 

дит к снятию репрессии и запуску синтеза белковых продуктов указанных выше ге- 

нов. Кроме того, разрезание белка ГехА приводит к кратковременному увеличению 

его синтеза в клетке, поскольку данный белок является репрессором собственного 

гена (аутогенный контроль). Далее в результате работы репарационных систем про- 

исходит уменьшение количества одноцепочечных разрывов в ДНК, тем самым сни- 

жается инлуцирующий $О0$-репарацию сигнал, белок ВесА теряет протеазную ак- 

тивность, и механизмы ЗО5-репарации выключаются. 

10.5. РЕПАРАЦИЯ ДНК И НАСЛЕДСТВЕННЫЕ 

БОЛЕЗНИ ЧЕЛОВЕКА 

В 1964 г. была показана решающая роль эксцизионной репарации в восстановлении 

поврежденной ультрафиолетом ДНК &. сой. Было высказано предположение, что со- 

ответствующие механизмы у эукариот имеют более сложную организацию, посколь- 

ку призваны обеспечить более высокий уровень надежности. Уникальное значение 

систем репарации ДНК для нормального функционирования организма человека 

становится совершенно очевидным при анализе заболеваний обусловленных нару- 

шением работы репарационных механизмов. 
Классический пример такого рода болезней — пигментная ксеродерма (ХР отангя. 

Хегойегта ртептюозит) — редкая, наследуемая по зутосомно-рецессивному типу па- 

тология. В результате повышенной чувствительности к солнечному свету (ультрафи- 

олету) убольных уже в раннем возрасте появляются пигментация, сухость кожи, изъ- 

язвления, рубцы, а затем развивается рак кожи, включая меланомы и карциномы. 

Средний возраст появления первой опухоли у ХР-пациентов — $ лет, а вероятность 

развития карцином слизистой рта в 20 000 раз превытает средние значения в попу- 

ляции. Частота встречаемости заболевания в разных странах составляет от 1/250 000 

человек до 1/40 000 человек. Показано, что У культивируемых фибробластов ХР- 

больных сокращается время жизни после УФ-облучения. Кроме того, выживаемость 

различных УФ-облученных вирусов, выращиваемых в культуре ХР-клеток, меньше, 

чем при их культивировании в нормальных клетках, что косвенно свидетельствует о 

дефектах систем восстановления от повреждений ДНК в ХрР-клетках. Существенная 

особенность пигментной ксеродермы -- наличие примерно у трети пациентов невро- 

логических симптомов, обусловленных ранней гибелью нейронов, те. эксцизионная 

репарация играет важную роль в обеспечении продолжительности их жизни. Было 
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обнаружено, что в клетках ХР-больных вырезание димерову большинства поражен- 

ных, но-видимому, связано с нарушениями эксцизии или более ранней стадии — рас- 
иознавания поврежденного участка. Выраженная гетерогенность ХР (клинических 
различий между разными пациентами с данным заболеванием) может быть обуслов- 

лена возникновением дефектов либо в различных сайтах одного и того же гена, либо 

в генах, кодирующих разные полипептиды. Для решения этой проблемы использо- 
вали метод непарной клеточной гибридизации фибробластов от разных ХР-больных. 

Анализ результатов был основан на том, что дочерняя гибридная клетка, может осу- 
ществлять эксцизионную репарацию, если дефекты ферментов репарации связаны с 
разными локусами. В таком случае наличие одного неповрежденного фермента обес- 
нечивается одним геномом, а другого — вторым геномом, взаимно компенсируя де- 
фекты. Если же ферментативные дефекты идентичны, то даже при повреждении раз- 
ных сайтов одного гена, компенсация невозможна и гибридная дочерняя клетка бу- 

дет иметь репарационный дефект. С помощью этого метода было идентифицирова- 

но 7 групп комплементации {7 различных локусов) в случае дефектов генов эксцизи- 

онной репарации ХР (А, В, С, О, Е, ЕС), и 1 группа — связанная с дефектом постре- 
нликативной репарации (около 20% среди всех больных пигментной ксеродермой), 

так называемая ХР,„„. Между группами комплементации, и даже внутри одной ком- 

плементационной группы наблюдаются выраженные клинические различия. Боль- 
шинство генов, мутации которых вызывают пигментную ксеродерму, известны, и со- 
ответсгвующие белки по своим функциям в целом сходны с ферментами прокарио- 

тической эксцизионной репарации. Но частоты встречаемости разиых групп комп- 

лементации в разных странах различны: в Европе наиболее распространена группа 
ХРС, в Японии — ХРА. Причем среди европейских пациентов не было обнаружено 
груни ХРВ и ХРЕ ав Японии при таком же отсутствии группы ХРВ группа ХРЕ бы- 

ла представлена значительным количеством индивидов. 
Продуктгена ХРА, картированного вллинном плече девятой хромосомы (9434.1), — 

это ДНК-связывающий белок, имеющий два цинковых «пальца». В облученных ульт- 

рафиолетом клетках ДНК-связывающие свойства этого белка усиливаются в 1000 
раз. Показано, что для осуществления эксцизионной репарации необходимы С-ко- 

нец и один из цинковых «пальцев». Белковым продуктом гена ХРВ, картированного 
в локусе 921 хромосомы 2 — (2421), является геликаза, входящая в состав ТЕИН-фа- 
ктора транскрипции размером 89 кДа. Ген ХРС, предварительно картированный на 

хромосоме 3, кодирует белок Р125, функция которого пока не совсем ясна. Тем не 

менее, показано его участие совместно с полипептидом Р58 в восстановлении репа- 
рациониой активности. Ген ХРО, подобно гену ХРВ, кодирует одну из субъединиц 

фактора транскрипции ТЕПН размером около 87 кДа (общее число этих субъединиц 

не менее 5 и, вероятно, более 9). Ген ХРР картирован в локусе (413.2-413.3) хромосо- 

мы 19; ето белковый продукт имеет геликазную активность. Ген ХРЕ, картированный 

в коротком плече хромосомы 16 — (16р13.13), по-видимому, продуцирует эндонукле- 
азу, надрезающую ДНК с 5'-стороны. А продуктом гена ХРС, локализованного в 

длинном плече хромосомы 13 — (13433), является эндонуклеаза, надрезающшая ДНК 

с противоположной — 3’-стороны. Рис.10.3 отражает взаимодействие вышеописан- 

ных белковых продуктов в процессе эксцизионной репарации. Важно отметить, что 
повышенный риск новообразований уже в молодом возрасте, по ряду данных, свя- 
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Рис. 10.3. Модель взаимодействия продуктов различных генов человека в процессе ре- 

парации ДНК-повреждений, вызванных УФ-облучением. (Из: Спивак, 1999) 

зан сувеличением интенсивности УФ-излучения, вызывающим перегрузку эксцизи- 
онной системы репарации, которая успешно справляется с низким уровнем облуче- 
ния. Так установлено, что для гехерозигот по пигментной ксеродерме вероятность 
возникновения рака кожи повышена на юге США, но не вдругих районах этой страны. 

Установлено, что в клетках пациентов с ХР. „ пиримидиновые димеры удаляются 

стакой же скоростью и эффективностью, что и в клетках здоровых доноров, т.е. при 
внешних признаках болезни дефекты эксцизионной репарации не обнаруживаются. 

Утаких больных выявляется лругое нарушение — полная репликация поврежденных 
участков ДНК. Подобный дефект пострепликативной репарации наблюдается и в 

других группах больных ХР, но в значительно меньшей степени. Таким образом, в 
случае ХР.„‚ превалирующим фактором является изменение параметров репликации 

ДНК. 

Три из семи групи комплементации (ХРВ, ХРО и ХРС) могуг иметь внешние 
признаки другого наследственного заболевания аутосомно-рецессивного снндрома 

Коккейна (С5), в основе формирования которого лежат дефекты эндонуклеаз эксци- 

зионного пути репарации. Синдром проявляется как карликовость при нормальном 
уровне гормонов роста. Кроме того, для больных характерны кальцификация костей 

черепа, атрофия зрительного нерва, глухота и ускоренное старение. Предположить 
дефект репарации у С$-пациентов позволила их необычная чувствительность к сол- 

нечному свету. Оказалось, что в культуре клеток больных с синдромом Коккейна на- 

блюдается подавление синтеза РНК УФ-облучением (этот феномен стали вдальней- 
шем использовать для дифференциальной диагностики С$). Для данного синдрома 

были выявлены две группы комплементации — СЗА и СЗВ, Упомянутые выше ред- 

кие случаи выявления признаков синдрома Коккейна у групп ХРВ, ХРО и ХРС рас- 

сматриваются отдельно и обозначакися как ХРВ/С$, ХРО/С$ и ХРС/С$. Ген С5А, 
картированный на коротком плече хромосомы 5 в локусе (р12-р14), отвечает за син- 
тез белка-переносчика, который входит в состав транскрипционного комплекса 

ТЕНН, уже упоминавшегося в связи с белками ХРВ и ХРО. Причем за связывание в 

комплексе отвечает М-конец белка СЗА. Ген С5В локализован в длинном плече хро- 

мосомы 10 — (10411.2). Белок СЗВ, являющийся его продуктом, имеет общие после- 
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довательности с фактором, связывающим транскрипцию и ренарациюу Ё. сой, и, 

но-видимому, вместе с белком СЗА участвует в привлечении белков эксцизионной 
репарации в район остановившейся транскрипции. Данное предположение базиру- 
ется на имеющихся в достаточном количестве наблюдениях, подтверждающих с0- 
пряженные дефекты генетической репарации и транскрипции при С$. В 80-х годах 
|. Ханаваят описал так называемую преимущественную репарацию ДНК. Этот фено- 

мен состоит в более быстром удалении отдельных типов повреждений ДНК измно- 

гих (но не изо всех) транскрипционно-активных генов по сравнению с транскрип- 
ционно-неактивными (предполагается, что у ТЕИН -фактора транскрипции сущест- 

вуют две формы: втранскрипции участвует холо-форма, в репарации — репаросома). 
Было показано, что у облученных ультрафиолетом С$-клеток отсутствует преиму- 

щественная репарация ДНК. При этом в них снижена скорость репарации как мол- 
чащих (нетранскрибируемых), так и транскриппионно-активных участков генома. 
Накопленные наблюдения, подтверждающие наличие при С$ сопряженного дефек- 

та ренарации и транскрипции, позволяют предполагать, что причина большинства 
тех тяжелых симптомову С$-пациентов, которые не удается объяснить только нару- 
шенисм репарации ДНК, кроется в снижении уровня и нарушении последователь- 
ности транскрипции в онтогенезе. 

Третье заболевание, характеризующееся повышенной фоточувствительностью 

ДНК усго носителей (примерно у половины) — это наследуемая по аутосомно-ре- 

цессивному типу трихоетиодистрофня (ТТО). Важнейший диагностический признак 

"ГЕО. - специфическая ломкость волос, обусловленная уменьшением содержания в 

них низкомолекулярных богатых серой белков. К. этому основному клиническому 
проявлению следует добавить аномалии зубов и кожи, ихтиоз, дефекты полового 

развития, часто наблюдающиеся умственную и физическую отсталость, а также по- 
вышенную предрасположенность к раку кожи. Специфический паттерн волос при 
микроскопировании характеризуется чередованием темных и светлых полос (напо- 
минает тигровый хвост). Белки с высоким содержанием серы в таких волосах пре- 
ерневают не только количественные, но и качественные изменения. Они содержат 
меньше цистеина и имеют сильно измененный аминокислотный состав. Исследова- 

ние в культуре клеток фоточувствительных пациентов с ТТР показало, что дефект 

репарации в них соответствует дефекту уже рассмотренного белка ХРО. Кроме того 

установлено, что часть фоточувствительных клеточных линий комплементирует как 
с ХРО, так и с ХР (А, С, Е, ЕиС), а также восстанавливает свои репарационные 

функции при микроинъекции белка ХРВ, Среди больных ТТО, страдающих повы- 
шенной фоточувствительностью, обнаружены индивиды, в культивируемых клетках 
которых вообще отсутствует комплементация с клетками ХР. Это обстоятельство по- 

служило стимулом для интенсивного изучения гена ХРР у пациентов с пигментной 

ксеродермой и с трихитиодистрофией. Результатом проведенных исследований ста- 

ла гипотетическая схема, предложенная в 1990 г Б. Броутоном с соавторами 
(рис. 10.4.). Согласно этой гипотезе, ген ХРР полифункционален, а продукт прини- 

мает участие как вэкснизионной репарации, так и вРНК-полимераза П-зависимой 

транскрипции. В дальнейшем было показано, что, кроме белков ХРВ и ХРО, восно- 

ве клинических проявлений может быть задействован еще один компонент транс- 
крипционного комплекса ТЕИН, состоящий их трех субъединиц. Кроме того, выяв- 
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Здоровый донор о Ще —— Репарация ДНК 

а — ——___——_ к ——— Рзвиие волос 

— —- Нарушенная 
ХР.0 репарация ДНК 

6 

— = Нормальные волосы 

— = Нарушенная 
по репарация ДНК 

[3 

——— Ломкие волосыи 
другие клинические проявления 

Рис. 10.4. Гипотетическая схема транскрипционного дефекта при ТТО. <Из: Спивак, 
1999) 
а - основной транскрипционный комплекс человека ТЕИН, содержащий несколько субъеди- 

ниц; б — некая мутация инактивирует только ту фракцию ХРО, которая связана с эксцизионной 
репарацией ДНК и приводит к проявлению типичной ХР); в — другие мутации могут как инакти- 

вировать функцию эксцизионной репарации ДНК, так и/или изменять уровень транскрипции 

одного или нескольких определенных генов, следствием чего является клиническое разнооб- 
разие ТТО 

ление большого количества ТТО-пациентов, не страдающих повышенной фоточув- 

ствительностью, свидетельствует о налнчии еше одной, четвертой, субъединицы 
ТЕПН. Всесторонний анализ всех полипептидных компонентов транскрипционно- 

го комплекса ТЕПН поможет определить роль каждого из них в формировании все- 

возможных комбинаций из перечисленных выше клинических признаков. 
Изучение эксцизионной репарации, проводившееся в течение последних 40 лет, 

показало, что у эукариот в целом она организована сходным образом. Описаны мно- 
гие гены, ответственные за синтез и работу ферментов репарации ДНК после УФ-об- 

лучения. Мутации в этих генах приволят к развитию патологических признаков при 
целом ряде наследственных заболеваний, сопровождающихся снижением средней 



78 Часть /. Общих «енетика 

‘родолжительности жизни. Нарушения в работе репаративных ферментов значи- 

ельно увеличивают риск развития онкологических заболеваний у человека, 
Механизмы генетической репарации после действия ионизирующей радиации 

'зучены значительно хуже, в первую очередь, вследствие большого разнообразия ти- 
юв индуцированных радиацией повреждений ДНК. Однако значительная часть этих 

овреждений устраняется с помощью системы эксцизионной репарации. Но влик- 
илации двухцепочечных разрывов используются другие механизмы, а именно — 
лейотической рекомбинации (см. разд. 10.4 и 11.1.3). В настоящее время возможно- 

ли изучения таких механизмов у человека практически ограничены исследования- 

ли клеток больных атаксией-телеангиэктазией. 

Атаксия-телеангиэктазия (АТ), или синдром Луи—Бар, — аутосомно-рецессивное 

аболевание, характеризующееся мозжечковой атаксией (расстройством координа- 

ии движений), телеангиэктазами (локальным чрезмерным расширением мелких 

эсулов), различными формами иммуннодефицита, прелраеположенностью к онко- 
югическим заболеваниям. Частота синдрома составляет от 1/100 000 до 1/40 000 че- 
ювск. Пациенты, как правило, не доживают до 50 лет. 

Немаловажно, что при АТ наблюдается повышенная частота спонтанных и инду- 

цированных хромосомных перестроек в соматических клетках, а также повышенный 
дэвень общей хромосомной нестабильности в лимфоцитах, Хромосомы этих боль- 

ных имеют значительно укороченные теломеры (примерно втрое по сравнению с те- 
юмерами здоровых доноров). В 1995 г. П. Гринвелл установил, что ген ТЕЁ1 

зисейиготусея сегеляае, ответственный за укорочение теломер у дрожжей, является 

омологом гена АТ — айн {АТ-тиагеа). Клетки всех без исключения изученных до сих 

юр больцых АТ аномально чувствительны к воздействию ионизирующей радиации 

1 радиомиметиков (химических веществ, имитирующих действие ионизирующего 
тзлучения). Это проявляется в пониженной выживаемости клеток и повышенном 
ровне хромосомных аномалий. Характерная особенность соматических клеток 
зольных АТ -- радиорезистентность синтеза ДНК, Последнее свойство очень важно, 

1 помогает понять молекулярный механизм возникновения болезни, В норме в кле- 
очном цикле существуют две точки задержки клеточного деления в случае возник- 
овения значительных повреждений ДНК: С1-5 и С2-М. Эти остановки необходи- 

иы для исправления повреждений ДНК. У больных атаксией-телеангиэктазией 
‹летки не останавливаются перед фазой синтеза ДНК. и, следовательно, у них нет 

зремени для репарирования повреждений ДНК. Как полагает ряд исследователей, 

эдна из причин данного феномена кроется в том, что ключевой белок Р53, в норме 

этвечающий за упомянутую выше остановку, не индуцируется при наличии повреж- 
цений. 

Синдром Блума {пропорциональная пре- и постнатальная задержка роста, чувст- 

зительность к ультрафиолету солнечных лучей, гипо- и гиперпигментированная ко- 
ка, характерная краснота налице в виде бабочки, предрасположенность к онкологи- 
1сским заболеваниям и хромосомная нестабильность) также наследуется по аутосом- 

ю-рецессивному типу, Клетки больных с синдромом Блума характеризуются высо- 
‹им уровнем спонтанных хромосомных аберраций и сестринских хроматидных об- 
менов (СХО). Заболевание обусловлено мутациями в гене ВЁМ (Вюот-ти!ае4), ко- 

дирующем белок, сходный с КесО-геликазой Е. сой. Этот белоку Е. сой является уча- 
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стником ВесЕ-рекомбинационного пути. [21 #/.М картирован на хромосоме 15 вло- 

кусе 426.1, п той же области, где локализонаи протоонкоген /2;. Предполагается, +70 

ген имеет ДНК-зависимую АТРазную активность и ДНК-геликазную активность. С 

негеликазной частью исследователи связывают функцию поддержания стабильно- 
сти хромосом в клетках, а ДНК-геликазной части белка В.М отводят ключевую роль 

на некоторых этапах репарации, 
Известны и другие нозологические формы, клинические проявления которых то- 

же связывают с дефектами репарации ДНК, но уже безотносительно ионизирующе- 
го или УФ-облучения. К таким заболеваниям относятся анемия Фанкони и прогерии 

— синдромы Вернера и Хатчинсона-—Гилфорда. 
В случае анемии Фавкони (ЕА}, наследующейся по аутосомно-рецессивному типу 

и характеризующейся поражением всех элементов костного мозга (и как следствие — 
снижением количества всех клеточных элементов крови), наблюдается нарушение 
вырезания пиримидиновых димеров, а также нарушение репарации межцепочечных 
сшивок ДНК. У больных РА и их кровных родственников установлена повышенная 

частота новообразований. Частота острой миелоидной лейкемии ву РА-пациентов 

превышает популяционную среднюю в 15 000 раз. Клетки этих больных характери- 

зуются сниженной выживаемостью после воздействия химических агентов, вызыва- 
ющих поперечные сшивки цепей ДНК, и отсутствием такого эффекта в ответ на дей- 

ствие у-/УФ-лучей. Крометого, фаза 02 в ЕА-клетках продолжается в 2 раза дольше, 

чем в клетках здоровых доноров, что до сих пор не получило объяснения. Для РА вы- 
делено 8 групп комплементации {А-Н), из которых для двух идентифицированы ге- 
ны — ЕААи ЕАС (ген картирован на длинном плече хромосомы 9 в локусе 422.3). Воз- 

можно, белковые продукты этих генов представляют собой часть сложной репараци- 
оной системы, но сам дефект репарации не является первичным для сложного фено- 

типа РА. 
Прогерии — это заболевания, основным нозологическим признаком которых яв- 

ляется преждевременное старение, По отношению к началу процесса старения (до 
или после полового созревания) выделяют две основные формы — синдром Хатчин- 
сона-Гилфорда и синдром Вернера. 

Синдром Хатчинсона-—Гилфорда, или прогерия детей, — крайне редкое заболева- 

ние. Его частота составляет 1 на | 000 000 человек. Именно этот синдром занесен под 

названием прогерии в ОМТМ (Опйпе Мепдейап шпешапсе м Мап) — электронную 

версию каталога В. Маккьюсика, а также в РОЗЗОМ и Охюга Меса! Ракабазе — ве- 

дущие компьютерные базы данных по наследственной патологии. Фенотип пациен- 
тов чрезвычайно характерный: маленький рост, «птичье» лицо с клювообразным 
профилем, преобладание размеров мозговой части черепа над лицевой, выступаю- 

щая венозная сеть на коже мозговой части, как правило, обнаженной вследствие ал- 
лопеции, часто тотальной, с выпадением бровей и ресниц. Наблюдается резкая ги- 
поплазия ключин, дефекты формы /числа зубов, сухая истонченная кожа, практиче- 

ски полное отсутствие подкожной жировой клетчатки, отставание в развитии, осо- 
бенно физическом. Больные бесплодны, хотя в литературе описан случай рождения 

ребенка у панентки с синдромом Хатчинсона-Гилфорла. В крови повышен уровень 
Средняя продолжительность жизни описанных носителей синдрома — 13,4 лет (как 
релкое наблюдение описан единственный 45-летний пациент). Причиной смерти, 
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как правило, служит инфаркт миокарда, с выявлением на аутопсии генерализован- 

ного атеросклероза и фиброза миокарда, атакже отложения жироподобного вещест- 

на втканях мозга и паренхиматозных органов. 
Репарация ДНК при синдроме Хатчинсона-Гилфорла нарушена: установлено, 

что клетки его носителей не способны избавляться от вызываемых химическими 

атентами сшивок ДНК-белок. Но главная диагностическая особенность клеток 

больных с данным синдромом состоит в резко сниженном, по сравнению с нормой, 

количестве делений, которое способны пройти клетки в культуре (так называемый 

лимит, или число Хейфлика). В 1971 г. А.М. Оловников высказал предположение об 

укорочении хромосомных теломер в процессе развития клеток. А в 1992 г. было по- 

казано, что для клеток пациентов с синдромом Хатчинсона-—Гилфорда характерно 

врожденное укорочение теломер. Анализ взаимосвязи между лимитом Хейфлика, 

длиной теломер и активностью теломеразы (фермента, способного наращивать 3’- 

консц теломерной ДНК) дает возможность соотнести естественное старение и про- 

цесс формирования клинической картины при синдроме Хатчинсона-Гилфорда. 

Крайне низкая частота встречаемости данной формы прогерии позволяет лишь 

высказывать гипотезы о типе наследования, Аутосомно-рецессивный тип предпола- 

гается по аналогии с синдромом Коккейна, имеющим отдельные черты преждевре- 

менного старепия. Но есть и предположение о развитии синдрома Хатчинсона-—Гил- 

юрда иследствие доминантной аутосомной мутации, возникшей 4е ноуо. Оно полу- 

чило косвенное подтверждение на основе измерения теломеру носителей синдрома, 

их родителей и здоровых доноров. Было показано, существенное укорочение тело- 

мер у больных по сравнению с другими двумя испытуемыми группами, 

Синдром Вериера (\5}, или прогерия взрослых, также характеризуется симптома- 

ми преждевременного старения, но возникающими уже после завершения полового 

созревания. Пациенты седеют и теряют волосы еще в возрасте до 20 лет. Появляют- 

ся старческие изменения кожи (морщины, гиперпигментация, сухость, гиперкера- 

тоз, телеангиэктазии), голос утрачивает звонкость, Кроме того, наблюдается щиро- 

кий сисктр патологии, сопровождающей обычное старение: атеросклероз, остеопо- 

роз. катаракта, диабет, различные типы доброкачественных и злокачественных опу- 

холей. Отмеченный высокий уровень гиалуроновой кислоты в моче совпадает с та- 

ковым и в случае вышеописанной прогерии Хатчинсона—ТГилфорда. Аналогичная 

картина наблюдается и в отношении лимита Хейфлика. Клетки больных УЗ исчер- 

нывают свой пролиферативный потенциал в 3-5 раз быстрее, чем у здоровых доно- 

ров, но растут значительно медленнее нормальных (заметим, что продолжитель- 

ность клеточного цикла в случае прогерии Хатчинсона—Гилфорда соответствует 

порме). Отсутствие врожденного феномена укороченных теломер у больных \№5 — 

сие один признак, по которому разнятся эти две формы прогерии. Вследствие это- 

го уменьшенный лимит Хейфлика у больных \У!$ связывают с нарушением регуля- 

ции остановки клеточных делений при укорочении теломер до определенного уров- 

ня. Хотя \\$ и является достаточно редко встречающимся аутосомно-рецессивным 

заболеванием, его частота в Японии составляет | на 40 000 человек, что на два поряд- 

ка выше, чем для синдрома Хатчинсона-—Гилфорда. Ген, ответственный за прогерию 

взрослых и названный И/АМ, картирован в локусе (р12-р21) хромосомы 8, Продуци- 

руемый им белок \/ВМ выполняет функцию геликазы, но в отличие от ХРВ, ХРО и 
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СВ его активность, по-видимому, не вовлечена и процесс репарации ДНК, связан- 

ный с транскрипцией: \/ЕМ не входит в основной транскрипционный комплекс че- 

ловскаТЕИН. 

Многие из патологических симптомов синдрома Вернера сходны с теми, что на- 
блюдаются в процессе нормального старения, но есть и отличия. Так соотношение 
количества эпителиальных и неэпителиальных опухолей у пациентов с \!$ составля- 
ет 1:1, ав общей популяции — 10:1. Кроме того, по сравнению с общей популяцией, 
реже наблюдаются гипертензия и поражения центральной нервной системы. 

Синдром Вернера и описанные выше пигментная ксеродерма, анемия Фанкони, 
атаксия-телеангиэктазия и синдром Блума объединены общим признаком — генети- 

чески детерминированной нестабильностью хромосом. Этот феномен выражается в 
постоянном, возникающем спонтанно или под действием некоторых агентов, изме- 
нении структуры хромосом, их отдельных локусов или групп локусов. Результатом 

являются мутации соматических клеток и злокачественные новообразования. 
Отдельные нарушения работы систем репарации имеют место и при более рас- 

пространенных заболеваниях — системных (ревматоидный артрит, системная крас- 
ная волчанка и др.), некоторых нейродегенеративных (например, при болезни Альц- 

теймера) и онкологических заболеваниях. 
В 1994 г. было показано, что мутации в гене М5Н2 у человека, сходном с анало- 

гичными генами у 5. сегеузае и геном тии$ у Е. сой, приводят к нарушению репара- 

ции одного из типов репликативных ошибок — неправильно спаренных оснований 
вследствие небольших делеций (утрат) или инсерций (вставок). Мутация в одной из 

копий этого гена с высокой вероятностью детерминирует развитие некоторых видов 
новообразований: семейного неполипозного рака кишечника (НМРСС) и ракаэндо- 
метрия. В опухолевых клетках потеряна вторая копия гена, и наблюдается высокая 
мутабильность микросателлитных повторов (возрастающая, по крайней мере, в 100 

раз). По аналогии были найдены еще несколько генов, один из которых, МЁН 1 го- 

мологичен ли!Г, гену у бактерий. Мутации в этом гене также приводят к развитию 
неполипозного рака кишечника. Таким образом, существует принципиальное сход- 
ство некоторых систем репарации у про- и эукариот. 



глава 

МОЛЕКУЛЯРНЫЕ МЕХАНИЗМЫ 
ГЕНЕТИЧЕСКОЙ РЕКОМБИНАЦИИ 

Комбинативная изменчивость имеет две основные составляющие: 1) случайное, 

равновероятное расхождение хромосом в мейозе (оно обеспечивает перекомбина- 

цию родительских хромосом и служит цитологическим обоснованием закона сво- 

бодного комбинирования, сформулированного Г. Менделём) и 2} рекомбинация 

сиепленных генов, локализованных в гомологичных хромосомах. В более узком 
смысле под рекомбинацией подразумевают перекомбинацию генов, и потому 

прелиосылкой для нее, в частности, и для комбинативной изменчивости вообще, 

является гетерозиготность организма по одному или более генам. Эта гетерозигот- 

ность, а следовательно, и рекомбинация возникают у эу- и прокариот разными пу- 
тями; для их реализации у прокариот существуют конъюгация, трансформация и 

транслукция, а также — совместная инфекция (у вирусов), У эукариот гетерозигот- 

ность обеспечивается диплоидностью генома, а сама рекомбинация может проис- 

ходить как в половых, так и в соматических клетках. Результатом рекомбинации в 

конечном итоге является перенос участков ДНК с одной молекулы на другую. В 

случае реципрокной рекомбинации этот перенос — взаимный, а при нереципрок- 

ной — односторонний. 

Сушсствуют два подхода к изучению процесса рекомбинации. Первый из них, 

классический, анализирует наследование признаков и, если признаки имеют тенден- 

цию наследоваться совместно, оценивает степень их сцепления, или частоту реком- 

бинации между соответствующими локусами (см, гл. 7). Этот подход Возник в «домо- 

лекулярное» время и представляет собой статистический анализ наблюдаемого рас- 

хождения признаков при передаче их последующим поколениям. Второй подход к 

изучению генетической рекомбинации, молекулярный, направлен наанализтонких 

механизмов этого процесса. Хотя для обоих подходов предметом исследования явля- 

ется один и тот же процесс, само понятие генетической рекомбинации неодно- 

значно, 

Можно выделить три типа рекомбинации: 

® общую (происходит между гомологичными последовательностями ДНК; 

это — рекомбинация между гомологичными хроматидами в мейозе, реже — вми- 
тозе); 

® сайт-специфическую (затрагивает молекулы ДНК, характеризующиеся ограни- 

ченным структурным сходством, и наблюдается при интеграции фагового генома 

в бактериальную хромосому); 

® незаконную (происходит во время транспозиции, не основанной натгомологии по- 

следовательностей ДНК). 
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11.1. ОБЩАЯ, ИЛИ ГОМОЛОГИЧНАЯ, 

РЕКОМБИНАЦИЯ 

Примером является мейотическая рекомбинация (кроссинговер) у зукариот, кото- 
рая происходит в клетках после репликации, в профазе первого мейотического деле- 
ния. Во время лептотены хромосомы конденсируются и становятся видимыми. В ка- 
ждой из них после репликации дуплексная ДНК представлена двумя сестринскими 
хроматидами. Под электронным микроскопом видно, что на стадии лептотены пара 
сестринских хроматид каждой хромосомы формирует единый осевой элемент. Уста- 

новлено, что у млекопитающих он состоит из белков $СР2 и $СРЗ (от англ. зунар- 

юпета! сопцуех ргое!из). На следующей стадии, зиготене, гомологичные хромосомы 

начинают соприкасаться друг с другом (конъюгировать) на отдельных, пока еше ко- 
ротких участках. Одновременно осевые элементы гомологичных хромосом начина- 
ют соединяться попарно с помощью белка ЗСРТ, который протягивается поперек 
между ними в виде субмикроскопических волокон (филамент), По завершении 
конъюгации, на стадии пахитены гомологичные хромосомы оказываются объеди- 
ненными в биваленты по всей длине за счет специфической структуры, состоящей 
издвух продольных белковых тяжей. Это — так называемые латеральные элементы, в 
состав которых входят осевые элементы с прикрепленными к ним, петлеобразно 
уложенными фибриллами хроматина сестринских хроматид. Латеральные элементы 

соединены между собой поперечными белковыми волокнами, которые в совокупно- 
сти формируют третью продольную структуру — центральный элемент. Из двух лате- 

ральных и одного центрального элемента образуется электроноплотная трехполос- 
ная структура, так называемый, сииантонемный комплекс (рис. 11.1), в котором гомо- 

логичные хромосомы прилегают к латеральным элементам с двух сторон, и этот кон- 
такт происходит «точечно» (в местах прихрепления петель к синаптонемному комнлек- 
су по всей его длине). Функциональное значение этой структуры, напоминающей за- 

стежку «молнию», состоит в том, что, с одной стороны, она не дает конъюгирующим 

Рис. 11.1. Гипотетиче- 
ская схема строения си- 

наптонемного комплекса 

млекопитающих. (Из: Бо- 
гданов, 2000} 

Обозначения: СК - синапто- 

немный комплекс; ЦЭ - 

центральный элемент; ЛЭ — 

латеральный элемент; ОЭ — 

осевые элементы, входя- 
щие в состав ЛЭ; СХ -- сест- 

ринские хроматиды; ЛПХ — 

латеральные петли хрома- 

у 
Ц 
к \ 
| \ 
\ 
к К 

. _ Кроссоверная ЛЭ тина; ЭСРЛ, 2, 3 белки, 

формирующие структурные ДНК Не ЭСР1 

элементы синаптонемного 
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мосомам необратимо слипнуться, а с другой стороны — закрепляет их в строго гомо- 
ачном относительно локализованных на них генах взаиморасположении. В зависи- 
ти от размера генома у разных видов могуг варьировать размеры синаптонемного 
плекса: общая ширина его трехполосной ленты составляет от 76 до 240 нм, а длина 
гветствует также видоспецифичной длине бивалентов в профазе 1 мейоза. 

На стадии диплотены гомологичные хромосомы бивалентов начинают расхо- 
ься, но обнаруживается, что несестринские хроматиды в биваленте остаются сце- 
иными в некоторых точках, образуя фигуру, получившую название хиазмы. На 

ции диакинеза хромосомы конденсируются путем спирализании, а хиазмы вследст- 
отталкивания гомологов начинаютсдвигаться к краям хромосом. В этот момент все 
„ре хроматиды становятся видимыми. Это — прямые наблюдения, и они позволяют 
чать некоторые предположения о процессе рекомбинации. ` 
(рофаза первого деления мейоза — единственный момент, когда гомологичные хро- 

хмы образуют комплекс другс другом, что, является условием, необходимым для осу- 

лиления рекомбинации. Можно полагать, что именно в обеспечении рекомбинации 

клоитсутьсинапса — образование синаптонемногокомплекса, временной структуры, 
орая формируется на стадии зиготены и разрушается в диплотене. Согласно мнению 
оров приведенной выше гипотетической схемы, синаптонемный комплекс «...необхо- 

«лляорганизации хроматина в виде серии латеральных петель, основания которых со- 
пы влинейную последовательность на поверхности его латеральных элементов и до- 
нны лля узнавания гомологичных локусов и кроссинговера». Существует очень прав- 
юлобная, но до настоящего времени не всеми исследователями разделяемая гипотеза, 
‚хиазмы представляютсобой места прохождения рекомбинаций — ведьколичество тех 

ругих примерно совпадает. Это позволяет локализовать время происхождения процес- 
жкомбинаций, и считать, что даже на стадии диакинеза в местах рекомбинации хро- 

мы все еще остаются связанными посредством нитей ДНК. 

ЧАИ, МОДЕЛЬ ХОЛЛИДЕЯ 

блюдая в микроскоп хиазмы, анализируя их строение, можно предположить, что 

эцесс рекомбинации начинается с образования двух одноцепочечных разрывов в 

зных молекулах ДНК. Именно такую гипотезу высказал Робин Холлидей, предло- 
вшийв 1964 г, стройную и изящную модель рекомбинационных процессов у эука- 

ог, основанную на принципе «разрыв-воссоединение пар гомологичных молекул 

1К». Согласно этой модели необходимым этапом рекомбинации является конъю- 

ция, те. попарное сближение сестринских хроматид гомологичных хромосом с об- 
зованием взаимостабильных структур — бивалентов, при котором может происхо- 

гь обмен генетическим материалом. 

Процесс обмена однонепочечными участками между родительскими нитями 

1К состоит из нескольких этапов (рис. 11.2): 
Формироваиие структуры Холлндея. 

1, После репликации ДНК и, следовательно, удвоения хромосом, в ранней про- 

;зе мейоза наблюдается попарное сближение сестринских хроматид гомологичных 
омосом с образованием бивалентов (т.е. конъюгация). 
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2. В каждой молекуле ДНК на двух сближенных гомологичных участках несест- 

ринских хроматид фермент никаза делает симметричные одноцепочечные разрезы. 
3. Свободные концы цепей около разрывов отделяются от комплементарных 

партнеров и перебрасываются набреши, образовавшиеся в гомологичных молекулах 
ДНК. 
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4, Концы переброшениных ценей лигируютгся с концами ценей рециниентных мо- 

лекул ДНК, при этом образуется крестообразная структура Холлидея с гибридным 

районом, гетеродуплексом. Таким образом, две претерлевшие рекомбинацию хромати- 

ды состоят в области концевых отделов из родительских цепей ДНК, а в середине — из 

участков, полученных от противоположных родительских молекул. 

5. Центр структуры Холлидея, состоящей из двух полухиазм, может перемешать- 

ся вдоль спаренных целей ДНК подобно замку застежки «молния», размыкая водо- 

родные связи между комплементарными основаниями внутри одной родительской 

молекулы ДНК и замыкая соответствующие связи между основаниями цепей из двух 

разных молекул ДНК. В результате такой миграции полухиазм в обеих родительских 

молекулах ДНК могуг образовываться протяженные гетеродуплексные участки (у 

дрожжей зона гибридной ДНК достигает 1 000 п.н). 

Разрешение структуры Холлидея. 

6. Структура Холлидея, состоящая издвух пар цепей (однапара пересекающихся, дру- 

гая — нелересекающихся), спонтанно и под контролем может подвергаться изомериза- 

ции. Чтобы восстановить биспиральную структуру обеих молекул ДНК и таким образом 

закончить процесс их конъюгации, пересекающиеся цепи должны быть разрезаны, Еще 
одиа изомеризация с поворотом одной из полухиазм вокруг точки перекреста на 180° 

приводит к образованию второй изомерной формы структуры Холлидея. 

7. При разрезании полученного изомера по горизонтальной оси (в цепях, претер- 

певших обмен) две образовавшиеся молекулы ДНК не являются рекомбинантными 

но родительским маркерам (АВ иаБ), фланкирующим область перекреста, но обе со- 

держат но гетеродуплексному участку. 

8. При разрезании по вертикальной оси (в интактных пепях) образовавшиеся ли- 

нейные молекулы рекомбинантны по родительским генетическим маркерам, распо- 

ложенпым по обеим сторонам от гетеродуплексного участка ДНК. 

"Этаны 7 и 8 завершаются лигированием концов фрагментов, составляющих реком- 

бинантные и нерекомбинантные молекулы. Интенсивное изучение рекомбинации у 

бактерий сделало более понятной молекулярную организацию некоторых ее этапов. 

Установлено, что гомологичная рекомбинация у Ё.сой контролируется генами гесА, В, 

Си р. Идентифицированы ферменты, являющиеся белковыми продуктами этих генов, 

Долгое время полагали, что ключевую роль в обеспечении всех процессов общей ре- 

комбинацииу Е. сой играет белок КесА. Во-первых, он участвует в расплетании двой- 

ной спирали, способствуя конъюгации молекул ДНК, стабилизации свободных кон- 

цов и взаимодействию рекомбинирующих комплементарных цепей, Во-вторых, белок 

КссА катализирует переориентацию цепей с образованием структуры Холлидея и 

дальнейшей миграцией полухиазм. Вполне вероятно, что белок ВесА в условиях его 

повышенной продукции непосредственно участвует врепарации, направляя рекомби- 

нацию между поврежденными и неповрежденными участками молекул ДНК. Накоп- 

ленные экспериментальные данные позволяют заключить, что промежуточным эта- 

пом рекомбинацииу Е. сой также является формирование и разрешение структур Хол- 

лидея. Таким образом, модель, изначально предложенная для объяснения молекуляр- 

ного механизма рекомбинации у эукариот, казалась применимой и к прокариотам. Это 

нозволяет предполагать значительное сходство процессов рекомбинации у тех и удру- 

гих. Действительно, у дрожжей обнаруживаются гены, сходные с гесА. 
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Фуикции генов гесВ, гесС и гес) стали проясняться линь в последние годы. В на- 

стоящее время известно, что продукты имеино этих генов играют ведущую роль в 
формировании свободных концов, т.е. именно они опосредуют начальный этап ре- 
комбинации. При этом каждая из трех субъединиц комплекса функционирует высо- 
ко специфично. Об этом свидетельствует тот факт, что мутанты гесВ, гесС и гес 0 об- 

ладают разными свойствами: у штаммов гесВ и гесС резко снижена частота рекомби - 

нации и повышена чувствительность к ДНК-повреждаюнтим агентам. Кроме того 

они характеризуются низкой выживаемостью. Все это свидетельствует об их неспо- 
собности репарировать повреждения ДНК путем гомологичной рекомбинации. Му- 

танты гес) по выживаемости не отличаются отштаммов дикого типа, следовательно, 
рекомбинационный путь репарации у них не нарушен. 

У бактерий получено много мутантов, неспособных к рекомбинации, и идентифици- 

ровано 10-20 соответствующих локусов. Очевидно, даже у прокариот рекомбинация 

представлена различными системами, которые контролируются специфическими гена- 
ми и функционируют в определенных условиях. Однако, во всех случаях, илет ли речь о 

традиционной рекомбинации, связанной с конъюгацией бактерий, или о рекомбинации, 

инициируемой повреждениями ДНК (как в случае пострепликативной репарации), или 

о рекомбинации с фаговым геномом, необходимыми предпосылками рекомбинации яв- 

ляются три момента. Это — образование одноцепочечного участка, образование свобод- 
ного 3’-конца, а, кроме того, одноцепочный участок и свободный 3’-конец должны быть 

вобласти гомологии одноцепочечной и двухцепочечной ДНК. 

11,1.2, МОДЕЛЬ МЕЗЕЛЬСОНА-РЭДДИНГА 
Один из не укладывающихся в модель Холлидея фактов — асимметричный обмен це- 

пями ДНК, наблюдающийся у ряда грибов Азсотусеез. Для устранения этого несо- 

ответствия в середине 70-х годов теперь уже прошлого ХХ века М. Мезельсон и К. 
Рэддинг модифицировали модель Холлидея, предположив, что в начале рекомбина- 
ции гетеродуплексный участок образуется не на двух, а только на одной молекуле 
ДНК. Основные принципы функционирования этой модели представлены схемати- 
чески на рис. 11.3. 

1. После образования одноцепочечного разрыва в ДНК одной хроматиды проис- 

ходит репарационный синтез и вытеснение свободного конца разорванной цепи. 
2. Вытесняемый конец внедряется в структуру двойной спирали партнера, всвою 

очередь, вытесняя там участок одной изее цепей, в результате чего образуется петля. 
3. Петля расщепляется нуклеазами, и с концом, образовавшимся при ее деграда- 

ции, ковалентно соединяется конец внедрившейся цепи. В то же время вДНК, пре- 

терпевшей одноцепочечный разрыв, как результат репарационного синтеза форми- 
руется асимметричный гетеродуплекс. 

4. Изомеризация приводит к образованию структуры Холлидея. 

5. Миграция полухиазм порождает симметричные участки гетеродуплексной 
ДНК вобоих партнерах, 

6. Разрешение структуры Холлилея прн расщеплении в области перекреста может 

завершиться рекомбинацией фланкирующих маркеров или сохранением типа сцеп- 
ления, характерного для родительских молскул ДНК. 
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ис. 11.3. Модель Мезельсона-Рэддинга. (Из: Айала, Кайгер, 1988) 

С помощью этой модификации исходной модели Холлидея можно объяснить 

эльшинство результатов не только рекомбинации у грибов, но и так называемой 

нной конверсии, речь о которой пойдет несколько позже. 
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11.1,3, МОДЕЛЬ ЖОСТАКА (ДВУХЦЕПОЧЕЧНЫЙ 
РАЗРЫВ-РЕПАРАЦИЯ) 

В частичном противоречии с логикой классической модели находятся и результаты, 
полученные на дрожжах Засснатотусеу, свидетельствующие о том, что первоначальное 
событие, приводящее у них к рекомбинации, — это не одноцепочечный, а двухнепо- 
чечный разрыв водной изхромосом. Принято считать, чтолюбое повреждение, затра- 
гивающее две цепи (сестринские хроматиды) одной хромосомы чрезвычайно опасно, 
поскольку при отсутствии репарации может приводить к генетической нестабильно- 

сти, хромосомным перестройкам и гибели клеток. Однако двухцепочечные разрывы 
ДНК постоянно возникают в процессе нормальной жизнедеятельности клеток. У 
лрожжей они играют ключевую роль в инициации мейотической рекомбинации. 

Последовательность событий, приводящих к рекомбинации в данном случае, б60- 
лее сложна, чем в модели Холлился (рис. 11.4}. 

1-2. Вначале частичная деградация разорванных сестринских хроматид под дей- 
ствием экзонуклеаз приводит к образованию выступающих 3’-концов. 

3. Затем одна из цепей взаимодействует с несестринской хроматидой и замещает 
в ней такую же цепь, которая, в свою очередь, образует гетеродуплекс с оставшимся 
одноцепочечным участком. Область спаривания расширяется, дополнительный 
синтез восполняет утерянную 
информацию. 

4. В результате возникает 

промежуточный продукт, со- 5 } 

держащий с обеих сторон от РЕ 

сайта двухцепочечного раз- =——ы 
рыва по две полухиазмы Хол- 

лидея. Кроме того, в его со- 23 ; 
ставе есть два гетеродуплекс- 3' —_ 

ных участка. 

5. Этот промежуточный 3 
продукт разрешается на ко- 3 ХХ 
нечные продукты рекомби- 5' 

нации под действием резоль- 3 

вазы, разрезающей полухиаз- 3 

мы либо в паре цепей, нахо- 485 

лящихся в точке перекреста, 5 вт: 
либо в интактной паре. 

Пока не ясно, как свобод- ееооверныю ооворные 
ные одноцепочечные участки ант ——=— 
находят другие хроматиды. 

Однако логически такой ход 

событий также может быть 
оправдан: сходные процессы Рис. 11.4. Модель Жостака. (Из: Глазер, Глазунов, 

должны протекать при репа- 199) 

Я 
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ации двухцепочечных разрывов. Первый контикг инициациирует сближение хро- 

атид и последующее образование синантонемного комплекса. Осповные этапы 

той модели получили экспериментальное подтверждение. Многими исследователя- 

1и показано, что специфические двухцепочечные разрывы связаны с «горячими» 

очками мейотической рекомбинации. Тем не менее, отдельные аспекты остаются не 

полне ясными. В частности, расположение гетеродуплексных участков ДНК в про- 

«жуточном продукте на поздних стадиях репарации. Согласно описанной выше мо- 

ли Дж. Жостака, они должны формироваться за счет обеих хроматид-участниц ре- 

‘омбинации, но по разные стороны от сайта инициации. Однако в эксперименталь- 

юм материале тетралы (группы из четырех хроматид, равные паре гомологичных 

ромосом) с такой конфигурацией практически отсутствовали, зато был выявлен 

‘ласс тетрад, не предсказываемый канонической моделью. Объяснение этому факту 

‘релложили Джилбертсон и Ф. Сталь. Согласно их модели (рис. 11.5), такое разре- 

нение промежуточного продукта возможно двумя способами. 

Пассивное разрешение. 

1. Вначале происходит расшепление одной (на схеме — правой) полухиазмы. При 

ном остаются незакрытыми два одноцепочечные разрыва. 

2. Оставшаяся нерасшепленная (левая) полухиазма перемещается путем мигра- 

ции ветвей в сторону сохранившихся одноцепочечных разрывов. 

3, Но лоетижении их полухиазма пассивно разрешается. Продукты будут прояв- 

ягь родительское сочетание маркеров, независимо от ориентации полухиазмы, ко- 
орая первой подверглась разрешению. Один из продуктов (именно он отсутствует в 

‘энонической модели Жостака) будет содержать гетеродуплекс. 

Активное разрешение. 

1. Под действием топоизомеразы, удаляющей супервитки, полухиазмы начинают 

ближаться. 

2. Это сближение достигает 
предельной степени (окружно- 

стью обозначена молекула топо- 

изомеразы). 

3. На заключительном этапе 

топоизомераза разрешает два го- 

молога и формирует те же, что и 

в случае пассивного разрешения, 

продукты. 

Идеи Джилбертсона и Сталя 

получили экспериментальное 
> ра подтверждение. Однако следует 

3 заметить, что в сравнении с ка- 
нонической моделью рекомби- 

национной репарации и описан- 

Рис. 11.5. Модель Джилбертсона-Сталя пас- ный выше вариант, и другие пред- 
зивнос (а) и активное (6} разрешение структу- лагаемые системы в плане репа- 
зы Холлидея. (Из: Глазер, Глазунов, 1999} рации, по-видимому, малоэффек- 

тивны и работают только в отсут- 
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ствие основного механизма. Тем не менес, детальное изучение молекулярных механиз- 
мов томологичной рекомбинации уже сейчас позволяет с полной уверенностью утвер- 
ждать, что процессы генетической рекомбинации и собственно репарации двухцепо- 
чечных разрывов неразделимы. И потомутермины «репарация двухцепочечных разры- 
вов ДНК», «рекомбинационная репарация», «рекомбинация» и «генная конверсия» 

(она будет рассмотрена дальше) достаточно часто используются в литературе для обо- 
значения одних и тех же процессов. 

Частота рекомбинации в разных точках хромосомы может различаться, порой зна- 

чительно. Как правило, этот показатель ниже в гетерохроматиновых районах, особен- 
но — вблизи уже произошедшего обмена. Существуют «горячие» точки рекомбинации. 

У бактерий примером такой точки может служить сй{-сайт — последовательность из 8 

нуклеотидов (5’-СОСТСОТСС), регулирующая экзонуклеазную и геликазную актив- 

ность гетеротримерного комплекса ВесВСР. При достижении белком ВесВСР сй!- 

сайта производится разрез (т.е. фермент работает как экзонуклеаза), субъединица ВесР 

высвобождается, а образовавшийся димер КесВС активно раскручивает спираль ДНК 
(ге. функционирует как геликаза). По-видимому, основная функция вышеназванного 

фермента — создать одноцепочечный участок и свободный 3’-конец. 

Другой очевидный стимул для рекомбинации — образование одноцепочечной 

бреши в ДНК в результате репликации на матрице с повреждением. Брешь, естест- 

венно, образуется напротив дефектного участка. В этом случае возможна рекомби- 

нация с другой, вновь синтезированной хромосомой, не содержащей повреждения 
и, соответственно, бреши. Обычно для осуществления рекомбинации в подобном 

случае требуется дополнительный одноцепочечный разрыв в неповрежденной ДНК. 
Дальнейший этап рекомбинации связан с деятельностью белка ВесА, который осу- 

щществляет ассимиляцию одноцепочечного участка (Япе-хгап@ ираКе ог япе- 

у(гапа аззитЙаНоп) — так называется процесс замещения одной из цепей ДНК в двух- 

цепочечной молекуле одноцепочечным участком. Этот процесс происходит всегда в 
одном направлении — 5” > 3’ по той цепи ДНК, комплементарная цель которой за- 

мещается, именно поэтому нужен хотя бы один свободный 3’-конец. 

Если взаимодействуют между собой две двухцепочечные молекулы ДНК (одна из 

которых содержит одноцепочечный участок), то вытесненная цепь, в свою очередь, 
образует дуплекс с ДНК издругой хромосомы, потерявшей своего партнера. Процесс 

вытеснения цепей продолжается с достаточно высокой скоростью -— 10—20 нуклеоти- 
дов в секунду. В реализации этого важного этапа рекомбинации, Участвуют продукты 
генов 7иъА и 8. Существующая структура не может быть постоянной, поскольку свя- 

зывает две различные молекулы ДНК. Разрешение этой ситуации возможно с помо- 
нью разрывов ДНК. В зависимости от того, какие иепи ДНК разрываются, образу- 

ется либо рекомбинантная структура, либо не рекомбинантная, но содержащая ко- 

роткие фрагменты гибридной ДНК вобеих хромосомах. Разрезание ДНК также осу- 

ществляется специальным белком, продуктом гена гиуС. 

111.4. КОНВЕРСИЯ ГЕНА 

Генная конверсня — это процесс нереципрокного переноса информации из одной 

хроматиды в другую. Очень хорошим молельтым объектом для изучения этого фено- 
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‘а служат пекоторые вилы низших грибов, например, Азсотусою», продукты 

Чоза которых ются в одной крупной клетке-сумкс, называемой аском (рис. 

№ 4}, располагаясь в линейном порядке. Если мы наблюдаем за гетерозитным 

аммом (Иа), то следовало бы ожидать распределение аллелей в 8 спорах аска 

ии комбинация может лишь поменять местами споры е разными аллеями 

че, На, 6}. В 1928 г. Г. Книи обнаружил у нейроспоры отклонение от ожидаемого 
цейжния. Гетерозиготы Аа иногда давали споры в соотношении ЗА : а или М: 
ии более редко — только А или только а. Такие же явления были отмечены в 1949- 

33 1: К. Линдегреном в опытах на дрожжах. 
ны Випклер, предложивший в [930 г. назвать этот феномен конверсией, пемтал, 
м оСлове его — наличие у гетерозигот наследуемых изменений (мутаций) напра- 

ы и характера, при которых переход одного аллеля в другой якобы иницииру- 

ы ее оиготным состоянием локуса. Но позже было установлено, что образова- 

и эеррантных асков не связано непосредственно с возникновением мутаций. А в 

Уи: М. Митчел обнаружила связь конверсии с кроссинговером и показала, что 
на Роетня рекомбинация может быть нереципрокной. Обнаружение аберраят- 
к ясков с соотношением спор 3:5 или 2:6 указывает на то, что мейотическому ле- 

ию предшествовало возникновение гетеродуплексных участков кроссинговера 

Диплоидное ядро 

Первое мейотическое деление 

Второе мейотическое деление 

Митотическое деление 
иобразование спор 

а 

ц 
| 

656996555 

Ри 
а &. 11,6, Мейоз и митоз в жизненном цикле Азсотусе$. 

за Ядро зиготы образуется при слиянии двух гаплоидных ядер. В результате сразу же вслед 

ток ИМ происходящих |-го и |-го деления получается четыре гаплоидных ядра, каждое из *0- 

сих Делится митотически, при этом ось веретена деления совпадает с продольной ссы 

м (аска). Таким образом, в одном аске после окончания деления в один располагаются 8 

но» Которые при помощи микроманипулятора можно выделить, (Из: Дубинин, 1986} ; б - 
дельные варианты распределения аллелей в аскоспорах гетерозиготных (Аа) 

ред. ПУСе: 1 и 2 - образуются в результате расщепления при |-м делении мейоза; Зи 4 {- 

каиощивоя, а также 5 и 6 (симметричные) - образуются при 1-м делении (Из: Захаров И 

‚ 1974) 
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Рис. 11.7, Механизм генной конверсии, (По: Льюин, 1987} 
Каждая нить - цепь ДНК (4 закрашенные - материнские, 4 не закрашенные - отцовские}. Ре. 
комбинация ведет к образованию гибридной ДНК в области, ограниченной на схеме пунктир- 
ным прямоугольником. Если коррекции подвергается одна гибридная молекула, соотношение спорваске - 35. Если одинаковым способом корректируются обе гибридные молекулы, т00%- 
отношение будет 2:8, 

между гомологичными материнской и отцовской хромосомами (рис. 11.7. Как вы- 

ЯСНИЛОСЬ при последующем изучении, протяженность этих участков может дости- 
гать | тли. 

Когда сочлененные участки гомологичных хромосом несколько различаются, 
могут произойти нарушения спаривания нуклеотидов, которые не останутся «иеза- 

меченными», Они будугисправлены системой репарации, предполагающей «сверку» 
ДНК и изменение одного из фрагментов ДНК по матриие другого. Под влиянием та- 
кой коррекции аллель В «превращается» в аллель в. Таким образом, изменение соот- 
ношения кояичества спорсразными аллелями водном аске означает, что один язал- 
лелей перешел вальтернативное состояние. 

Если первоначально конверсия гена рассматривалась только применительно к 
нарушению классического менделевского расщепления у Азсоттусетез, то в настоя- 

щее время этот термии имеет гораздо более широкое значение: его распространили 

13-4167 
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на весе процессы, включающие преврашение одного аллеля в другой путем коррек- 

ции рекомбинационного гетеролунлекса. Причем установлено, что конверсия (нере- 

циирокная гомологичная рекомбинация за счет коррекции неспаренных оснований 

в гетеродуплексе) происходит не только у прокарист, но и в половых, и в соматиче- 

ских клетках эукариот. В коррекции рекомбинационного гетеродуплексау Е. сой ис- 

пользуется описанный в предыдущей главе механизм репарации с участием генов си- 

стемы Ми!Н5Е О. Для части бактериальных белков этой системы выявлены гомологи 

уэзукариот (МНУЁН — МшН5Ё йото!08$, или РМУ — роз! теюйс зевтевайоп). Причем, 

у эукариот гомологи представлены целыми семействами, но не все их члены заняты 

в конверсии. Так из шести гомологов Мир у дрожжей в конверсии участвуют четы- 

ре: МУН], М5Н2, М5НЗ и М5Нб. У человека обнаружено 11 гомологов Ми, из них 

участие в конверсии установлено для одного (РМ52). Показано, что конверсия у про- 

кариот затрагивает неболыцие фрагменты ДНК (не более трех нуклеотидов). В слу- 

чае постмейотической сегрегации у эукариот изменяется несколько большая часть 

сна: от восьми до двенадцати нуклеотидов. Конверсия может иметь место и в случае 

митотической рекомбинации, но значительно реже. К общим закономерностям про- 

цесса конверсии следует отнести: 1) совместное конвертирование всех гетерозигот- 

ных маркеров, попавших в гетеродуплекс; 2) случайный выбор удаляемого основа- 

ния из двух неспаренных; 3) полярность — снижение частот конверсии разных алле- 

лей одного гена, начиная с определенной точки (чаще всего от одного конца гена к 

другому). Полярность указывает на наличие в хромосомах фиксированных точек на- 
чали рекомбинации. 

11.2. САЙТ-СПЕЦИФИЧЕСКАЯ РЕКОМБИНАЦИЯ 

В 1962 г. А. Кэмпбелл, исследуя интеграцию генома фага А в хромосому ЕЁ. сой, обна- 

ружил, что встраивание происходит в одном, строго определенном сайте бактериаль- 
ной хромосомы. Это наблюдение положило начало изучению механизмов рекомби- 
нации между молекулами ДНК с низким уровнем гомологии или с полным ее отсут- 
ствием. Различают два типа сайт-специфической рекомбинации: двойную, или соб- 

стленно сайт-специфическую (оба рекомбинирующих дуплекса ДНК несут послело- 

вательности, специфично распознаваемые ферментами рекомбинации), и одиночную 
(такие последовательности находятся только в одном из дуплексов ДНК), называе- 

мую незаконной. Различия между сайт-специфической и незаконной рекомбинаци- 

ей пе четкие и связаны со степенью сходства нуклеотидных последовательностей, 
участвующих в данном процессе, 

Обязательное условие сайт-специфической рекомбинации — наличие короткого 

(около 10 п.н.} участка гомологии у двух взаимодействующих молекул ДНК. Процесс 

обеспечения специфическими ферментами — рекомбиназамн, распознающими обла- 
сти гомологии и катализирующими обмен генетическим материалом. Эти ферменты 
могут быть подразделены на две основные группы: топонзомеразы (Хег, Сге, ШУИХв) 
и резольвазы (Тп-резольвазы, инвертазы). 
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В результате сайт-специфической рекомбипации образуются два типа продуктов, 
Если рекомбинирующие участки ориентированы противоположно (АВ и ВА), то ре- 

комбинантный сегмент окажется инвертированиым. Если же сайты рекомбинации 

ориентированы в одном направлении (АВ и АВ), результатом обмена будет делеция 

вышеназванного сегмента и образование кольцевой молекулы из оставшейся ДНК. 

Иначе говоря, рекомбинация инвертированных повторов порождает инверсию уча- 

стка гомологии, а прямых — его делецию. 

Наиболее подробно она исследована при взаимодействии бактериофага А, с коль- 

цевой хромосомой Е. сой. При попадании фаговой частицы в бактериальную клетку 

события могут развиваться двояко, В первом случае ДНК фага остается в виде неза- 

висимо реплицирующейся кольцевой структуры и при размножении частиц фагали- 

зируют клетку-хозяина (литический цикл). Во втором случае фаговая ДНК встраива- 

ется в бактериальную хромосому и реплицируется вместе с ней, те. фаг переходит в 

неактивное состояние — профага. Однако это состояние нестабильное: при опреде- 

ленных условиях происходит индук- 
ния — профаг вырезается и вступает в Корова хромосома 

литический цикл. 

Переход из одного состояние в дру- 

гое основан на смене процессов инте- 

грации и вырезания (рис. 11.8). Инте- Специфический сайт 
грация (встраивание) происходит все- Бактериальная присоединения 

гда по одним и тем же сайтам в бакте- хромосом и бактериофага 

рии и фаге — аи (от англ. айасйтет — 
прикрепление). Этот участок гомоло- 

гииу Е. со! локализован между оперо- 

нами за! и Бю, обозначается как ай8 и 

состоит из 30 пар нуклеотидов. Он 

имеет центральный элемент длиной 

всего 15 пар нуклеотидов, который и 
Интеграза 

участвует в рекомбинации. Структура разрезает 
сайта рекомбинации у Е. сой стандарт- ДНК обеих 
но обозначается как ВОВ’, где Ви В’ — ет 
противоположные концы бактериаль- их заново 
ной ДНК центрального элемента. Сайт 

рекомбинации бактериофага (аиР} 
имеет центральный район того же, что 

иуЕ. сой размера и обозначается как 

РОР’. Однако фланкирующие после- 

довательности с обеих сторон от айР 

имеют большое значение, так как со- 
держат связующие сайты для ряда бел- 
ков, необходимых при протекании ре- 

А-интеграза, 

25 
Отсоединение 
интегразы 

ДНК бактериофага, встроенная 
в бактериальную хромосому 

комбинации. Плечо Р имеет длину 150 рис. 11.8 Сайт-специфическая рекомбина- 

пар нуклеотидов, а Р’- 90. Таким обра- ция. Встраивание ДНК бактериофага А. в бак- 
зом бактериальный и фаговый сайты — териальную хромосому. (Из: Жимулев, 2002) 
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имеют полную гомологию в центре (соге), но различаются по краям. Полный размер 

последовательностей, принимающих участие в механизме обмена — =240 п.н. Если 

удалить сайт айВ избактериальной хромосомы, эффективность встраивания снизит- 

ся в 1000 раз, причем вторичные сайты встраивания будут похожими на первичный. 

Интеграция осуществляется с помощью продукта фагового гена 1! и бактериально- 

го белка [НЕ (от англ. пиезгайоп йо! Гастог). Белок Ши (интеграза) вовлечен также в 

процесс вырезания. Однако основная роль злесь принадлежит эксцизазе — белково- 

му продукту фагового гена хё. 

Интеграза обладает топоизомеразной активностью: она формирует ковалентную 

связь с ДНК втех же местах, где и разрывает ее. Интеграза делает одноцепочечный 

разрез в суперскрученной ДНК, благодаря чему осуществляется свободное вращение 

и улаление супервитков. Разрезание и воссоединение цепей, приводящее к рекомби- 

нации, может протекать с образованием промежуточной формы, подобной структу- 

ре Холлидея с очень коротким дуплексным участком. Особенность сайт-специфиче- 

ской рекомбинации состоит в том, что белки, участвующие в ней, имеют сродство к 

определенной последовательности ДНК. В процессе встраивания генерируются все- 

да одинаковые, липкие концы (неинвертированные повторы), по которым и проис- 

ходит встраивание. Интегрированный в результате рекомбинации профагфланкиро- 

ван двумя послеловательностями: левая имеет структуру ВОР’, а правая — РОВ’. Та- 

ким образом, механизм сайт-специфической рекомбинации значительно отличается 

от механизма гомологичной рекомбинации. 

11.3. НЕЗАКОННАЯ РЕКОМБИНАЦИЯ 

Одиночная сайт-специфическая рекомбинация (незаконная) связана с мобильными 

генетическими элементами (МГЭ}, рассмотренными в гл. 4. Напомним только, что к 

ним относятся 15$ (от англ. изегоп зедиепсез) элементы, или вставочные последова- 

чельности, и транспозоны — мобильные элементы, которые могут самостоятельно 
перемещаться из одного места генома в другое без использования промежуточной, 

независимой формы (такой, как плазмида). Их перемещение не связано с гомологи- 

ей последовательностей. Оба типа мобильных элементов: [5-последовательности и 

тринспозоны обнаруживаются в геноме прокариот и могут присутствовать в плазмидах. 
Длина [$-элементов составляет примерно 1 000 п.н., на концах находятся корот- 

кие инвертированные повторы. [$-элемент встраивается в геном, и сайт встраивания 

(обычно несколько нуклеотидов, в среднем — 9) удваивается, фланкируя вставку в 

качестве прямого повтора. Обычно все пространство 1$ между повторами кодирует 

гранспозазу — фермент, осуществляющий транспозицию. Частота транспозиции со- 

ставляет 10-3—10-4 на элемент на поколение, вырезание происходит в 100 раз реже, 

чем инсерция. 

Существуют два механизма транспозиции: 
» репликативная транспозиция — увеличивает количество транспозонов, т.к. ис- 

ходный родительский транспозон остается на своем месте; нуждается в транспо- 
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Донорная ДНК 

Реципиентная ДНК 

Соединение двух молекул ДНК: 
кончики стрелок соответствуют 
$ - ОН концам, в которых 
происходит синтез ДНК 

Продукты синтеза ДНК 

Рекомбинация: 
ДНК - донор содержит транспозон, 
реципиентная ДНК имеет прямые 

——_<5\_ 282777 повторынаконцах транслозона 
——щи к ———— 

2 

Рис. 11.9. Незаконная рекомбинация. Модель Шапиро. (Из: Фогель и Мотульски, 1990) 

зазе (взаимодействует с концами родительского транспозона} и резольвазе (взаи- 
модействует с дочерней копией); 

» нерепликативная транспозиция (транспозон физически перемещается); 
Согласно модели, предложенной в 1979 г. Дж. Шапиро (рис. 11.9) репликативная 

транспозиция осуществляется следующим образом: 
а) на двух концах транспозона/15-элемента (темные сегменты в верхней молеку- 

ле ДНК) двухцепочечная донорная ДНК разрезается рестриктазой; 

6) таким же способом «открывается» с противоположного конпа реципиентная 
ДНК. В области разрывов концы транспозона соединяются с выступающими концами 

разрыва реципиентной ДНК. При этом образуются две «вилки» со свободными 3'-ОН- 

группами, способными осушествлять функцию затравок репликации; 

в) затем в обеих вилках начинается полуконсервативная репликация МГЭ, про- 
должающаяся до момента встречи двух вилок и двух копий транспозона: одной — в 
исходном положении, другой — встроенной в структуру реципиентной ДНК. Репли- 

кация сопровождается дуплицированием небольшого участка реципиентной ДНК, 

копии которого оказываются расположенными по обе стороны встроенного МГЭ; 
г) после этого происходит сайт-специфическая реципрокная рекомбинация (по 

внутреннему сайту разрешения — 185). В итоге ДНК-донор содержит транспозон, а 
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Тп 

С = СО 
Разрезание Перемещение 
молекул ДНК транспозона 
донора и е молекулу ДНК 
реципиента реципиента 

М с 

Соединение двух Дополнительное 

молекул ДНК разрезание 

молекулы ДНК 

н тп донора 

2ис. 11.10.Нерепликативная (консервативная) транспозиция (По: Вго\жп, 2002). 
Тополнительное разрезание молекулы ДНК донора приводит к вырезанию транспозона и 
сремещению его в ДНК реципиента 

еципиентная ДНК — транспозон и фланкирующие последовательности, состоящие 
з прямых повторов. 
Таким образом, при внедрении мобильного элемента встраивается не он сам, а 

го копия. Транспозиция проходит через образование коинтеграта, которое приво- 
ит к слиянию двух репликонов, содержащих по одной копии транспозона на каж- 
ом из стыков, и завершается разделением коинтеграта при участии резольвазы. 
тапы консервативной транспозиции представлены на рис. 11.10. Строго говоря, 

занспозиция — это не тип рекомбинации, а процесс, в ходе которого сегменты ДНК 
среносятся из одной хромосомы в другую с помошью рекомбинации. 

11.4. ЗНАЧЕНИЕ РЕКОМБИНАЦИИ 
Южно выделить два наиболее важных процесса, где рекомбинация играет значи- 
‚льную роль. Во-первых, это рекомбинационная репарация ДНК, которая особен- 
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но важна в тех случаях, когда возможна иклеря информации за счет повреждения 
обеих ценей ДНК. Примером такого рода является образование одноценочечной 
бреши во время репликации напротив нерсиарированного повреждения. Подобная 
ситуация не может быть исправлена безошибочно без привлечения другой молекулы 
ДНК. Исследование рекомбинации у бактерий и одноклеточных эукариот позволя- 

ет предположить, что основное значение этого процесса — обеспечение репарации в 
тех случаях, когда поврежлены обе цепи ДНК. 

Во-вторых, как одна из составляющих комбинативной изменчивости, рекомби- 
нация вносит сушественный вклад в увеличение генетического разнообразия. В ча- 
стности, процессы незаконной рекомбннации сопряжены с транспозицией МГЭ и 

вирусов, а также могут способствовать внедрению чужеродной ДНК. Кроме того, из- 

вестен ряд заболеваний, возннкающих у человека вследствие некорректной гомоло- 
гичной рекомбинации. 

В геноме человека встречаются области протяженной гомологии, особенно часто 

возникающие вследствие дупликации (удвоения) относительно крупных фрагментов 
ДНК. Один из примеров такого рода — дупликация фрагмента ДНК, содержащего 

гены СУР21 и ген комплемента. В ходе эволюции одна из копий, СУР27А, накопила 

наследуемые изменения (мутации) и стала неактивной (образовался, так называе- 
мый, псевдоген). В результате высокой степени гомологии псевлогена СУР2 /А и ак- 

тивного СУР27В гена рекомбинация в гомологичных хромосомах может пойти по пу- 

ти конверсии с перемещением участка гена СУР21В на СУР2/А. Либо может возник- 

нутьделеция гена СУР27В. Отсутствие активного гена в геноме приводит кадреноге- 

нитальному синдрому с гиперплазией коры надпочечников, вызванной недостаточ- 
ностью 21-гидроксилазы. 

Во многих случаях причиной недостаточности 21-  тидроксилазы являются мута- 

ции, произошедитие в результате генной конверсии. Доказательством служит то, что 

практически все точковые мутации в этом гене соответствуют нормальной послело- 
вательности псевдогена. 

Другим примером может служить дупликация гена миелинового белка РМР22, 

которая происходит в результате гомологичной рекомбинации между крупными по- 
вторами (ВЕР), которые фланкируют область 1.5 млн.п.н., содержащую ген. Эта ду- 

пликация — наиболее частая причина невральной амиотрофии Шарко-—-Мари-—Тус. 

Делеция гена миелинового белка РМР22 приводит к менее тяжелому заболеванию — 

наследственной нейропатии. Более подробно эти заболевания рассмотрены в 

части |. Медицинская генетика. . 
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РЕГУЛЯЦИЯ ГЕННОЙ 
АКТИВНОСТИ 

Геном эукариот — это сложно организованная система, в которой чередуются коди- 
рующие и некодирующие нуклеотидные последовательности ДНК. Главную функ- 

цию — передачу наследственных признаков от одного поколения к следующему вы- 
нолняют кодирующие участки генов — экзоны. Число генов у различных видов пока 
еше точно не определено. У человека по последним оценкам оно равно примерно 
35 000. Последовательности генов, кодирующих белки, составляют всего 3% от сум- 

марной ДНК генома. К некодирующим последовательностям относятся интроны, ре- 
гуляторные участки в 5”- и 3’-концах генов, энхансеры (усилители транскрипции) и 

гайленсеры (участки, ослабляющие транскрипцию). Кроме того, некодирующими 

являются различные варианты повторов в сателлитной ДНК, расположенные в при- 

центромерных и теломерных районах хромосом. Согласованное действие всех пере- 
численных элементов генома, определение времени активации/репрессии генов на 
разных эталах онтогенеза, участие регуляторных последовательностей в определе- 
пии активности не только конкретного тена, но и других генов — все это предпола- 
тает сложную систему регуляции экспрессии генетического материала. 

Сушествуют различные варианты контроля генной активности, Так, постоянным 
уровием экспрессии генов обеспечивается конститутизный синтез белка у прокари- 

г и эукариот. В случае другого — индуцибельного варианта, белок синтезируется по 
мере необходимости за счет механизма индукции/репрессии транскрипции соответ- 
лвующих генов. Для осуществления регуляторных функций в клетке используются 
лециальные регуляторные белки, кодируемые генами, которые также называются 
эвтуляторными. 

12.1, РЕГУЛЯЦИЯ ГЕННОЙ АКТИВНОСТИ 

НА УРОВНЕ ТРАНСКРИПЦИИ 

ранскрипция — передача генетической информации с ДНК наРНК — достаточно 
юдробно описана в различных учебниках биохимии. Остановимся только на ос- 

овных особенностях этого процесса, осуществляемого с помощью ферментов и 

елковых факторов. . 

Ферменты и белковые факторы транскрипции. Ключевой ферменттранскрипции — 

›НК-полимераза. У прокариот она состоит из пяти субъединиц, одна из которых 
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(в-субъединица) предназначена для инициации транскрипции, а другие — для се 

элонгации. У эукариот обнаружено три РНК-нолимеразы, их локализация в клетке 

и фуикции различны. РНК-полимераза [| выявляется в ядрышке и ответственна за 
транскринцию РРНК, РНК-полимераза И находится в нуклеоплазме и обеспечивает 

240% клеточной активности. Она ответственна за синтез гетерогенной ядерной 

РНК (тяРНК) — предшественника мРНК. РНК-полимераза Ш локализована в нук- 

леоплазме и осуществляет синтез малых ядерных РНК, тРНК и 5ЗРНК. Однако мно- 

гие малые РНК транскрибируются РНК-полимеразой П. За раскручивание ДНК на 

участке, подлежащим транскрибированию, а также спирализацию ДНК после окон- 

чания синтеза РНК иотсоединение транскрипта отДНК отвечают ДНК-топоизоме- 

разы. В процессе аутосплайсинга задействованы рибозимы РНК с ферментоподоб- 

ной активностью. 

Убактерий РНК-полимераза связывается непосрелственно с промотором, ауэукари- 
огдля этогонеобходимо присутствие дополнительных белков. Белки, которые помогают 

РНК-полимеразе узнать промотор, называют факторами транскрипции (ТЕ — от англ. 

тапзстриоп дастог). В отличие от “-фактораони могут присоединяться к ДН К независимо. 

Например, белок ТВР связывается с ТАТА-боксом промотора, МЕ-Е[Г-эритроид-специ- 

фический фактор; ТЕ-П-факторы образуют базальный транскрипционный комплекс с 

РНК-полимеразой П, ТЕ-Ш — сРИК-полимеразой И. 

12.1.1, ЭТАПЫ ТРАНСКРИПЦИИ 

Транскрипция, как и другие процессы синтеза биополимеров, состоит из следующих 
этапов: инициации, элонгации и терминации. Инициация важнейший этап, во время 

которого осуществляется регуляция процесса транскрипции. 
РНК-полимераза прокариот выбирает матричную цепь, находит промоторный 

участок (структура его описана ниже) и локально расплетает пепи ДНК. Носле обра- 

зования гибридного ДНК/РНК-олигонуклеотида одна из субъединиц, называемая 

сигмой, отделяется от РНК-полимеразы. Следующий этап — элонгация, как и все ма- 

тричные процессы, проходит в направлении 5'-> 7. Синтезируемая вновь молекула 

РНК комплементарна матричной цепи. РНК-полимераза осуществляет элонгацию 

цепи РНК путем присоединения рибонуклеозидмонофосфатов из рибонуклеозид- 

трифосфатов: АТР, СТР, ОТР, СТР. у 
Убактерий частично синтезированная молекула РНК соединяется с рибосомами, 

иеше до окончания процесса транскрипции с 5’-конца начинается трансляция. На 
З’-конце находятся терминаторные последовательности ДНК, ответственные за пре- 
крашение транскрипции. У прокариот существует два типа термииацни: р-зависимая, 
требующая участия р-факторов, и р-независимая. После окончания транскрипции, 

как у прокариот, так и у эукариот происходит цепь биохимических реакций, которая 
приводит к созреванию молекул предшественников: транспортной РНК (пре-тРНК) 

и рибосомной РНК (пре-рРНК) и пре-мРНК (только у эукариот). Совокупность ре- 

акций, приводящая к формированию зрелой (готовой к трансляции) молекулы 
мРНК, пазывается процессингом. 
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Особенности транскрипции у эукарног. Процессинг мРНК. Процессинг включает 

следующие преобразования молекулы мРИК: 1[} метилирование и кэпирование; 2) 

полиаденилирование; 3) сплайсинЕ 

Эукариотические мРНК нссут, как правило, на 5’-конце дополнительную груп- 

пу: КЭП-модифицированный в 7-положении метилированный остаток гуанозин- 

5'-трифосфата, соединенный с концевым нуклеозидом 5’—5’-способом. Кэпирова- 

ние РНК осуществляется ферментами: гуанилтрансферазой и мегилтрансферазой. 

Нредполагают, что КЭП необходим для регуляции трансляции и для стабилизации 

мРНК, (он предохраняет ее от действия 5’-экзонуклеаз). К. 3’-концу РНК после за- 

вершения ее синтеза с помощью фермента поли(А)-полимеразы присоединяется 

носледовательность полиадениловой кислоты. Этот процесс называют иолиаденили- 

рованием. Остальные варианты преобразования пре-мРНК: вырезание интронов и 

сшивание экзонов (сплайсинг) в эукариотических генах, а также образование раз- 

личных сочетаний экзонов, входящих в зрелую мРНК (альтернативный сплайсинг) — 

описаны в гл. Зи4. 

Эукариотические мРНК в отличие от прокариотических стабильны втечение ча- 

сов и суток. Это объясняется, во-первых, стабилизацией 5^- и 3’-концов, а во-вто- 

рых, связыванием мРНК с белками (те. образованием информосом). Пре-мРНК. на 

всех стадиях процессинга и после него связана с белками. Информосомы могут быть 

ядерными и цитоплазматическими. Ядерные информосомы — это рибонуклеопро- 

теиновые (РНП) частицы с константой седиментации 30$. Посттранскрипционный 

вцутиялерный церенос пре-мРНК из ядра в цитоплазму осуществляется с помо- 

щью ядерных информосом. При этом переносе зрелой мРНК происходит замена 
спвя’хииных с мРНК белков. Ядерные информоферы (белковые глобулы) остаются в 

ялре, а мРНК после перехода в цитоплазму объединяется с новыми белками, обра- 

зуя цпитонлазматические информосомы. Цитоплазматические информосомы не 

обизательно транслируются, те. могут быть свободными. 

12.1.2, РЕГУЛЯЦИЯ ТРАНСКРИПЦИИ У ПРОКАРИОТ 

Единицей транскрипции у прокариот могут быть отдельные тены, но чаще они ор- 
ганизованы в структуры, называемые оперонамн. В состав оперона входят располо- 
женные друг за другом структурные гены, продукты которых обычно участвуют вод- 
ном и том же метаболическом пути. Как правило, оперон имеет один набор регуля- 

торных элементов (регуляторный ген, промотор, оператор), что обеспечивает 

координацию процессов транскрипции генов и синтеза соответствующих белков. 
Нромотор — это участок ДНК, ответственный за связывание с РНК-полимеразой. В 

случае прокариот, наиболее важными для регуляции транскрипции являются после- 
довательности, обозначаемые «—35» и «— 10». Нуклеотиды, расположенные до ини- 
циирующего кодона («вверх по течению») записываются со знаком «—» ‚ а со знаком 
«+» — все нуклеотиды, начиная с первого в ининиируюшем кодоне (стартовая точ- 
ка). Направление, в котором продвигается процесс транскрипции, называется «вниз 
потечению». Последовательность, обозначаемая «—35» (ТТОАСА), отвечает заузна- 
вапие промотора РНК-полимеразой, а последовательность «—10» (или бокс Приб- 
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нова) является тем участком, с которого пачипается раскручивание двойной спира- 
ли ДНК. В состав этого бокса наиболее часто иходят основания ТАТААТ Такая пос- 

леловательность оснований чаще всего встречается в промоторах прокариот, ее на- 
зывают консенсусной. В состав ТАТА-бокса входят аденин и тимин, между которыми 

имеются только две водородные связи, что облегчает расплетание цепей ДНК вэтом 
районе промотора. В случае замен пар оснований вуказанных последовательностях про- 
мотора нарушается эффективность и правильное определение точки начала транскрип- 
ции, с которой фермент РНК-полимераза начинает синтез РНК. У прокариот наряду с 

промотором имеются и другие регуляторные участки: это активатор и оператор. 
Оператор — участок ДНК, с которым связывается белок-репрессор, мешая РНК- 

полимеразе начать транскрипцию. В лактозном опероне левая часть промотора (ак- 
тиватор), связывается с белком-активатором катаболизма (БАК, или САР ванглий- 

ской терминологии, саабоШе аспуагог реет), а правая часть — с РИК-полимеразой. 

БАК-белок в отличие от белка-репрессора играет позитивную роль, помогая РНК- 

полимеразе начать транскрипцию. Возможны различные варианты взаимодействия 
регуляторных участков с ферментами и регуляторными белками, а последних - с моле- 
кулами, называемыми индукторами (эффекторами). 

12.1.3, НЕГАТИВНАЯ И ПОЗИТИВНАЯ РЕГУЛЯЦИЯ 
ГЕННОЙ АКТИВНОСТИ 

В зависимости от характера взаимодействия оператора и регуляторного белка у про- 
кариот различают два типа регуляции активности генов в опероне: негативную и по- 
зитивную (рис. 12.1). При негативной, или отрицательной, регуляции связывание ре- 

гуляторного белка с оператором репрессирует работу оперона, а при позитивной — 
наоборот, активирует его . В свою очередь негативной и позитивной могут быть как 

индукция, так и репрессия. В случае негативной индукции индуктор делает регуля- 
торный белок неспособным связываться с оператором, и при этом структурные гены 

транскрибируются как, например, в лактозном опероне. При негативной же репрес- 
сии регуляторный белок приобретает свойства репрессора после взаимодействия с 

корепрессором. Таким корепрессором в трилтофановом опероне служит накоплен- 

ный в клетке триптофан, взаимодействие его с регуляторным белком приводит к пода- 
влению транскрипции. При позитивной, или положительной, индукции под влиянием 

индуктора регуляторный белок (апоиндуктор) связывается с оператором и помогает 

РНК-полимеразе начать транскрипцию. В случае же позитивной репрессии корепрес- 

сор инактивирует апоиндуктор и тем самым способствует прекращению транскрипции. 
Поскольку при транскрипции оперона, состоящего из нескольких структурных 

генов, образуется один общий транскрипг в виде молекулы полицистронной мРНК, 

все эти гены экспрессируются координированно. 
Лактозный оперои. Наиболее хорошо изученный способ регуляции транскрипции 

у бактерий — негативная регуляция с использованием белков-репрессоров, которая 
обычно рассматривается на примере [ас-оперона (рис. 12.2). Протяженность лактоз- 

ного оперона вместе с регуляторным геном составляет 6000 п.н. Между регулятор- 
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12.2. РЕГУЛЯЦИЯ ЭКСПРЕССИИ ГЕНОВ ЭУКАРИОТ 

Регуляцию активности у эукариот можно подразделить на специфическую и неспе- 
цифическую. Специфическая регуляция проявляется в активации или инактивации 
транскрипции с отдельных генов с участием промоторов, энхансеров, сайленсеров. 

12.2.1. СПЕЦИФИЧЕСКАЯ РЕГУЛЯЦИЯ ГЕННОЙ АКТИВНОСТИ 

Промоторы. Регуляция экспрессии генов эукариот основана на тех же принципах, 
что и у прокариот, хотя существуют и различия. Во-первых, как уже упоминалось, у 
эукариот нет оперонов, и каждый ген представляет собой независимую транскрия- 
ционную единицу. Промоторы эукариот несколько отличаются от прокариотиче- 
ских по структуре. Функционально наиболее важные последовательности в промо- 
торе эукариотического гена находятся в положениях «—25» (бокс Хогнесса) и «—75». 

Есть и другие участки, более удаленные от стартовой точки транскрипции (рис. 

12.3). 
Другую структуру имеют промоторы генов транспортных, рибосомных РНК и 

55РНК. Прежде всего, эти промоторы внутренние, поэтому перед номерами их ну- 

клеотидов ставится знак «+». Промотор гена тРНК представлен на рис. [2.4. В про- 

моторе генатРНК имеются А- и В-боксы. Установлены их канонические последова- 

тельности. При уменьшении расстояния между боксами транскрипция снижается 
или полностью прекращается. Замена всего одного нуклеотида в В-боксе в положе- 
ния 56 СС > ОСвТхС петле искажает правильную структуру тРНК. Регуляторная 

область гена 5$ имеет сходную структуру. Она расположена между +50- и + 90-нук- 

леотидами и также имеет А- и С-боксы (рис. 12.5). 

'Энхансеры. Среди регуляторных элементов эукариот выделяют энхансеры, которые 

обычно располагаются достаточно далеко от регулируемого гена. Предполагается, что 
сближение энхансера и промотора достигается в результате образования между ними 
истли ДНК, при этом белки-активаторы, «узнающие» энхансер, могут непосредственно 
взаимодействовать с транскрипционным комплексом. 

Энхансеры — усилители транскрипции — обладают следуюшими свойствами: 

® могугнаходиться как в 5', так и в 3’-областях, атакже в интронах и даже назначительном 

расстоянии от промоторов; 
® активируют гены независимо от ориентации; 
® один энхансер может активировать различные гены; 
®_ действие их может быть ткане- и видоспецифичным; 

®_ энхансеры доступны действию различных белков, в том числе и гормонов. 

Рис. 12,3. Структура промотора эукари- 
ССААТ-бокс отического гена. 

Функционально наиболее важные участки 
расположены в положениях «-25» {бокс Хог- 

несса) и «-75» 
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Рис. 12.4. Структура нромо- 
тора гена транспортной РНК 
(По; Сингер и Берг, 1998) 

Рис. 12.5. Промотор ге- 
па 5$-рРНК (По: Сингер 
и Берг, 1998) 
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Сайленсеры — ослабители транскрипции — являются негативными элементами по 
отношению к транскрипции. Они так же, как н энхансеры, функционируют в цис- 
положении и могут оказывать свое действие на большом расстоянии от гена и при 
разной ориентации по отношению к нему. 

Транскрипционные факторы. Многоклеточные эукариоты состоят из различных 

типов клеток, разнообразие которых обусловлено дифференциальной экспрессией 
енов, определяющих образование тканеспецифических белков. Один из механиз- 

мов, лежащих в основе дифференциальной экспрессии, — регуляция процесса 
транскрипции. 

Так, изучено влияние регуляторных белков на активность промотора альбумино- 
вого гена АРВ млекопитающих, функционирующего в клетках печени. Левее старто- 

вой точки расположены: последовательность промотора ТАТА {определяющего на- 

чало транскрипции, но не частоту инициации этого процесса) и последовательность 
ССААТ (влияющая на эффективность транскрипции). Тканевая специфичность оп- 
ределяется взаимодействием специфических факторов транскрипции со вспомога- 
тельными последовательностями промотора РЕ, РЁ, РЕП, н РЕШ {рис. 12.6). Пос- 

ледовательность РЕ умыши (из 13 нуклеотидов) служит сайтом связывания для тка- 
неспецифического белка печени — НМЕ!. С последовательностью ОЕ! взаимодейству- 

етбелок СВР ас РЕП — МЕ. Этибелки не обладают специфичностью, их роль — акти- 

вация процесса транскрипции. Пока не ясно, каким образом взаимодействуют специ- 

фические и неспецифические белки в регуляторной области гена АЁ.В. 

Установлены сайты связывания регуляторных белков в промоторе гена В-интер- 
ферона 1ЕМ. Промотор этого гена находится между парами оснований —204 и +1. 

Левее ТАТА-бокса расположены последовательности пяти элементов, две из кото- 
рых (МКОГи МКР?) ответственны за негативную регуляцию, а три (РЕОТ, РЕБИ и 

РЕРШ) способствуют активации транскрипции при присоединении к ннм соответ- 

ствующих белков. Механизм смены этих процессов пока не изучен. 
Факторы траискрипции и ядерный матрикс. Ядерный матрикс был открыт в 50-е 

годы прошлого века И.Б. Збарским. Эта структура состоит из нерастворимых белков. 

Именно на нем происходит процесс транскрипции и созревания пре-мРНК. Пока- 
зано, что факторы транскрипции, соединяясь с ядерным матриксом, обеспечивают 
правильное пространственное расположение промоторных и энхансерных участков 
генов (рис 12.7). Они взаимодействуют с ДНК в участках связывания с матриксом и 
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Рис. 12.6. Взаимодействие специфических факторов транскрипции со вспомогатель- 
ными последовательностями промотора альбуминового гена 41.8: РЕ, РЕ], ОЕН, и 
ПЕ. (По: Сингер и Берг, 1998) 

Чоследовательность РЕ служит сайтом связывания для белка НМЕ1, присутствующего только 

‚клетках печени. Белки МЕ-\, СТЕ/МЕТ и СВР участвуют в активации различных клеточных и ви- 

зусных промоторов 

Петля хроматина 

Рис. 12.7. Схема взаимодействия связан- 

ных с ядерным матриксом факторов транс- 
крипции с петлей ДНК и белкамн ядерно- 
го матрикса. (Из: Н. Съяксте, Т. Съяксте, 
2001) 
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Рис. 12.8. Транскрипционные регулятор- Г ий 

ные факторы и и 

другими белками ядерного матрикса, которых выявлено не менее 50, К.ним относят- 

ся белки, связывающиеся с ДНК посредством «цинковых пальцев» {5Р-1, МУТ!, 

МЕЛ, АТКХ); белки, связывающиеся с ДНК с помощью «лейциновой застежки- 

молнии» (С/ЕВР, АТЕ, УУ-1); рецепторы стероидных гормонов и ассоциированные с 

ними факторы; белки с НМО-доменом (НМСТ, НМО2, НМС14, НМСИ, АУТ -1В, 

ММР?2) и многие другие. 

Часто транскрилционные регуляторные факторы имеют специфическую струк- 
туру, например, структуру типа «цинковых пальцев». Она характеризуется аминокис- 
лотными петлями, имеющими в основания два цистеина в одной части петли и два 
гистидина — в другой, связанные ионом цинка (рис. 12.3). Наряду с такими фермен- 

тами как РНК-полимеразы и топоизомеразы, в клетках эукариот присутствуют раз- 

личные регуляторные белки, взаимодействующие с промоторами, энхансерами и 
сайленсерами. Таким белком является Р1, взаимодействующий с ССОССС-блоком 

иядерный фактор, связывающийся с СААТ-блоком. Нуклеосомы вактивном хрома- 

тине соединены с белками НМС Ми НМС 1. 

В научной литературе обсуждаются различные гипотезы, объясняющие, как 

РНК-полимераза может транскрибировать хроматин. В соответствии с одной из них, 

нуклеосома разворачивается, половинки ее сердцевины разъединяются, РНК-поли- 
мераза транскрибирует ДНК, а затем половинки*нуклеосомы опять складываются. 

Согласно другой модели, РНК-полимераза транскрибирует витки ДНК, которые ну- 

клеосома сбрасывает по очереди: сначала один виток, а затем — другой. 
Метилирование основаиий ДНК, Значительную роль в регуляции экспрессии ге- 

нов у эукариот может играть метилирование ДНК (обычно по 5-му углероду цитози- 

на). Неактивные гены содержат относительно много метильных групп. Состояние 
повьтшенного метилирования может стабильно поддерживаться в течение многих 
поколений клеток. Для этого существует специальный механизм, обеспечивающий 
присоединение метильных групп в местах, аналогичных тем, где уже произошло ме- 
тилирование в другой цепи. Механизм действия метильных групп заключается втом, 
что они нарушают взаимодействия ДНК-—белок. Выступая в болыную бороздку 

ДНК, мегильные группы препятствуют связыванию транскрипционных факторов. 
Крометого, метилированные районы ДНК могут взаимодействовать с транскрипци- 

онными репрессорами типа МеСР2, являюшегося составной частью белкового регу- 

ляторного комплекса. 
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Импринтинг. Феномен импринтинга демонстрирует роль метилнрования в регу- 
ляции экспрессии генов. Суть этого феномена заключается в том, что аллели, унас- 
лелованные от отца и матери, экспрессируются по-разному. Согласно одной из ги- 
иотез, это связано с различным метилированием аллелей при образовании половых 
клеток. Подробно болезни импринтинга рассмотрены в части Н. Медицинская 

генетика. 
Другой пример влияния метилирования на активность генов — лайонизация од- 

ной из Х-хромосом у женщин. Гены инактивированной (лайонизированной) хромо- 

сомы почти все метилированы. 

12.2.2. НЕСПЕЦИФИЧЕСКАЯ РЕГУЛЯЦИЯ ГЕННОЙ 
АКТИВНОСТИ 

Этот тип регуляции может проявиться на разных уровнях организации генетическо- 

го материала (генном, хромосомном, геномном). 

Примером неспецифической регуляции на генном уровне может служить потеря 

активности любого гена, попавшего в гетерохроматин, при этом наблюдается так 

называемый «эффект положения генов». Так, у гетерозиготных самок »*/м проявля- 

ется аллель зййе из-за потери активности нормального аллеля вследствие переноса 

его в принентромерный тетерохроматин с помощью инверсии (см. рис. 5.3}. 
Примером регуляции активности генов на хромосомном уровне является потеря 

активности генов в половом хроматине, т.е. в гетерохроматизированных половых 

хромосомах. Факультативная гетерохроматизация достигается в этих хромосомах за 

счег плотной упаковки хроматина. Вследствие такой конденсации гены, локализо- 

ванные в этих половых хромосомах, не транскрибируются. 

В ходе развития может быть инактивирован и весь геном. У диплоидных самцов 

мучнистого червеца Р/апососсиз с’И теряютактивность все «отцовские» хромосомы, 

которые также, как и половые хромосомы у млекопитающих, способны к факульта- 

тивной гетерохроматизации. Самцы этого вида имеют эухроматиновый материн- 

ский набор хромосом и гетерохроматиновый гаплоидный набор, полученный от отца, 

нто время как у самок активны оба набора хромосом, поэтому самцы мучнистого чер- 

веца, несмотря на наличие диплоидного набора хромосом, функционально гаплоидны. 
Гетерохроматизироваться могут все хромосомы диплоидного организма (напри- 

мер, з эритроцитах у кур}. 

12,3. КОМПЕНСАЦИЯ ДОЗЫ ГЕНОВ 

У многих видов Х- и У-хромосомы резко различны по величине и по набору генов. 

В связи с этим дозы генов, локализованных в Х-хромосоме, у особей разных полов 

различны. Сушествуют механизмы компенсации доз этих генов. 
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1234. КОМПЕНСАЦИЯ ДОЗЫ ГЕНОВУ ДРОЗОФИЛЫ 
У дрозофилы единственная Х-хромосома самца направляет синтез такого же коли- 
чества генных продуктов, как и 06е Функционально активные Х-хромосомы самки. 
На цитологических препаратах политенных хромосом она выглядит значительно бо- 

лее рыхлой, чем Х-хромосомы самки или зутосомы. Повышенная разрыхленность 
структуры хромосом, как известно, тесно коррелирует с более высоким уровнем 
транскрипции. Кроме того,в Х-хромосоме самца обнаружено повышенное содержа- 
ние негистоновых (регуляторных) белков, составляющее порядка 80% от такового в 
двух Х-хромосомах самки. 

Оказалось, что с Х-хромосомами самцов ассоциированы специфические М$1- 

белки {продукты генов 15/1, т1з{-2, т5{-3 и те), которые в виде комплекса с белком 
МОЕ связываются со множеством УЧастков Х-хромосомы и тем самым обеспечива- 
ютее лекомпактизацию. Кроме М5Т-белков, важная роль в процессе декомпактиза- 
ции Х-хромосомы принадлежит специфически модифицированным гистонам 

НААс!6. Структурно они отличаются от обычных гистонов НА наличием ацетильно- 
го остатка у лизина в 16-м положении молекулы Н4. Полный набор М$1.-белков ас- 
сопиируется с Х-хромосомой самна, происходит ацетилирование лизина в молеку- 

лах гистонов НА и, как следствие, повыщается уровень декомпактизации этой хро- 
мосомы и активность ее транскрипции (рис. 12.9, вверху). 

Процесс дозовой компенсации так же, как и детерминация пола, у дрозофилы 
контролируется геном 5х1, продукт которого, ло-видимому, взаимодействует в пер- 

Комплекс 

№16 Ас16 Ас16 Ас16 

_ © 

| Ф> 
но — 1 ох 

Рис. 12.9. Взаимодействие компонентов процесса дозовой компенсации у дрозофилы, 
(Из: Ворр, 2000) 



212 

вую очередь с геном 51-2; в отсутствие продукта гена 5х! происходит экспрессия ге- 
на т5/-2. 

«Включающий» формирование пола по женскомутипу ген 5х/ подавляет в Х-хро- 

мосомах транскрипцию мРНК гена 715/-2. В результате белок М$Т.2 не синтезирует- 

ся, из-за чего не образуется полноценный комплекс М5Г.-белков и МОЕ-белка. 
Вследствие этого модификация гистонов Н4, необходимая для дополнительной де- 

компактизации ДНК, не происходит (рис. 12.9, внизу). 

12,3,2, КОМПЕНСАЦИЯ ДОЗЫ ГЕНОВ У МЛЕКОПИТАЮЩИХ 

Еще в 1949 г. М. Барр и Ч. Бертрам обнаружили в соматических клетках кошек-са- 

мок компактные глыбки хроматина, которые по имени одного из исследователей 

получили в дальнейшем название телец Барра. В 1961 г. М. Лайон, изучая действие 

генов Х-хромосомы у мышей Миз тизсииз, выдвинула гипотезу об отсутствии гене- 

тической активности у гетеропикнотических Х-хромосом, которые в различных со- 

матических клетках мышей могут быть либо материнского, либо отцовского проис- 

хождения. 

Согласно этой гипотезе, в случае гетерозиготности по генам, снепленным с по- 

лом, самки должны иметь мозаичный фенотип, поскольку содержат два типа клеток: 

одни — с мутантным, другие — с нормальным геном. Правильность этого предполо- 

жения для Х-хромосом других млекопитающих, и в частности, человека была бле- 

стяше продемонстрирована на целом ряде примеров практически сразу после вы- 

движения гипотезы . Так в эритроцитах женщин, гетерозитотных по гену недоста- 

точности глюкозо-6-фосфат-дегидрогеназы было обнаружено два типа клеток — с 

активным и неактивным ферментом. Подобный мозаичный фенотип был установ- 

лен по гену «недержания пигмента», по гену дефектной зубной эмали, а также по 

многим другим генам, локализованным в Х-хромосоме и отвечающим за Х-сцеплен- 

ные наследственные заболевания. Многочисленые цитологические и биохимиче- 

ские исследования последующихлет подтвердили гипотезу М. Лайон и расширили опи- 

сание феноменологии процесса, получивщего название лайонизации Х-хромосомы са- 

мок. Эффект лайонизации был продемонстрирован с помошью разных методов. В част- 

ности, при цветовой слепоте обнаружили пятна дефектного цветовосприятия, используя 

для освещения сетчатки узкий пучок попеременно то красного, то зеленого света. 

Современиая теория инактивации Х-хромосомы. Инактивация одной из родитель- 

ских Х-хромосом происходит в раннем эмбриональном развитии во всех соматиче- 

ских клетках самок млекопитающих. Она осуществляется путем гетерохроматиза- 

ции: инактивированные Х-хромосомы, превращаются в плотно конденсированные 

тельца и втаком виде располагаются обычно по периферии ядра. Они образуют в со- 

матических клетках гетеропикнотичные тельца Барра (половой хроматин). Фермен- 

ты транскрипции не могут работать на конденсированном хроматине, следователь- 

но, дозы функционирующих генов становятся одинаковыми как у сам цов, так иу са- 

мок. В случае полисомии по Х-хромосоме инактивируются все, кроме одной хромо- 

сомы, поэтому число телец Барра можно вычислить по формуле п-1, где п — число 

Х-хромосом (рис. 12.10). 
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Рис. 12.10 Половой хроматин (тельца Барра) в эпителиальных клетках слизистой шек у 
человека (По: МШет, 1964) 

а - отсутствие полового хроматина (кариотип 46, Х\); б — одно тельце Барра (кариотип 46, ХХ); 

в — 2 тельца Барра (кариотип 47, ХХХ или 47, ХХУ); г — 3 тельца Барра (кариотип 
48, ХХХХ или 48, ХХХУ); д — 4 тельша Барра (кариотип 49, ХХХХХ) 

Неактивное состояние одной из Х-хромосом, установившись однажды в раннем 
эмбриогенезе, клонально передается дочерним соматическим клеткам во всех после- 
дующих клеточных поколениях. Предполагают, что роль механизма, закрепляющего 
инактивацию, играет метилирование цитозинов в молекуле ДНК. 

Инактивация в соматических клетках носит, как правило, случайный, характер, 
те. равновероятный для Х-хромосом материнского и отцовского происхождения. 
Однако есть немногочисленные примеры неслучайной инактивации одной из роди- 

тельских Х-хромосом. В первую очерель к ним относятся аллели локуса Хее умышей — 

возможного кандидата на роль центра инактивации Х-хромосомы у этих млекопитаю- 

щих. Преимущественная инактивация отцовской хромосомы выявлена в соматиче- 
ских тканях представителей отрядов яйцекладущих и сумчатых. В оогониях самок 

млекопитающих незадолго до вступления в профазу 1 мейоза неактивная Х-хромосо- 

ма подвергается реактивации, что свидетельствует об обратимом характере инакти- 
вации в клетках этого типа. У самцов мыши единственная Х-хромосома в ранием 
сперматогенезе инактивирована и реактивируется на его конечных этапах. Цикл 
инвктивации-реактивации Х-хромосомы у мыши представлен на рис. 12.11. Он де- 

монстрирует установленную экспериментально преимушественную экспрессию ге- 
на Хе на отцовской Х-хромосоме. 

В настоящее время считается локазанным, что инактивация начинается в елинет- 
венном центре ХС (отангл. Х-ейготозоте таспйуайоп сеще’), а затем прогрессивно 
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Рис. 12.11. Схема активации-инактнвации Х-хромосомы мыши. (По: Гуоп, 2002) 

Обозначения: Х, (раегта!) — отцовская Х-хромосома, Х„, (та{егпа!) - материнская Х-хромосо- 

ма. МЕТ -- метилирование гена Х!3{. Более тонкий шрифт - инактивированное состояние. 

распространяется вдоль всей длины хромосомы по закону «все или ничего». Все ге- 

ны одной хромосомы инактивируются, а гены другой — остаются активными. Одна- 

ко на Х-хромосоме человека в трех отдельных районах локализованы 8 генов, не по- 

вергающихся инактивации, причем один из них активен исключительно на инакти- 

вированной Х-хромосоме, а семь — на обеих. 

На картах митотических хромосом человека и мыши локализованы центры ина- 

ктивации. Предполагается, что Х-хромосома остается активной до тех пор, пока не 

получит сигнал инактивации из такого центра. В районе ДНК протяженностью 50 

тиг.н., который он занимает, находятся 4 компонента: Хсе, Хёт, Тх и ОХРа534, игра- 

ющие важную роль в инактивании Х-хромосомы, Оказалось, что ген Хее (от англ. 

Х-свтотозоте-сопто тв еетен!) мыши, представленный тремя аллелями, контроли- 

руст выбор для инактивапии одной из родительских Х-хромосом. 

[ен Хёг (отангл. Х-тмасйуе-зрес с гапзстрр) кодирует нетранслируемую РНК, не- 

обходимую для инактивации Х-хромосомы. Его экспрессия обнаруживается в тех 

клетках, где Х-хромосома неактивна, но отсутствует у самцов и особей ХО. У чело- 

века полная последовательность гена Х/5Т, имеющего несколько сайтов начала 

транскрипции, составляет более полутора десятков тп.н. и включает 8 экзонов 

(рис. 12.12). 
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Рис. 12.12. Экзон-интронная организация гена Х75Т человека. (Из: Нестерова и Заки- 

ян, 1994} 

Хы 

а 6 

Рис. 12.13. Две модели участия гена ХЕ мыши в инактивации Х-хромосомы. Черные 

кружки — Х&-РНК, светлые квадраты — хроматин, светлые кружки — промежуточные 

ядерные факторы, зигзаг — гетерохроматизация. (Из: Нестерова и Закиян, 1994) 
а - Х®-РНК локально взаимодействует с хроматином той Х-хромосомы, с которой иницииру- 

ется транскрипция. Взаимодействие может быть прямым (что приводит к гетерохроматиза- 

ции) или опосредованным (через промежуточные ядерные факторы}. В последнем случае об- 

разуется лиганд для переноса и/или прикрепления к сайту на ядерной мембране, в котором на- 

ходится аппарат инактивации; 6 - транскрипция через локус Х!®{ вызывает изменения в локаль- 

ной структуре хроматина, что приводит к гетерохроматизации, открывая доступ другим ядер- 

ным факторам или открывая сайт, взаимодействующий с аппаратом инактивации 

Тых представляет собой РНК, контролирующую экспрессию гена Хе. Эта РНК 

транскрибируется с параллельной (антисмысловой) цепи ДНК гена Хёг. Активация 

Тыйх происходит под влиянием локуса ОХРаз34, содержащего 34-членный повтор сат- 

телитной ДНК. 

Существует несколько моделей инактивации Х-хромосомы с участием гена Хьи. 

Часть из них предполагает существование двух факторов, один из которых (продупи- 

руемый кратковременно и в очень ограниченном количестве) блокирует инактива- 

цию, а другой запускает ее. Как один из вариантов рассматривается возможность 

инициации транскрипции гена #5 в результате произошедшего связывания гипоте- 

тического сигнала с центром инактивании. Предполагается, что дальше Аб! может 

инициировать гетерохроматизацию локализованных вблизи него участков Х-хромо- 



ы, Согласно другой гипотезе что ген Хёт у мышей представляет собой центр ина- 

зации, ответственный За все ее этапы, начиная с выбора экспрессируемого алле- 

‚ заканчивая распространением и поддержанием инактивации. Две модели, ба- 

/ющиеся на этой возможности, представлены на рис. 12.13. 

Анактивация Х-хромосомы в соматических клетках у плацентарных млекопита- 

их чрезвычайно стабильна. Напротив, инактивация у сумчатых млекопитающих 

‚ма лабильна: реактивацию Х-хромосомы можно обнаружить как т уро, так и в 

‘очных культурах разных тканей. Таким образом, наблюдается межвидовая вари- 

я стабильности инактивированного состояния Х-хромосомы и внутривидовая — 

(и разных Х-сцепленных генов. 

стаповлено наличие неболыших групп генов (в псевдоаугосомных районах), ос- 

щихся активными винактивированной Х-хромосоме и имеющих гомологов в У- 

иосоме. Кроме них, в коротком плече, и в дистальном отделе длинного плеча Х- 
лосомы есть гены, сохраняющие активность в инактивированной Х-хромосоме. 

нии соответствующие гены в норме инактивируются. Разница всоставе инакти- 

юмых генов учеловека и мыши может объяснить разные последствия появления 

ей саномальным числом Х-хромосом у этих видов. Так, у человека большинст- 

ндивидов женского пола с кариотипом ХО погибает на эмбриональной стадии 

ития, а выжившие имеют заметные фенотипические аномалии, тогда как самки 

у мыши внешне соверщенно нормальные. Наличие аномалий у женщин ХО мо- 

быть связано с недостаточным количеством продукта генов, исключенных из ина- 

иции, вследствие отсутствия второй Х-хромосомы. Напротив, у индивидов с до- 

ительной Х-хромосомой врожденные пороки развития могут быть результатом 

ТОЧНОЙ ДОЗЫ ЭТИХ ГЕНОВ. 

12.4, РЕГУЛЯЦИЯ ГЕННОЙ АКТИВНОСТИ 

НА УРОВНЕ РЕПЛИКАЦИИ 

которых случаях увеличение количества продукта гена достигается за счет уве- 
ния числа его копий. Наиболее известный пример амплификации (умножения) — 

ократная избирательная репликация генов рРНК в ооцитах амфибий. Такой тип 

яции репликации обеспечивает накопление большого количества копий опреде- 

ых генов н их дальнейшую транскрипцию. В ооците один набор рибосомных 

в каким-то образом отсоединяется от хромосомы (либо копируется) и сворачи- 

я в кольшо. В одной из цепей этого кольца происходит разрыв (ник) и с этого 

, начинается синтез ДНК в обоих направлениях. С помошью такого механизма 
ищегося кольца» образуются идентичные копии рибосомных генов и разделяю- 
их носледовательности спейсеров. На стадии пахитены в профазе мейоза обра- 
ся экстрахромосомные ядрышки за счет амплификации рибосомных генов, 
скрипция с которых происходит на стадии диплотены. Первичные транскрип- 
ибосомных генов после процессинга и образования зрелых РНК используются 

›бразования рибосом. 



Глава 12. Регуляция генной активности 217 

Известна амплификация генов белков хориона в фолликулярных клетках у дро- 
зофилы, но в отличие от рибосомных эти гены остаются присоединенными к 
хромосоме. После многократных циклов репликации ДНК в этих областях 
образуются многоцепочечные структуры в виде ветвей, когда в пределах одной 
вилки репликации образуется новая вилка. 

12.5. ТРАНСЛЯЦИОННАЯ И ПОСТРАНСЛЯЦИОННАЯ 

РЕГУЛЯЦИЯ ГЕННОЙ ЭКСПРЕССИИ 

Регуляция процесса трансляции того или иного белка необходима для синтеза дос- 

таточного его количества наопределенной стадии онтогенеза. При этом для образо- 
вания олигомерного белка требуется скоординированный синтез и определенное 
численное соотношение различных его субъединиц. Кроме того, активация или 

инактивация белков осуществляется либо с помощью различных модификаций их 
структуры либо путем образования/ разрушения функциональных белковых комп- 

лексов. 
Пути трансляционной и пострансляционной регуляция генной экспрессии весь- 

ма многообразны, рассмотрим только некоторые из них. Одним из механизмов 
контроля экспрессии генов является изменение последовательности пар нуклеоти- 
дов в 5’и 3’-концах мРНК, модификация которых может изменить длительность 

жизни мРНК. Так делеции АТ последовательности в 3'-нетранслируемом участке 
мРНК, транскрибированной с гена с-/05, приводят к увеличению концентрации и 

продолжительности жизни матричной РНК, накоплению белка, стимулирующего 

деление клеток фибробластов, и в конце концов к образованию опухоли. Показано, 

что на время жизни мРНК также влияет изменение и первых кодонов 5 области ге- 
на, определяющих, сигнальную последовательность полипептидной цепи, напри- 
мер тубулина. 

Пример значительной задержки трансляции мРНК у эукариот демонстрируют 

долгоживущие цитоплазматические рибонуклеопротеиновые частицы (ниформосо- 
мы) в оопцитах морского ежа, РНК. которых транслируется только после оплодотво- 

рения. Известными являются также данные, что раннее развитие контролируется 
факторами, запасенными или синтезированными в ооците в случае, например, ма- 
теринского типа наследования (см. гл.16). 

Один из способов регуляции — образование вторнчных структур в виде шпилек в 
районе инициирующего кодона, верхняя часть которых — петля, образованная из 
неспаренных оснований. Кодоны АПС, находясь в районе стебля, блокируюттранс- 

ляцию. Кроме того, есть регуляторные белки, которые, связываясь с инициирую- 
щим кодоном, репрессируют трансляцию. 

Репрессня трансляции осуществляется при наличии избытка белка, т. е. основана 

на принципе обратной связи. Так, белок $57 репрессирует свою собственную транс- 

ляцию, и вместе с тем является регуляторным белком по отношению к рядом распо- 
ложенному в опероне гену фактора транслокации (ЕЁ-С). 
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Регуляция процесса трансляции может быть обеспечена сменой матричных РНК 

ззависимости от условнй среды и потребности клетки. Например, сингез феррити- 

за в клетках млекопитающих регулируется с помощью железа на трансляционном 

уровне. В 5'- лидерной области ферритиновой мРНК была обнаружена область из 

стырех десятков п.н., участвующая в регуляции синтеза ферритина с помощью же- 

1еза. Эта область содержит шпилечную структуру, с которой связывается регулятор- 

:ый белок, блокируя доступ рибосом к началу трансляции мРНК ферритина. Таким 

особом эта мРНК реагирует на увеличение концентрации железа. Эффективность 

грансляции зависит также оттакого средового фактора какрН клетки - увеличение 

значения рН с уровня 6.9 (характерного для ооцита) до уровня 7.4 (присущего зиго- 

<} приводит к значительному увеличению белкового синтеза. 

Активация/инактивация белков зависит от их пострансляциониой модификации: 

фосфорилнрования, ацетилирования, метнлирования. Так фосфорилирование/де- 

росфо-рилирование служит одним из механизмов регулирования активности регу- 

1яторных белков и ферментов. Некоторые гормоны, стимулируя фосфорилирова- 

ие негистоновых белков (НГБ), усиливают транскрипцию. Фосфорилирование 

рактора, инициирующего трансляцию у эукариот @Е-2, приводит к остановке син- 

гсза белка. При инактивании протеинкиназы фактор ®1Е-2 не фосфорилируется и, 
‚вязываясь с фактором е1Е-2В, удаляется из рибосомы, что приводит к продолже- 

нию синтеза белка (например, о- и В-полипептидных непей, входящих в состав ге- 

моглобина НБА). В случае фосфорилирования гистонов с участием гистоновых ки- 

наз число отрицательных зарядов на гистон увеличивается, и это может привести к 

их отделению от ДНК и деконденсации хроматина. 

Другой пример. Некоторые вирусные онкогены кодируют белки с тирозинки- 

назной активностью. Клеточный онкоген с-зис (р60*°-протеинкиназа) может быть 

активирован путем фоосфорилирования тирозина. Белок гс способен фосфорили- 

ровать субъединицу фактора р34, участвующую в стимуляции бесконтрольного де- 

чения клетки. 
Путем ковалентных модификаций изменяется ионный состав гистонов и их сте- 

рические свойства, от которых зависит взаимодействие с молекулой ДН К. Так, аце- 

гилирование гистонов ведет к развороту нуклеосомных частиц, поскольку модифи- 
цированные таким образом гистоны связываются с ДНК менее эффективно. 

Болыное значение в процессах регуляции активности генов имеет метилирова- 

ние как молекул ДНК, так и гистонов, входящих в структуру нуклеосом. Метилиро- 

вание усиливает основность гистонов и связь с ДНК. Хотя метилирование гистонов 

происходит после их синтеза, эта модификация сказывается в процессах реплика- 

ции и транскрипции. Эти изменения гистонов нарушают процесс деспирализации 

нуклеосом перед началом синтеза ДНК или ее транскрипции. 
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ТЕОРЕТИЧЕСКИЕ ОСНОВЫ 
МУТАЦИОННОЙ ИЗМЕНЧИВОСТИ 

Несмотря на эффективность систем, поддерживающих идентичность генетического 

материала при его воспроизведении, консерватизму наследственности всегда сопут- 
ствует и противостоит наследственная изменчивость — способность генетического 

материала претерпевать изменения, наследуемые в потомстве. 
Наследственная изменчивость организмов состоит из: 

* комбинативной изменчивости, обеспечиваемой перекомбинированием генов, 

хромосом и их сегментов, несущих различные аллели, что выражается в разнооб- 
разии организмов-потомков, получивших новые (иные, чем у родителей) комби- 
нации аллелей в результате случайного сочетания при оплодотворении и вследст- 
вие кроссинговера, а также 

® мутационной изменчивости, являющейся результатом возникающих стойких из- 

менений генов и/или хромосом, которые обусловливают заметные качественные 
изменения наследственных признаков (подвергаясь отбору, они либо сохраняют- 
ся в популяциях, либо элиминируются). 
Термин «мутация» предложил голландский ботаник Гуго де Фриз в своем класси- 

ческом труде «Мутационная теория» (1901—1903 гг.), основные положения которого 
до сих пор не утратили значения: 

мутации возникают внезапно, дискретно, без переходов; 
они константны в своем проявлении; 
мутации наследуются; 
они могут быть как полезными, так и вредными (добавим, а также — нейтральными); 

выявление мутаций зависит от количества проанализированных особей; 
одни и те же мутании могут возникать повторно, хотя и с низкой частотой. 

Таким образом, под мутациями подразумеваются дискретные, стабильные изме- 

нения наследственного материала, приводящие к изменению фенотипа. Процесс 
возникновения мутаций называют мутационным, или мутагенезом (последний тер- 

мин чаще употребляют в отношении индуцированных мутаций). Организм, приоб- 

ретший какой-либо новый признак и тем самым изменивший свой фенотип в ре- 

зультате мутации, называют мутантом (рис. 13.1). 

Впервые теорию непрерывно идущего в органическом мире мутационного про- 
цесса, в результате которого от константных видов «временами отщепляются новые 
формы», выдвинул С.И. Коржинский — российский академик, директор ботаниче- 

ского сада при Петербургском университете. Книга С.И. Коржинского «Гетерогене- 

зис и эволюция», изданная в России в 1899 г. и переведенная на немецкий язык в 
1901 г., стала известна Г. де Фризу в процессе его работы над «Мутационной теори- 

ей» и послужила объектом цитирования и обсуждения. 
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уезво! 

Рис. 13.1. Примеры мутаций. 

а - мутации формы глаз и крыльев у дрозофилы. (Из: СИНИйз ега+., 2000) 

Ваг — узкие глаза; си! - вырезанные крылья; гидитегиагу — маленькие (рудиментарные) крылья; 

мезНога! - редуцированные крылья; Сийу — загнутые вверх крылья; БЙпПогах — удвоенный груд- 

ной отдел: 

б - бульдогообразный теленок норвежского телемаркозского скота. (Из: Натали, 1937) 

Гомозиготные формы нежизнеспособны вследствие специфического строения черепа, обу- 
словленного действием рецессивного гена; 
в — нормальная и короткопалая кисть руки человека. (Из: Натали, 1937). 

На рентгенограмме видно, что у пораженного индивида не только укорочены фаланги, но и ре- 
дуцировано их число у Н-\ пальцев. Короткопалость (брахидактилия} обусловлена аутосомным 

доминантным геном. 

Определение характера и частоты мутаций — тончайший экспериментальный 

прием, широко используемый генетиками для решения многих фундаментальных 
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проблем. Но особая важность детальюго изучения мутационного процесса обуслов- 

лена тем, что именно мутации служат первоосновой многих наследственных болез- 

ней человека. Следовательно, проблема профилактики наследственной патологии 

хотя бы частично может быть решена только при выяснении механизма становления 

мутаций. 

Охарактеризовать с современных позиций такое сложное, многообразное явле- 

ние как мутационный процесс чрезвычайно трудно. Сложность этой задачи лучше 

всего иллюстрирует многообразие подходов к классификации мутаций. 

13.1. ОБЩАЯ КЛАССИФИКАЦИЯ МУТАЦИЙ 

Мутации различают 

1) по происхождению: 

® спонтанные (возникают самопроизвольно), 
»_ индуцированные (возникают при экспериментальном воздействии на генети- 

ческий материал); , 

2) но проявлению в гетерозиготном состоянии: 
® доминантные, 
® рецессивные; 

3) по направлению: 

* прямые (переводят состояние дикого типа в качественно иное состояние), 
* обратные (иначе — реверсии, возвращают мутантное состояние к дикомутипу); 

4) по уровню организации изменяемого генетического материала: 
® геномные, 
® хромосомные, 
® генные; 

5) по силе проявления аллелей: 
* гиперморфные (приводят к усилению действия гена за счет увеличения коли- 

чества синтезируемого под его контролем продукта), 
® гипоморфные (ослабляют действие гена за счет уменьшения количества био- 

химического продукта, кодируемого аллелем дикого типа), 
неоморфные (кодируют синтез продукта, отличающегося от синтезируемого 
под контролем аллеля дикого типа, и не взаимодействуют с ним), 

* аморфные (инактивируют действие гена), 

* антиморфные (действуют противоположно аллелям дикого типа); 

6) по влиянию на жизнеспособность и/или плодовитость особей: 

* летальные (обусловливают гибель мутанта), 
® полулетальные (снижают жизнеспособность, мутанты обычно не доживают до 

репродуктивного возраста; согласно другому подходу, полулетальные мугации 
обусловливают гибель половины несущих их особей), 

* условно летальные (мутации не проявляются в одних — пермиссивных — усло- 
виях и летальны в других — непермиссивных — условиях), 
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® стерильные (не влияют на жизнеспособность, но резко снижают плодови- 

тость), 

® нейтральные (не влияют на жизнеспособность и плодовитость), 

® повышающие жизнеспособность и плодовитость особей (жизнеспособность 

количественно характеризует уровень выживаемости выборки рассматривае- 

мого фенотипического класса по сравнению с другой выборкой в идентичных 

условиях внешней среды; под плодовитостью подразумевается способность 

организмов приносить жизнеспособное потомство; часто плодовитость харак- 

теризует число потомков одной особи женского пола, родившихся на протя- 

жении ее репродуктивного периода); 

7) по характеру регистрируемого проявления: 

® морфологические, 

® физиологические, 

® поведенческие (этологические), 

® биохимические и другие (подобное деление мутаний весьма условно: любой 

признак имеет биохимическую основу, физиологический механизм и морфо- 

логическое выражение); 
8) по локализации изменяемого генетического материала: 

® питоплазматические (митохондриальные, пластидные), 
® плерные; 

9) по месту возникновения и характеру наследования: 

® генсративные (они возникают в клетках полового зачатка и в половых клетках 

и передаются по наследству. При этом мутация, появившаяся на стадии яйце- 

клетки или сперматозоида, останется единичной, а мутация, возникшая на 

ранней стадии оогенеза или сперматогенеза, размножится в количестве, про- 

порциональном числу прошедших клеточных делений, при этом часть зрелых 

половых клеток будет нести мутантный аллель, а у другой части генотип оста- 

нется неизмененным); 

® соматические (они возникают в соматических клетках и либо приводят к поя- 

влению мозаиков/химер у организмов, размножающихся исключительно по- 

ловым путем, либо наследуются у организмов, имеющих бесполое размноже- 

ние. Если из мутировавшей соматической клетки растения развивается почка, 

а из нее — побег, то он будет нести мутантный признак и в перспективе может 

дать начало новому виду, а в случае селекции — новому сорту). 

13,1,1. ГЕНОМНЫЕ МУТАЦИИ 

К этому классу мутаций относятся изменения кариотипа, выражающиеся в умень- 
шении/увеличении числа хромосомных наборов либо числа отдельных хромосом. 
Существует несколько типов геномных мутаций. 

1. Гаплоидия — уменьшение числа хромосом в кариотипе вдвое. Соматические 

клетки гаплоидного организма содержатодинарный (гаплоидный) набор хромосом (п). 

Фенотип гаплоидов имеет следующие особенности: 

у них проявляются рецессивные гены, 
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® таплоидные организмы мельче динлоидных, поскольку их клетки вследствие 
уменыиения дозы генов имеют менынший размер; 

® гаплоилы почти бесплодны, поскольку хромосомы не имеют гомологов, и в про- 

цессе мейоза образуются несбалансированные гаметы. В редких случаях могут 
сформироваться гаметы с нередуцированным гаплоидным набором хромосом. У 

растений слияние таких гамет в процессе самоопыления или при искусственной 
полиплоидизации дает диплоидную гомозиготу по всем генам, что весьма ценно 
для решения определенных селекционных задач. 
Естественная гаплоидия встречается в жизненном цикле низших грибов, бакте- 

рий и одноклеточных водорослей. У некоторых видов членистоногих и насекомых 
гаплоидными являются самцы, развивающиеся из неоплодотворенных клеток (см. 
гл. 8). Экспериментально гаплоидные формы были получены у пшеницы, кукурузы 
и некоторых других растений при опылении ихлибо пыльцой отдаленного вида, ли- 

бо пыльшой, хромосомный аппарат которой был инактивирован облучением (оба 

способа стимулировали партеногенетическое развитие яйцеклетки). Гаплоидных за- 

родышей удавалось получить и у животных. Для этого яйцеклетки либо охлаждали, 

что иногда заставляет их развиваться партеногенетически, либо оплодотворяли 
спермиями, хромосомы которых были предварительно инактированы облучением. 

У человека гаплоидный набор хромосом содержится в норме только в гаметах. 
2. Полиплоидия — кратное увеличение числа хромосомных наборов в клетке. 

Обычно соматические клетки содержатдиплоидный набор хромосом (2п), но иногда 
возникают триплоидные (3п), тетраплоидные (4п) и тд. клетки и даже целые орга- 

низмы. 
Полиплоиды с повторенным несколько раз одним и тем же набором хромосом 

называют аутополиплоидами, а полученные от скрещивания организмов, принадле- 
жащих к различным видам, — аллополиплоидами. 

Исключительно велика роль полиплоидии в происхождении культурных расте- 
ний и их селекции. Полиплоидными являются все или большинство культивирус- 
мых сортов пшеницы, овса, риса, сахарного тростника, арахиса, свеклы, картофеля, 
сливы, яблони, груши, апельсина, лимона, земляники, малины. К. этому перечню 
следует добавить тимофеевку, люцерну, табак, хлопчатник, розы, тюльпаны, хризан- 
темы, гладиолусы и многие другие, возделываемые человеком, культуры. Аутополи- 
илоидные мутанты растений обычно крупнее исходной формы. Тетраплоилы, как 
правило, имеют большую вегетативную массу. Однако у них может резко уменыпить- 
ся плодовитость из-за нерасхождения поливалентов в мейозе. Триплоиды — крупные 
и мощные растения, но полностью или почти полностью стерильные, поскольку 
пролуцируемые ими гаметы содержат неполный набор хромосом. Аутополиплоид- 
ные виды размножают вегетативным способом, поскольку плоды таких растений не 
содержат семян. 

У животных аутополиплоиды известны в основном среди гермафродитов (напри- 

мер, земляных червей) и у видов с партеногенетическими самками — дающими жиз- 
неспособное потомство без оплодотворения (некоторые насекомые, ракообразные, 
рыбы). Такое весьма ограниченное значение полиплоидии в животном мире обуслов- 

ленотем, что она нарушает баланс между аутосомами и половыми хромосомами, и пе- 
многие аллополиплоидные формы, полученные человеком, как правило, бесилодны. 
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Полиплоидия может возникнуть в результате: 1) нарушения расхождения хромосом в 
митозе; 2) слияния клеток соматическихтканей либо ихялер; 3) нарушений мейоза, при- 

водящих к образованию гамет с нередуцированным числом хромосом. 
Для многих видов описаны специфические гены мейоза. Из высших растений 

наиболее полно изучены вотношении генетики мейоза арабидопсис, кукуруза, рожь 
и томаты. В составе их геномов в настоящее время известно от 15 до 30 мейотических 

генов, мутации в которых (мейотические мутаций) нарушают инициацию и пра- 

вильность протекания этого процесса. В частности, у кукурузы известны мутации: 
ат — неинициируемость мейоза, а/4 — отсутствие конъюгации хромосом, «бу — не- 

полная конъюгация и другие. Все эти мутации проявляются независимо друг от дру- 
га от друга, что свидетельствует о независимом генном контроле отдельных этапов 
мейоза. Гены, влияющие на мейоз, описаны и у дрозофилы. Один из 82-х таких ге- 

нов, те!-9, локализован в Х-хромосоме и контролирует мейотическую рекомбина- 
цию у самок. ” 

Знание описанных выше механизмов позволяет искусственно вызывать поли- 
нлоидные мутации, что успешнее всего достигается действием физических (облуче- 
ние, изменение температуры или гидростагического давления) и химических (нар- 
котики, алкалоиды и др.) факторов, повреждающих веретено деления клетки. Пер- 
вый искусственный растительный аллополиплоид, названный Аарйапобгаяягса (гиб- 

рид редьки и капусты, имеющих в наборе по 9 пар хромосом), был получен 

советским генетиком Г. Д. Карпеченко в 1928 г А почти через 40 лет после этого 
Б.Л. Астаурову с сотрудниками удалось искусственно получить аллотетраплоидный 

гибрид двух видов шелкопряда Вотбух. 

У человека более 20% всех спонтанных абортусов с аномальным кариотипом 
имеют триплоидный набор хромосом. Среди описанных в литературе немногим бо- 
лее трех десятков индивидов, имеющих триплоидный набор хромосом, есть девочки 
с кариотипом 69, ХХХ и мальчики — 69, ХХУ, Продолжительность жизни детей стри- 

плоидным набором хромосом крайне мала. Практически все они погибают в первые 

часы или дни после рождения. Причиной этого являются серьезные пороки цент- 
ральной нервной системы (гидроцефалия, спинномозговые/черепно-мозговые гры- 
жи), атакже пороки сердечно-сосудистой системы. Возникновение триплоидии мо- 
жет быть связано: 1) с нерасхождением хромосом в первом делении мейоза у одного 

из родителей, 2) с нарушением второго деления мейоза, 3) с теоретически возмож- 

ным оплодотворением одной яйцеклетки двумя спермиями. Так или иначе, в лите- 
ратуре нет ни одного описания повторного рождения в семье ребенка с триплоиди- 
ей. Случаи мозаицизма по триплоидии (девочки с кариотипом 46,ХХ /69,ХХХ и 

мальчики — 46, ХУ /69,ХХУ) описаны у нескольких детей, доживших до 10 лет. 

Тетраплоидию у человека наблюдали только в материале спонтанных абортов. 

3. Анеуплоидия (анвусомия) — не кратное гаплоидному набору изменение числа 
хромосом в клетках организма за счет потери или добавления отдельных хромосом. 

Нуллисомия — отсутствие обоих гомологов какой-либо одной (или, весьма редко — 

большего числа) пар хромосом; общее число хромосом в такой клетке равно (2п-2). 

Нуллисомия характерна для некоторых сортов мягкой пшенины Тийсит аезйуит 
(рис. 13.2), полученных в результате скрещивания между собой моносомных (см. 
ниже) растений. Основной механизм возникновения нуллисомии — потеря в про- 
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цессе мейоза хромосомы, не имею- 
шей партнера. У других растений 

пуллисомики являются нежизне- 
способными. Случаев нуллисомии 
у человека не описано. 

Моносомия — утрата одного из 

гомологов по одной или большему 

числу пар хромосом, число хромо- 
сом равно (2п-1). Этот вариант ане- 

усомии хорошо изучен на растениях 
табака Мсонапа таёасит, у которого 
найдено 24 разных моносомика со- 

ответственно 24 парам хромосом, а 
также установлена связь между оп- 
ределенными хромосомами и при- 
знаками растения. 

Наиболее известная моносомия 

у человека носит название синдро- 
ма Шерешевского-Тернера: жен- 

щины с кариотипом 45,ХО имеют 

только одну половую Х-хромосому. 
Гораздо чаще встречаются мозаики 

с кариотипом 46,ХХ/45,ХО. 
Полисомия — избыточное число 

гомологичных хромосом на одну, 
реже — на большее число хромосом 
в наборе. Наличие одной дополни- 
тельной гомологичной хромосомы 

приводит ктрисомии (2п+1), двух — 

ктетрасомии (21-2). 

Трисомные формы хорошо изу- 
чены у растений и животных. Так, в 
пронессе изучения 12 пар хромосом 
дурмана Рашга згатотит былн об- 
наружены растения, у которых одна 
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Рис. 13,2. Колосья нуллисомиков пшеницы 

Тийсит аезйуит сорта «Чайниз спринг». (Из: 
Гершензон, 1983) 

Изменения вызваны отсутствием одной из 21 пары 

гомологичных хромосом; цифры указывают номер 
отсутствующей пары 

из хромосом представлена не в двойном, а в тройном количестве. Позже были най- 
дены трисомики по каждой из 12 пар хромосом, причем каждое из растений имело 
совершенно определенный фенотип (рис. 13.3). У дрозофилы хорошо изучены особи с 

лишней точечной четвертой хромосомой и полисомики по Х-хромосоме (см. гл. 8). 

У мужчин описан синдром Клайнфельтера с трисомией по половым хромосомам 
47,ХХУ иего варианты: с тетрасомией — 48,ХХХУ, либо — 48,ХУУУ, либо — 48 ХХ\У; 

атакже с пентасомией — 49, ХХХХУ либо — 49, ХХХУУ. 

Как определенная нозологическая единица у женщин выделена полисомия по 
половым хромосомам: синдром трипло-Х, а также тетра- и пентасомия по Х-хромо- 
соме. 

15-4167 



26 

Рис. 13.3. Семенные коробочки у 
различных типов трисомиков дурма- 
па Башга утатотит. (Из: Гершен- 
зои, 1983) 

Вверху —- нормальное диплоидное рас- 

гение (21=24), под ним — трисомики по 

каждой из хромосом гаплоидного на- 

бора (п=12) 

Часть 1. мция сенотика 

Изменения, связанные с нарушениями 

хромосомного баланса у человека, при кото- 

рых имеет место трисомия по двум парам хро- 

мосом, обозначаются как двойные трисомии. 
Известные из литературы двойные трисомики 

представлены индивидами, имеющими соче- 

тание трисомии по Х-хромосоме с трисомией 

по одной из тех аутосом, при которой подоб- 

ное состояние совместимо с жизнью, Инди- 

виды с двойной трисомией проявляют неко- 

торые фенотипические признаки, присущие 

трисомному состоянию каждой из двух хро- 

мосом в отдельности. 

К числу наиболее‘распространенных син- 

дромов с полными трисомиями по отдельным 

аутосомам могут быть отнесены синдромы: 

Патау (47,+13), Эдвардса (47,+18) и Дауна 

(47,+21). Большая часть эмбрионов с трисо- 

миями по хромосомам 13 и 18 погибает на 

ранних стадиях развития. Частота трисомиков 

по хромосоме 21 довольно высока и составля- 

ет 1-2 на 1 000 новорожденных. Кроме того, у 

человека описаны синдромы полной трисо- 

мии по хромосомам 8, Эи 22. 

Подробно об анеусомиях у человека см. 
часть П. Медицинская генетика. 

13,1,2, ХРОМОСОМНЫЕ МУТАЦИИ 

Для данного класса мутаций, называемого 

еще хромосомными аберрациями или хромо- 
сомными перестройками, характерно измене- 
ние структуры хромосом: уменьшение или 
увеличение их размеров или изменение поло- 
жения их частей. Существует несколько типов 
хромосомных аберраций. 

1. Делеции — утрата участка хромосомы с 
образованием центрического (содержащего 

центромеру) и ацентрического (бесцентро- 

мерного) фрагментов. Делеции — результат 
разрывов хромосом. 

'Ацентрический фрагмент, как правило, теряется во время ближайшего митоза. Фраг- 

мент, содержащий центромеру, реплицируется, и его копии нормально распределяются 
при клеточных делениях. Иногда разрывы происходят одновременно в обоих плечах хро- 
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Рис. 13.4. Делеция №кй у дрозофилы. (Из: Дубинин, 1986} 

а- делеция на участке С2-С11 у одного из гомологов Х-хромосомы, несущей мутацию Моей, 

«заставляет» нормальную хромосому в этом районе при конъюгации формировать петлю; 6 — 
крыло с вырезками по дистальному краю у дрозофилы, гетерозиготной по доминантному гену 

Мой 

мосомы. Оба апентрических конца элиминируются, а открытые концы пентрического 
фрагмемта могуг соединиться с образованием кольцевой хромосомы. 

Организмы, гетерозиготные по делеции, гемизиготны (т.е. имеют только одну до- 
зу генов) по утраченным локусам, поэтому все рецессивные гены соответствующих 
локусов в интактном гомологе проявляются фенотипически. Протяженные делении 
обычно летальны в гомозиготном состоянии, а также — в гемизиготном, если деле- 
ния произошла в Х-хромосоме. Мелкие делеции, как правило, не вызывают столь 
серьезных нарупений генного баланса и могут сохраняться в гомозиготном состоя- 
нии. Довольно часто делеции сопровождаются понижением жизнеспособности и 
плодовитости несущих их особей. Иногда фенотипический эффект мелких делеций 

имитирует генную мутацию. Делеция, получивитая название мутации Мой, феноти- 

пически проявляющаяся в зазубренности края крыла у дрозофилы (рис. 13.4} и об- 

наруженная К. Бриджесом в 1917 г, является первым описанным примером хромо- 
сомной перестройки. 

Разработанный на дрозофиле специальный метод перекрывающихся делеций 

был использован для цитологического картирования генов у представителей многих 

вилов. 
В зависимости от локализации утерянного участка хромосомы делеции делят иа: 
1) интерстициальные — отсутствует внутренний участок, не затрагивающий тело- 

меру; 
2) концевые (дефишенси, или нехватки) — отсутствует теломерный район и приле- 

жащий к нему участок. Истинность таких делеций в свете уникальной функции те- 
ломер поставлена под сомнение. В частности, до сих пор не ясно, действительно ли 
терминальные (концевые) нехватки, зафиксированные у множества пациентов с на- 
следственными синдромами, например, с синдромом кошачьего крика (5р!4), 

Вольфа—Хиршхорна (4р16) и др., образовались в результате одного разрыва. 
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У человека описаны синдромы частичных моносомий, возникших в результате 
делеций различных участков в хромосомах 4, 5, 9, 11, [3, 18, 21 и 22. 

2. Дупликации — локальное удвоение (повторение) определенного участка хромо- 

сомы (известны также случаи многократных повторений, или мультипликаций ка- 
кого-либо участка). Дуплицированный участок может быть расположен в исходной 

хромосоме: либо непосредственно примыкая к исходному участку (тандемная дупли- 
кация), либо в том же плече, но на некотором расстоянии от исходного участка, ли- 
бо в другом плече исходной хромосомы. Кроме того, дуплицированный участок мо- 

жет быть локализован в негомологичной хромосоме, т.е. в другой группе сцепления. 
В случае дупликации двух идентичных генов, сходных по характеру действия и ока- 
завшихся в разных группах сцепления, при скрещивании будет наблюдаться харак- 
терное для дигибридного расщепления полимерных генов отногнение [5:1. 

Одной из причин дупликаций является неравный кроссинговер, имеющий место 

в том случае, если на некотором участке хромосомы гомологичные локусы при 
коньюгации в профазе 1 мейоза сдвигаются друг относительно друга на некоторое 
расстояние. Именно этот феномен в качестве механизма возникновения тандемных 
дупликаций у дрозофилы на примере мутации Ваг еше в 1925 г. прелложил Альфред 

Стертевант (рис. 13.5). И.А. Рапопорту удалось добиться умножения этого локуса в 

Х-хромосоме до 8 раз. Тандемные дупликации обнаружены у нейроспоры, кукурузы, 

домашней мыши и других видов. 
Дупликации служат источником дополнительных участков генетического мате- 

риала, функция которых может быть изменена в результате мутаций и последующе- 
го отбора. За счет тандемных дупликаций относительно коротких нуклеотидных по- 

слеловательностей может происходить удлинение генов. 
К наиболее хорошо изученным У человека дупликациям относятся синдромы ча- 

стичных трисомий по хромосомам 4, 7, 9, 12 и 14. 

3. Инверсии — перестройки, суть которых — поворот на 180° участка, образовав- 

шегося в результате двух разрывов, с соответствующим изменением расположения 
генов. Инверсии могут быть 1) ларацентрическими (не включают центромеру в ин- 
вертированный участок, так как происходят водном плече хромосомы) и 2) нерицен- 

трическими (захватывают центромеру). 
Данный тип перестроек наиболее часто встречается в природных популяциях. 

Группа генов, локализованных в инвертированном участке, передается из поколения 
в поколение как единый блок, не разрываемый кроссингоаером. Особенно много 
данных о распространении инверсий в популяциях мух, комаров и мошек. Наличие 
инверсий у них легко устанавливается при микроскопическом исследовании поли- 
тенных хромосом слюнных желез. Н.П. Дубинин, Н.Н. Соколов и Г.Г. Тиняков в се- 

рии работ 30—40 гг. прошлого века сформулировали механизмы эволюционного пре- 
образования генетического материала в результате этого широко распространенно- 
го типа хромосомных мутаций. 

У гетерозигот по инверсиям на цитологических препаратах выявляются харак- 
терные петли — результат конъюгации структурно измененной и нормальной хромо- 
сом. Если в инвертированном участке произойдет одиночный кроссинговер, то в 
случае парацентрической инверсии (рис. 13.6) возникнет одна хроматида с двумя 
центромерами, которые «разорвут» ее при расхождении в анафазе. Образующийся 
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Рис. 13.5. Дупликация Ваг у дрозофилы. 

а - результат неравного кроссинговера в случае мутации Ваг. Путем неравного кроссинговера 

могут получиться 2, 3 и большее число повторений Ват, с увеличением числа которых 
нарастает степень уменьшения числа фасеток глаз. (Из: Инге-Вечтомов, 1989); б - эффект 

положения в участке Ваг. Положение дупликации в хромосоме влияет на эффективность ее 
экспрессии в ходе развития. Обе особи имеют яо 4 участка Ваг, однако число фасеток глаза 
гораздо меньше, если 3 участка находятся в одной хромосоме (ИНга-Ваг), а четвертый — в 

другой. (Из: СиНИйз е а!., 2000) 



налив г. синцая генетики 

Рис. 13.6. Конъюгация хромосом и последствия одиночного (а) и двойного (6) кроссин- 
говера при гетерозиготности по паранентрической инверсии. (Из: Инге-Вечтомов, 1989) 

бесцентромерный фрагмент будет утерян. В результате, из четырех хроматид две ока- 

жугся аберрантными. При гетерозиготности по перицентрической инверсии (рис. 
13.7) одиночный кроссинговер не препятствует расхождению всех хроматид. Но пол- 

ноненными изчетырех будут только две, так как другие две хроматиды несутделеции 
и дупликации нескольких генов. 

Когда уграченные или удвоенные при кроссинговере участки хромосом очень ма- 
лы, они не влияют на жизнеспособность гамет и образуемых при их слиянии зигот, 
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Рис. 13.7. Конъюгация хромосом и последствия одиночь, м о 
говера при гетерозиготности по перицентрической иНвери я о оо 

Если внутри инвертированного участка происходят два кроссинговера, то сохр 
няется полный набор генов без делеций и дуплИКаций и, таким образом обе ы 
вается жизнеспособность рекомбинантов. ’ эотослечи. 
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Рис. 13.8. Ренипрокная транслокация. (Из: Фогель и Мотульски, 1989) 

У зиготы со сбалансированной транслокацией в двух хромосомах будут комплементарные 
структурные аномалии 

Экспериментально полученные инверсии используются как «запиратели» крос- 
синговера. В гл. 14 приведены примеры использования линий дрозофилы с подав- 
ленным из-за наличия инверсий кроссинговером для учета летальных мутаций. 

Ииверсии в хромосомах человека приводят к нарушению гаметогенеза. 
4. Траислокации — перемещения участков хромосомы в новое положение в ее пре- 

делах или обмен участками между разными хромосомами. 
Различают транслокации: 

1) симметричные (реципрокные) — соединение центрического фрагмента одной 

хромосомы с ацентрическим фрагментом другой (рис. 13.8), те. взаимный обмен 
учистками между двумя негомологичными хромосомами (именно реципрокную 
транслокацию клиницисты часто обнаруживают в семьях, где встречается более од- 
ной хромосомной аномалии). 

В результате конъюгации в мейозе транслоцированные хромосомы у гетерозигот 
вместе со своими не перестроенными гомологами образуют характерную фигуру 
«транслокационного креста» (рис. 13.9). Плотная конъюгация вблизи точек разры- 

вов оказывается затрудненной, что приводит к подавлению кроссингозера в этих 
участках. Поскольку гомологичные участки есть у всех четырех конъюгирующих 
хромосом, в профазе мейоза образуются квадризаленты. Из шести возможных типов 
гаплоидных продуктов, возникающих при трех способах расхождения хромосом, 
только два типа функционируют нормально: те, что получили полные наборы генов, 
характерные для исходных родительских форм. Остальные четыре типа гамет будут 

иметь несбалансированные хромосомные наборы: гамета будет содержать хромосо- 
му с делецией или дупликацией по отдельным участкам; 

2) асимметричные — соединения центрических или ацентрических фрагментов, в 
результате которых образуются дицентрики, трицентрики и тд.; 

3) робертсоновские — слияние негомологичныхакроцентрических хромосом воб- 

ласти их центромер с образованием одной метацентрической хромосомы 
(рис. 13.10). Транслокации этого тила названы по имени В. Робертсона, предложив- 
шего гипотезу о слиянии хромосом для объяснения уменьшения их числа в хромо- 
сомном наборе. Центрическое слияние — распространенный тип хромосомных пе- 
рестроек у человека. В него могут вовлекаться все пять пар акроцентриков — хромо- 
сом содним длинным и вторым очень коротким (иногда с трудом обнаруживаемым) 
плечом. При образовании робертсоновских транслокаций вместе с утратой коротких 
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Рис. 13.9. Мейоз у гетерозиготы по ренипрокной транслокации. (Из: Инге-Вечтомов, 
1989) 

а- две полноценные гаметы; б ив - четыре типа гамет, несущих делеции и дупликации 

плеч утрачиваются и содержащиеся в них гены рибосомной РНК, что подтверждает- 

ся результатами ДНК-РНК-гибридизации. Однако это не сопровождается какими- 

либо функциональными отклонениями, и носители таких хромосом совершенно 
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2ис. 13.10. Принцип центрического слияния (робертсоновская транслокация). (Из: 
Рогель и Мотульски, 1989) 

ве акроцентрические хромосомы утратили свои короткие плечи, а длинные плечи слились. У 

'балансированной гетерозиготы количество хромосом будет на одну меньше, чем в нормаль- 
юм наборе. 

здоровы. Если в ходе мейоза транслоцированная хромосома попадет в половую 
<летку, то зигота будет трисомной. Именно по такому типу происходит формирова- 

ие транслокационного синдрома Дауна (см. часть П. Медицинская генетика). 

13,1.3, ГЕННЫЕ МУТАЦИИ 

енные (точковые) мутации — это изменения числа и/или последовательности нук- 

еотидов в структуре ДНК (вставки, выпадения, перемещения, замещения нуклео- 

илов) в пределах отдельных генов, приводящие к изменению количества или каче- 
гва соответствующих белковых продуктов. 

ГЕВНЫЕ МУТАЦИИ 

`ИП Замены нуклеотидов Делеции и/или инсер- 

ции нуклеотидов 

ЗАЗВАНИЕ — Миссенс- Нейтральные Нонсенс- Фреймшифт-мугации 
мутации мутации мутации (сдвиг рамки считыва- 

ния) 

Замены оснований приводят к появлению трех типов мутантных кодонов: с изме- 

еиным смыслом (миссенс-мутации), с неизмененным смыслом (нейтральные мута- 

ии) и бессмысленных, или терминирующих кодонов (нонсенс-мутации). 

В результате миссенс-мутации в кодируемом данным геном полипептиде одна 

минокислота замещается на другую, поэтому фенотипическое проявление мутации 

висит от функциональной значимости затронутого домена. Так замены аминокис- 

‚т вактивных центрах белков могут сопровождаться полной потерей их функцио- 

альной активности. К примеру, миссенс-мутация в 553-м кодоне гена РАС, приво- 

ящая к замене лейцина на пролин, делает продукт этого гена неспособным комп- 

зментировать функциональный дефект в клетках больных анемией Фанкони. 
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Не всякая замена аминокислоты отразится пи функциональной активности бел- 

ка, вследствие чего происшедшая мутация может остаться не выявленной. Этим объ- 

ясняется факт отмечаемого несовпадения частоты мутаций в определенном гене и 

встречаемости мутантов по нему. Кроме того, в силу вырожденности генетического 

кода, не всякая замена основания приведет к миссенс-мутации, возможно, она ока- 

жется нейтральной. 

В результате нонсенс-мутации кодон, определяющий какую-либо аминокислоту, 

иреврашается в один из стоп-кодонов, не транслирующихся на рибосомах (ЦАА, 
ПАС, ЦСА). Появление такого кодона не в конне структурного гена, а внутри него, 

приводит к преждевременной терминации трансляции и обрыву полипелтидной це- 

пи. Нонсенс-мутации обладают наиболыним повреждающим действием, так как об- 

разующиеся при преждевременной терминации трансляции белки не способны к 

модификации, часто не защищены от действия протеолитических ферментов и бы- 

стро деградируют. 
Вставки, перемещения или выпадения отдельных оснований или их коротких после- 

довательностей в пределах гена вызывают сдвиг рамки считывания. Природа таких 

мутаций была изучена при анализе аминокислотной послеловательности белков фа- 

га `Т4, кодируемых геном дикого типа е* и тремя разными мутантными генами е, с0- 
держашими взаимно супрессирующие фреймшифт (сдвигающие рамку считыва- 

ния)-мутации. Оказалось, что некоторые единичные мутации являются следствием 

одновременных изменений нескольких соседних нуклеотидов. И, скорее всего, еди- 

ничная мутация со сдвигом рамки возникает в результате вставки двух соседних ну- 

клеотидов, а не одного. При возникновении мутаций со сдвигом рамки считывания 

меняются все триплеты ниже сайта дупликации или делеции по ходу считывания, 

при этом повышается вероятность возникновения стоп-кодонов и, соответственно, 
терминации трансляции. 

С точки зрения структурно-функциональной организации генов, происходяшие 

внутри них замены, вставки, выпадения, перемещения нуклеотидов можно объеди- 
нить в следующие группы: 

1) мутации в регуляторных областях генов 

® мутации в промоторной части (например, регуляторном элементе с последова- 

тельностью РиСРиССС и внутри ТАТА-бокса у гена В-глобина) снижают уровень 

синтеза белкового продукта; 

®_ мутации в сайте полиаденилирования снижают уровеньтранскрипции (характер- 
но для афроамериканцев, страдающих В-талассемией; подробно о гемоглобино- 

патиях см. часть П Медицииская геиетика). 

Таким образом, мутации в регуляторных 5’ и 3*-нетранслируемых областях генов 

вызывают количественные изменения соответствующих продуктов и проявляются 

фенотипически (клинически) в зависимости от порогового уровня белков, при кото- 

ром их функция еше сохраняется; 

2) мутации в кодирующих областях генов 

® мутации в экзонах могут приводить к преждевременному окончанию белкового 
синтеза. Именно это происходит, к примеру, в случае В-талассемии: в результате 
мутаций внутри экзона гена гемоглобина белковая цель оказывается укорочен- 

ной и не обладает активностью; 
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*_ мутации в интронах способны генерировать новые сайты спяайсиига, которые, 
конкурируя с нормальными (исходными), в итоге, заменяют их. Возникновение 
замен в гене гемоглобина, замелляющих сплайсинг, известно и для В9-, и для В*- 
талассемии. 

›_ мутации в сайтах сплайсинга (на стыках экзонов и интронов), нарушают процес- 

синг первичного РНК-транскрипта и приводят к трансляции бессмысленных 
белков: удлиненного при неправильном вырезании интроновлибо укороченного 
при вырезании экзонов. Так, в результате одиночных замен в донорском участке 
сплайсинга гена гемоглобина процессинг нарушается, что приводит к развитию 
В°- или В*-талассемии. А мутация сдвига рамки считывания в акцепторном уча- 
стке сплайсинга гена ХРА приводит к полной инактивации белка и, как следст- 

вие, к развитию тяжелой формы пигментной ксеродермы. 

Замены нуклеотидов в кодирующих областях генов, не сопровождающиеся заме- 

ими аминокислот в силу вырожденности генетического кода, приводят к нейтраль- 
ым мутациям, не оказывающим заметного влияния ни на функцию соответствую- 
цего белка, ни на его структуру. 

13.2. МОЛЕКУЛЯРНЫЕ МЕХАНИЗМЫ ГЕННЫХ 

МУТАЦИЙ 
В предыдущем разделе уже говорилось о том, что генные мутации могут предста- 

лять собой замены оснований, а также их вставки, перемешения или выпадения. 

Различают два типа замен оснований (рис. 13.11): 

к я <. 

+ 
`` ̀ к я 

ТРАНЗИЦИИ «__> 

ТРАНСВЕРСИИ 4:2” 

ПУРИН Рис. 13.11. Механизмы возникновения 
точковых мутаций. (Из: Фогель и Мотуль- 
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Рис. 13.12. Твутомерные формы оснований ДНК. (Из: Айала и Кайгер, 1988) 

Редкие иминные формы аденина (А*) и цитозина (С*) образуют водородные связи соответст- 

венно с цитозином и аденином, а редкие енольные формы гуанина (С*} и тимина (Т*} - соот- 

ветственно с тимином и гуанином. 

1) замены пурина на другой пурин или пиримидина на пиримидин. Их называют 

транзициями: А = С,Т = С (те. такие замены пар нуклеотидов, которые не изменя- 

ют ориентации: АТ = СС; ТА = Сб); 

2) замены пурина на пиримидин или пиримидина на пурин. Их называют транс- 

версиями: АЕТ,А=С, С =С, С =Т (те. такие замены пар нуклеотидов, которые из- 

меняют ориентацию: АТ = ТА, АГ= СО). 

Установлено, что спонтанные транзиции могут происходить при репликации 
ДНК вследствие таутомеризации, изменяющей способность нуклеотидов образовы- 

вать водородные связи: аденин приобретает свойства гуанина, гуанин — аденина, ци- 
тозин —тимина, тимин — цитозина (рис, [3.12). Участие процесса репликации в му- 

тагенезе было установлено при изучении биологических эффектов аналогов основа- 

ний ДНК, например, 5-бромурацила (рис. 13.13), вызывающего мутации у бактери- 

офагов и бактерий. 

При включении аналога в ДНК возможна ошибка, состоящая втом, что 5-брому- 

рацил, находясь в редкой енольной форме, спаривается с гуанином, а затем в обыч- 
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Рис, 13.14. Индукция транзиций 5-бромурапилом при репликации. (Из: Айала и Кай- 
гер, 1988} 

а - ошибка включения; б - ошибка считывания 

спираль с парой 5-В*-С 
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ы нк 
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Рис. 13.15. Специфическая реакция гидроксиламина. (Из: Айала и Кайгер, 1988) 

ной кетоформе спаривается с аденином; в третьем цикле репликации аденин нор- 

мально спаривается с тимином, завершая транзицию СС — АТ (рис. 13,14, а). 

Ошибка при считывании связана с тем, что 5-бромурацил включается при репли- 

кации на место тимина, а затем спаривается, находясь в редкой енольной форме, с 

гуанином; в третьем цикле репликации гуанин нормально спаривается с цитозином, 

завершая транзицию АТ — СС (рис. 13.14, 6). 
Аналогичным образом действует другой аналог оснований ДНК - 2-аминопурин. 

Лранзиции строго в направлении СС — АТ можно получить с помощью гидроксила- 

мина, который, специфически реагируя с цитозином, переводит его в форму, спо- 

собную образовывать водородные связи с аденином (рис. 13.15). 
Показано, что аллели генов, контролирующих репликацию (кодирующих ДНК- 

полимеразу, ДНК-лигазу, ДНК-связывающие белки), проявляют мутаторную или 

антимутаторную активность, соответственно повышая или понижая частоту мута- 

ций. А соотношение полимеразная/экзонуклеазная активность, как правило, умень- 

шается в направлении мутатор > дикий тип > антимутатор. Эти результаты согласу- 

ются с обнаружением корректирующей 3’-5’-экзонуклеазной активности у всех 

ДНК-полимераз, в результате которой происходит отщепление ошибочно включен- 

ных в ДНК оснований. Следовательно, частота ошибок репликации определяется 

соотношением полимеразной и экзонуклеазной активности ДНК-полимеразы. 

Что касается молекулярного механизма возникновения вставок, то он, возможно, 

связан с локальной диссоциацией двойной спирали и последующим ошибочным 

спариванием нуклеотидов при ее восстановлении. 

Несколько особняком стоит класс так называемых динамических мутаций, или му- 

тацнй экспансии. Экспансия (расширение, увеличение) вданном случае — это превы- 

шение допустимого числа повторяющихся элементов в микро-/мини-сателлитных 

последовательностях, локализованных в кодирующих или регуляторных областях ге- 

на. Появление мутаций экспансии связано с нестабильностью числа тринуклеотид- 

ных повторов в транскрибируемых или регуляторных областях генов. Мутации тако- 

го типа зарегистрированы только у человека. Многие из тринуклеотидных повторов 

в количественном отношении характеризуются высоким уровнем популяционной 

изменчивости, в пределах которого не наблюдается фенотипических нарушений. 

Однако если их число превысит определенный критический уровень, развиваются 

заболевания, для которых характерны: неполное доминирование признака, геном- 
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ный импринтинг и нарастание тяжести клинических проявлений в последующих 
поколениях (так называемая антицинация). Подробно этот материал освещается в 

части П. Медицииская генетика, поэтому в данной главе ограничимся лишь кратки- 
ми, предварительными сведениями. Список болезней экспансии, вызванных дина- 

мическими мутациями, превысил десяток нозологических форм и продолжает по- 
стоянно пополняться. Для части из них (синдром ломкой Х-хромосомы, миотониче- 
ская дистрофия) типична передача по материнской линии. Другие, как, например, 
хорея Гентингтона, передаются преимущественно по отцовской линии. Этиология 
этих заболеваний связана с экспансией триплетных повторов (СОС)п, (СТб)л, 

(САС)п. Практически для всех «болезней экспансии» характерно поражение под- 

корковых структур головного мозга, причем тяжесть заболевания и его начало поло- 
жительно коррелируют с числом повторов. Причиной повреждающего действия од- 
них динамических мутаций является утрата функции вследствие блокирования ген- 
ной экспрессии, других — появление белковых продуктов, аномальная структура ко- 
торых оказывает повреждающее действие на жизнеспособность или функциониро- 
вание клеток. 

Еще один, класс мутаций — это мутации, возникающие вследствие инсерций 

(вставок) мобильных генетических элементов (МГЭ). Они описаны в гл. 4. Заметим 
только. что есть существенное различие между индукцией точковых мутаций и ин- 
серций. При обработке мутагенами частоту точковых мутаций можно увеличить. А 

результаты перемещения МГЗ от действия мутагенов не зависят. 

13.3 ОБРАТНЫЕ МУТАЦИИ И СУПРЕССОРЫ 

Мутации гена от состояния «дикого» типа к новому состоянию называют прямыми. 

Многие прямые мутации, возникающие под действием экзогенных факторов разной 

природы (химической, физической или биологической} способны ревертировать 

‘ул. 14). Это означает, что какая-то другая мутация, восстанавливает исходный «ди- 

‹ий» фенотип мутанта. Такие мутации называют обратными, или реверсиями. Еще в 

{935 г. Н.В. Тимофеев-Ресовский установил, что для различных генов Х-хромосомы 

1 хромосомы 3 дрозофилы с помощью рентгеновского излучения можно индуциро- 

ить обратные мутации отрецессивных аллелей (гот, рик, о’Ке4) к нормальным ис- 

‘олным доминантным аллелям. 

Восстановление «дикого» фенотипа может произойти за счет истинной обратной 

:утации втом же сайте, что и прямая мутация. Это приводит к восстановлению ис- 

одной последовательности нуклеотидов. Так мутации, индуцируемые обоими на- 

ванными выше аналогами оснований (5-бромурацил и 2-аминопурин), могут под 

сйствием тех же мутагенов ревертировать к дикому типу. Эта способность к ревер- 

ии под действием аналогов оснований ДНК, а также азотистой кислоты использу- 

гся для доказательства транзиционной природы прямых мутаций. 

Кроме того, реверсия может произойти, если вторая мутация локализуется в дру- 
эм месте гена и каким-то образом компенсирует дефект, обусловленный первой му- 
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тацией. Такова, например, природа обратных мупний в случае действия акридино- 
вых красителей. Один из них, профлавин, индуцирует мутации не путем замены ос- 

нований, а в результате появления в ДНК вставок или делеций. Как известно, оди- 

ночная вставка/лелеция сдвигают рамку считывания кода в гене, вследствие чего 

сразу за этим участком искажается считывание исходных кодов для аминокислот 

синтезируемого белка. Мутантное действие одиночной вставки/делеции может быть 

компенсировано появлением в непосредственной близости от первичного дефекта 

делеции (соответственно, вставки). В этом случае код будет искажен только на том 

небольшом участке, который заключен между точками возникновения первичной и 

вторичной мутации, что приводит к достаточно быстрому восстановлению исходной 

структуры ДНК и как следствие — отсутствию серьезных изменений в активности 
синтезируемого белка. Нормальный фенотип (обусловленный активностью синте- 

зируемого белка) может быть восстанавлен вследствие двойных или тройных точко- 
вых мутаций. Последующие мутации в гене, подавляющие первичный мутантный 

фенотип, получили название супрессорных мутаций. 
Истинные обратные мутации составляют лишь часть реверсий, в основном осу- 

ществляемых За Счет супрессии фенотипического проявления одной мутации под 
действием другой. 

В общем виде супрессия может быть: 
1) внутригенной — когда вторая мутация в уже затронутом гене изменяет дефектный в 

результате прямой мутации кодон таким образом, что в полипептид встраивается амино- 

кислота, способная восстановить функциональную активность ланного белка (что и бы- 
ло рассмотрено выше). При этом данная аминокислота не соответствует исходной (ло 

возникновения первой мутации), те. не наблюдается истинной обратимости; 
2) внегенной — когда изменяется структура тРНК, в результате чего мутантная 

ТРНК включает в синтезируемый полипептид другую аминокислоту вместо кодиру- 
емой дефектным триплетом (являющимся результатом прямой мутации). Этот тип 
супресии был открыт в 1966 г. Чарльзом Яновски входе изучения генетического кон- 
троля триптофан-синтетазы у Е. сой. Так в случае нонсенс-мутации у серинового ко- 
дона ОСС в ЧАС супрессорная мутация в гене тТРНК превращала антикодон АСС в 
АСС, способный прочитывать мутантный кодон ЧАС. Миссенс-мутации в генах бел- 
ков супрессируются мутантными тРНК путем включения в белок исходной или дру- 

гой аминокислоты. Так, в случае мутации в глициновом кодоне, вызывающей заме- 

ну ССА на АСА, в белок включается аргинин. При изменении антикодона ССИ в 
результате супрессорной мутации на ОСИ тРНК включает вместо аргинина глицин, 

то приводит к восстановлению структуры и функции нормального белка. Таким об- 
разом, изучение СУпрессорных мутаций позволяет оценить точность процесса транс- 

ляции и, в частности, отклонения от кодон-антикодоновых взаимодействий различ- 

ных элементов белоксинтезирующей системы. 
Не исключена компенсация действия мутагенов за счет фенотипической супрес- 

сии. Ее можно ожидать, когда на клетку действует фактор, повышающий вероят- 
ность ошибок при считывании мРНК во время трансляции (например, некоторые 

аптибиотики). Такие ошибки могут приводить к подстановке неправильной амино- 

кислоты, восстанавливающей, однако, функцию белка, нарушенную в результате 
прямой мутации. 
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Определив в общем виде супрессию как полное или частичное восстановление 
утраченной или нарушенной генетической функции, напомним, что наличие генов, 
полностью или частично восстанавливающих нормальное развитие особи, изменен- 
ное в результате мутации, еще в 1920 г. показал А. Стертевант. Так у дрозофилы су- 

прессоры 5и() и 5и(’) подавляют действие соответственно генов окей (вильчатые 

щетинки) и услтйЙол (алые глаза), восстанавливая дикий фенотип. 

При широком понимании этого явления к феномену супрессии логично отнести 
и эпистатическое взаимодействие генов. 



глава 

МОЛЕКУЛЯРНЫЕ МЕХАНИЗМЫ 
МУТАГЕНЕЗА 

Открытие мутационного процесса в начале ХХ в. положило начало всестороннему 

изучению причин и механизмов наследственной изменчивости. Успеху в этом на- 

правлении способствовали: 

1) выявление мутагенного действия рентгеновских лучей; 

2) обнаружение систем, позволяющих отличить мутации в хромосомах от повре- 

ждений митотического аппарата или компонентов цитоплазмы; 
3) разработка методов количественного учета вновь возникающих мутаций. 

В 1925 г. отечественные ученые ГА. Надсон и ГС. Филиппов обнаружили повре- 

ждающее действие лучей радия на клетки дрожжей. В 1928 г. Г. Мёллер разработал 

методы количественного учета мутаций у дрозофилы, что позволило ему перейти от 

констатации мутагенного эффекта рентгеновских лучей к подробному изучению 

этого феномена. 

В связи с тем, что основные закономерности мутационного процесса были от- 

крыты при изучении генетических эффектов ионизирующей радиации, в данной 

главе сначала будет рассмотрен радиационный и химический мутагенез и только по- 

том — спонтанный мутационный процесс. 

14.1. МУТАГЕННОЕ ДЕЙСТВИЕ ИОНИЗИРУЮЩИХ 

ИЗЛУЧЕНИЙ 

К ионизирующим излучениям относят электромагнитные рентгеновские, \- и кос- 

мические лучи, а также высокоэнергетические ‹1-,В- и др. корпускулярные излуче- 

ния. Проходя через клетку, они выбивают электроны из внешней оболочки атомов 

или молекул, превращая их в положительные ионы; освободившиеся электроны 

продолжают это процесс и выбивают электроны из других атомов и молекул, Атомы, 

захватившие такие электроны, приобретают отрицательный зарял. Биологическое 

действие радиации всех типов зависит от локализации источника по отношению к 
объекту (внутри или вне), типа излучения, энергии излучения и ряда физико-хими- 

ческих свойств поглощающего объекта (рис. 14.1). 

Рентгеновские лучи с длиной волны 0,1-1,0 нм обладают высокой ионизирую- 

щей активностью, проникают внутрь живых тканей, причем энергия поглощается 

непосредственно компонентами клетки, п том числе — молекулами ДНК. Молеку- 
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Энергия Длина волны 

Ультракороткие волны, инфракрасное излучение 
А 00см 

Видимый свет, ультрафиолетовое излучение 
Х 10-4 см <) 

Рентгеновские лучи 
А 10-5 см - 10-3 см 

Сверхжесткое 
излучение Х. 10-10 см 

Космическая 
ралиа ия 

0-1 см 
Нагрев  Фото- Ионизация Атомные Распад 

химичес- реакции атомных 
кие реак- ядер 
ции 

Рис. 14.1. Зависимость биологической активности электромагнитных волн отих длины 
и энергии, (Из: Фогель и Мотульски, 1989) 

лярные механизмы мутагенного действия ионизирующих излучений в общем виде 
базируются на разнообразных повреждениях нуклеиновых кислот: разрывается уг- 
леводно-фосфатный скелет молекулы ДНК, разрушаются основания (особенно пи- 

римидиновые), происходят химические перестройки оснований, изменяющие их 

способность к спариванию (например, производное пурина спаривается с пурином 
же, ане с пиримилином). Образуются «сшивки» как в молекулах нуклеиновых кис- 

лот, так и между молекулами ДНК и белками. Более подробное описание событий в 

облученной ДНК следует начать с образования сложного макрорадикала с двумя ти- 

нами локализации неспаренных электронов: поврежденные основания и сахаро- 
фосфатные цепи. Нуклеотиды повреждаются примерно в 3 раза чаще, чем сахаро- 

фосфатная часть. Углеродные связи радиоустойчивее, чем фосфодиэфирные в 7,5 

раз. Пиримидиновые основания в 2 раза радиочувствительнее пуриновых, причем 
пзиболее радиочувствителен тимин. Чаше повреждается одна цепь ДНК, при этом 

первичные повреждения (дезаминирование оснований, алкилирование, возникно- 
вение оксимов цитозина, димеризация или гидратация пиримидиновых оснований) 
приводят к вторичным реакциям — разрыву водородных связей, конфигурацион- 
ным изменениям надмолекулярных структур ДНК и внутри- и межмолекулярным 
<лииякам полимерных цепей. Разрушение надмолекулярных структур (леспирализа- 
ция) обусловлено двойными разрывами ДНК, которые возникают, если одиночные 

разрывы цепей ДНК расположены на расстоянии не более 10 пар нуклеотидов друг 

от друга. 
Частота индуцированных генных мутаций пропорциональна дозе облучения. 

Так, уже в первых экспериментах на дрозофиле при использовании разных дозоблу- 

чения было установлено, что частота сцепленных с полом рецессивных летальных 
мутаций находится в линейной зависимости от дозы радиации 
(рис. 14.2). Кривые доза-эффект характеризуются отсутствием порога и постепен- 
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16 оТимофеев-Ресовский 
4 < Оливер 

х Эфроимеон, Шехт 
12 о Средние величин! 

10 

Рис. 14.2. Линейное увеличение частоты т 
точковых мутаций у дрозофилы. (Из: Фогель Е. 6 
и Мотульски, 1989} = х 

4 

2 

ОИ ИСИ ПИ О-В 
Доза радиации (килорентгены) 

ным нарастанием до насыщения, начиная с самых малых доз. Такой характер кривых 

отражает не усиление степени поражения с возрастанием дозы, а увеличение вероят- 

ности поражения: даже самые малые дозы ионизирующей радиации могут привести 

к возникновению летальных мутаций и гибели клеток, но лишь у небольшого числа 

особей. 

Т рентген (р) — доза радиации, Т рад — доза радиации, соответствующая 

которая вызывает образование поглощению 100 эргов энергии в | г 

2,1 х 10? пар ионов, проходя вещества 

через 1 см3 сухого воздуха 
при г = 0°С и давлении 

760 мм ртст. 

В обычных условиях их значение очень близко: [ рад = 1,07 рентгена 

Линейный характер зависимости частоты генных мутаций от дозы указывает, что 

они образуются одномоментно, т.е. мутацию вызывает один акт ионизации, возни- 

кающий адоль пути следования вторичных электронов. В радиобиологии такой акт 

ионизации называют попаданием. Теория попадания (удара), созданная в 20-х годах 

ХХ в,, вскоре была модифицирована и легла в основу теории мишени, в разработке 

которой приняли участие как физики, так и биологи. Согласно этой теории, возник- 

новение генных мутаций, мелких делеций и одиночных разрывов хромосом под дей- 

ствием квантов ионизирующей радиации — следствие одиночных попаданий; при- 

чем повреждение происходит непосредственно в том месте, где возникает первичная 

ионизация, а вся реакция протекает внутри определенного объема (мишени), т.е. в 

самом гене либо в непосредственной близости к нему. В основополагающих иссле- 

дованиях Д. Ли, М. Демерена, К. Циммера, М. Дельбрюка и Н.В. Тимофеева-Ресов- 

ского на разнообразных объектах были изучены радиобиологические эффекты в от- 

ношении индуцированных мутаций. В частности, исследования на дрозофиле пока- 

зали, что частота индуцированных излучением мутаций пропорциональна только 

общей дозе облучения (рис. 14.3) и не зависит ни от фактора времени, ни от жестко- 

сти излучения, определяемой длиной его волиы. Однако в дальнейшем эксперимен- 
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2. 14.3. Результаты облучения дрозо- 
1 при разных мощностях дозы, (Из: 
пельи Мотульски, 1989) 
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ты на мышах заставили исследователей 
отказаться от категоричных выволов от- 
носительно отсутствия зависимости ре- 
зультатов облучения от мощности дозы, 
те. количества радиации, поступающего 
за единицу времени. Было сформирова- 
но представление о том, что определен- 
ная доза, использованная при относи- 
тельно низкой мощности, приведет к 
меньшему числу мутаций, чем та же доза 
при более высокой мощности. 

Максимальная частота генных мута- 
ций, достигаемая при действии ионизи- 
рующих излучений, обычно от несколь- 
ких раз до нескольких десятков раз пре- 
восходит частоту их спонтанного воз- 

кновения. Слектр их остается практически таким же: гены, сравнительно редко 

гирующие спонтанно, сравнительно редко изменяются и в результате действия 

низирующих излучений и наоборот. 

В отличие от генных мутаций частота хромосомных перестроек под действием 

визирующего облучения возрастает примерно пропорционально квадрату дозы 

1с, 14.4), При этом кривая одного попадания (одноударная кривая) зависимости 

сла мутаций от дозы облучения меняется на $-образную, обычно полутора-двух- 

х Бельговский 
+ Хвостова + Гаврилова 
© Меллер 
= Оливер 
р Тимофеев-Ресовский 

3,0 
Доза радиации (килорентгены) 

15 2,0 

ис. 14.4. Возникновение хромосомных аберраций — событий с двумя разрывами. (Из: 
зогель и Мотульски, 1989) 
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ударную. Теория мишени объясняет это тем, что указанные виды облучения характе- 
ризуются низкой величиной линейного переноса энергии (т.е. плотности создавае- 

мой ими ионизации вдоль треков движения электронов). Поэтому акты ионизации 
ндоль треков редки, и каждый из них не зависитот другого. Отсюда следует, что один 
акт ионизации (один удар) достаточен для того, чтобы возникла генная мутация или 

один разрыв хромосомы, но для двух разрывов хромосомы, ведущих к хромосомным 
аберрациям, требуются два удара. Поскольку они возникают независимо, вероят- 
ность их попадания в одну хромосому является произведением вероятности для ка- 
ждого из них, что и составляет основу зависимости частоты хромосомных перестро- 
ек примерно от квадрата дозы: облучения. 

По сравнению с у-лучами медленные нейтроны эффективнее в 5 раз, быстрые 

нейтроны - в 109, а тяжелые ионы — в 20 раз, В отличие от рентгеновских и у-лучей, 

нейтроны и а-частицы, характеризующиеся высоким значением линейного перено- 
са энергии, дают плотную ионизацню в пределах одного трека. Вероятность возник- 
новения двух разрывов хромосомы значительно увеличивается, поэтому кривые за- 
висимости частоты хромосомных аберраций отдозы облучения соответствуют в этом 
случае кинетике реакций первого порядка. 

Дозирование излучения не учитывает фактора времени: одна и та же доза может 
быть получена при слабой интенсивности облучения в течение длительного времени 

либо путем кратковременного облучения с высокой интенсивностью. Это верно для 
генных мутаций и мелких делеций, обязанных своим возникновением единичным 
актам ионизации, но не вполне справедливо в отношении крупных хромосомных 
аберраций. Если вся доза лается сразу, то в клетках одновременно присутствуют мно- 
гочисленные фрагменты, образовавитиеся при разрывах хромосом. Одни из них бу- 
дут идентифицированы как большие делеции, а другие могут соединяться в новых 

сочетаниях, что приведет к появлению инверсий и транслокаций. Если же доза дает- 
ся в иесколько приемов, то крупных перестроек будет обнаружено меньше, так как 
часть ранее возникших разрывов репарируется за время ло следующей порции облу- 
чения. 

Коротко суммировать положения классической теории мишени можно в следую- 
щих пунктах: 

1} частота возникающих в результате одиночных ударов генных мутаций, микро- 
делепий и хромосомных вазрывов линейно зависит от дозы и Не зависит от мощно- 

сти дозы и ее распределения во времени; 

2) частота крупных перестроек, возникающих при воссоединении фрагментов в 

случае двух хромосомных разрывов, возрастает пропорционально квадрату дозы по- 
сле рентгеновского или у-облучения и в соответствии с кинетикой первого порядка 
— после воздействия нейтронами; 

3) снижение мощности дозы или ее фракционирование уменьшает частоту хро- 
мосомных перестроек в случае рентгеновских лучей и не оказывает влияния на час- 
тоту перестроек в случае действия нейтронов. 

Теория мишени сыграла значительную роль в развитии радиационной генетики. 

Но, начиная с ранних экспериментов, накапливались данные о том, что эффект 
рентгеиовского облучения зависит от множества внешних факторов (температура, 
парциальное давление кислорода, гидлратация и присутствие разных химических 
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игентов в облученной клетке). Теория мишени опиралась на предположенис, что му- 

хация возникает сразу под действием одного удара. Однако на самом деле радиаци- 

онные повреждения генетического материала — не прямые, а лишь потенциальные 
источники возникновения мутаций. Нельзя отождествлять возникновение мутации 

; актом попадания, поскольку процесс радиационного мутагенеза связан с метабо- 

пизмом поврежденной клетки и может быть модифицирован как в момент облуче- 

ния, так и после него. Так, например, было показано, что эффективность рентгенов- 

ского облучения большинства биологических объектов ватмосфере кислорода в 2—3 

раза выше нежели ватмосфере азота или инертного газа. К. Свенсон в 1946 г. выдви- 

нул гинотезу о потенциальных изменениях как предшественниках истинных разры- 

вов, возникающих в хромосомах. Это означает, что часть повреждений возникает в 

форме предмутаций и в зависимости от условий в клетке может либо реализоваться 

в мутации, либо элиминироваться с помощью репаративных механизмов. Потенпи- 
льный характер повреждений подтверждался в первую очерель фактами модифика- 

ции ралиационного эффекта во время облучения и в пострадиационный период. 

Было установлено, что подавление метаболизма ведет к более легкому превращению 

ютенциальных изменений в мутации. Так, пострадиационная обработка инфузорий 

угистающими синтез ДНК стрептомицином, хлорамфениколом, кофеином, динит- 

хиренолом и низкой температурой снижает выход мутаций. Все потенциальные изме-- 

ення, ие вернувитиеся в исходное состояние до репликации хромосом, в холе этого 

процесса превращаются в истинные мутации. Чем дальше отстоит момент облучения 

иг начала синтеза ДНК, тем меньше мутаций возникает при той же дозе облучения. 

Различные системы генетической репарации способны восстанавливать структу- 

›УДНК, поврежденную в результате облучения. С репарапией ДНК, например, свя- 

зи ие внолне объяснимый с позипии теории мишени факт, заключающийся в том, 

го фракционирование дозы рентгеновского облучения уменынает частоту хромо- 

©мных перестроек, но не влияет на таковую для генных мутаций. Очевидно, что 

юлная доза радиации поглощается не сразу, а по мере облучения, так что часть ин- 

\уцированных разрывов хромосом успевает репарироваться и восстановить целост- 
юсть нативной структуры ДНК до того, как очередной акт ионизации приведет к 

зозникиовению новых одиночных разрывов. Это вызовет уменьшение числа мно- 

кественных разрывов и, следовательно, снизит вероятность крупных перестроек 

ромосом. Системы генетической репарации не срабатывают при летальных дозах, 

шляющихся видоспецифичными (для человека летальная доза составляет примерно 
У) р, для мыши — 900 р, для дрозофилы - 80 000 р. 

В присутствии волы рентгеновские лучи не только прямо возлействуют на чувст- 

зительные к ним генетические структуры, но и действуют на них косвенно за счет 
зазложения воды — радиолиза. Этот процесс приводит к образованию реакционно- 

люсобных, короткоживущих свободных радикалов водорода Н* и гидроксила ОН-, 

Фъединяющихся с образованием воды, атомарного кислорода либо химически ак- 

‘ивной перекиси водорода. Поэтому облучение молекул-мишеней в присутствии 

хединений, способных взаимодействовать со свободными радикалами (антиокси- 

(антов), защищает молекулы-мишени от непрямого действия радиации. 

Кроме того, эффективность радиационного мутагенеза, как оказалось, определя- 

ся не только дозой облучения и ее мощностью, не только условиями, в которых 
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клетки или целые организмы подвергались облучению, НИ биологической чувстви- 
тельностью объектов к летальному и мугагенному дейстВИЮ ионИЗирую цих излуче- 
ний. Так, одна и та же доза ренттеновских лучей индупИРУСТ У МЫШИ примерно в 10 
раз больше мутаций, чем у дрозофилы, и почти в 1000 РаЗ больше, чем у бактерий. 
Следовательно, частоту мутаций необходимо определятЪ © УЧЕТОМ ВИдозых различий 
организмов. 

Кроме того, еще в 50-е годы ХХ-го века была установВ/ЕНа чеТКаЯ зависимость час- 
тоты возникновения индупированных мутаций от изменений ЧУВСТВИТельности клеток. 
на разных стадиях клеточного цикла, Наибольшей ралиб ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТЬ обладают 
клетки на стадии ранней профазы и во время фазы синтеза ДНК. 

Наконец, куда именно попадает квант энергии — ЗАВИСИТ ОТ СЛучая, но проявля- 
ется эффект попадания лиить в определенных участкАХ, ТК называемых «горячих 
точках». Это объясняется миграцией энергии или заряда Вдоль хромосомы к наибо- 
лее легко повреждаемым участкам. Установлена миграЦИЯ Электронного возбужде- 
ния по молекуле ДНК на большие расстояния (1 000 — 10 000 пон), Бели первона- 
чально поражается наиболее радиоустойчивая компомеНТа в Сахарофосфате, то, вко- 
нечном счете, свободная валентность локализуется на Сахарной компоненте, Далее 
миграция энергии или заряда идет в направлении наиболее возбУжлаемых азотистых 
оснований. Миграпия заряда возможна не только внУТРИ ДНК, ноис ДНК на про- 
тектор. Профлавин служит лучшим акцептором электроОНОВ, И Конечное поврежде- 
ние локализуется именно на нем. Самым плохим акиептором Является гистамин, и 
после у-облучения сигнал передается от него на азотИбТЫ@ ОСНОВаНия, Вецества-ра- 
диопротекторы, захватывающие электроны, образуют © ДНК Комплекс, в котором 
возможна миграция заряда на это вешество, а рекомбИНАция МИГрировавиего заря- 
да сзарядом противоположного знака происходит на ФРагменте протектора. В итоге 
произошедших преобразований повреждения могут бЫТЬ репарированы, могут 
сформировать точковые мутации или послужить началом иепи событий, приводя- 
щих к хромосомным аберрациям. 

В заключение отметим наиболее важные характерйСТИкИ радиационного мутаге- 
неза: 
* генетический эффект облучения наблюдается прил юбой дозе; 

* специфика этого эффекта зависит от вида и дозы Облучения, состояния репара- 
тивной системы ДНК, видоспецифической радиоЧУВСТВИТЕЛЬНости, стадии и ло- 
кализации воздействия. 

14.2, МУТАГЕННОЕ ДЕЙСТВИЕ , 

УЛЬТРАФИОЛЕТОВЫХ ЛУЧЕЙ 

В отличие от рентгеновских, ультрафиолетовые (УФ) лучи не Действуют на половые 
клетки болылинства многоклеточных организмов, ПОСКОЛЬКУ Проникают в ткани 
очень слабо, не обладают достаточной энергией для ИНДУКИИИ Ибнизации атомов и 
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элько возбуждают электронные оболочки. Их муциенный эффект (возникновение 

шых мутаций и хромосомных персстроек) обнаруживается лить в клетках, обра- 

ующих монослой: микроорганизмах, ныльне и др. УФ-лучи оказались первым му- 

иевом, чье действие на бактериальные клетки было подробно изучено, О том, что 

чытрафиолетовое излучение убивает бактерии, известно с 1877 г. ав 1914 г.былавы- 

влена способность УФ-лучей индуцировать у бактерий наследуемые варианты, от- 

ичающиеся от исходного типа но натогенности и морфологии колоний. Но лишь 

эидцать лет спустя М. Демерец показал, что среди клеток чувствительного к фагу 

Г штамма Е. сой, выживитих после облучения определенной дозой ультрафиолета, 

аля мугантов превышает их спонтанный уровень среди необлученных бактерий бо- 

©, чем в тысячу раз. 

Ключевые исследования, позволившие установить механизм действия ультрафи- 

чета, были начаты в 1946 г. на Е. сой Эвелин Виткин. Она показала, что мутагенный 

|рскт УФ-лучей вбольшинстве случаев носит всего лишь потенциальный характер 

вероятность появления индупированных мугаций в значительной степени зависит 

г того, в каких физиологических условиях находится клетка после облучения. Э. 
игкии предположила, что клетка имеет механизм, способствующий восстановле- 

ию отновреждающего действия ультрафиолета. Дальнейшие исследования показа- 
а правильность ее предположения. 

В отличие отрентгеновских лучей, мутагенность которых не зависит от длины волны, 

хиень мутагенности УФ-лучей является функцией послелней. Максимум поглощения 

р-облучения входящими в состав ДНК пуринами и пиримидинами лежит в области 

им. Эта же величина соответствует максимуму мутагенности УФ-лучей, что указыва- 

`напрямую связь процесса индукции предмугационных повреждений ДНК споглоще- 

лем УФ-лучей ее азотистыми основаниями. Основные фотопродукты, возникающие 

эи облучении двухцепочечной ДНК — пиримидин-пиримилиновые (преимущественно 

имин-гиминовые) димеры, формирующие между соседними основаниями в цепи ДНК 

аклобутаповые кольца. УФ-лучи вызывают не только образование димеров, но и их 

зрупение. Когда лимеризация оснований в ДНК при возлействии лучей сдлиной вол- 

я 240 им достигает примерно 15%, начинается расщепление димеров; процессы обра- 

вания и расщепления димеров приходят в равновесие, характеризующееся насыщени- 
1, при котором дальнейшее увеличение дозы УФ не приводит к росту числа димеров в 

ИК. Для каждой длины волны характерно определенное равновесие между образова- 

1еми разрушением димеров. Так, например, доля димеров при длине волны 280 нм с0- 

ивляет 70%. Установлено, что частота ноявления димеров зависит, помимо длины вол- 

н УФ-лучей, оттемпературы и рН среды (максимальная — при 23°С ирН= 8). 

Присутствие димеров в ДНК приводит к оцгибкам при се репликации. Механизм 

'резипия УФ-индупированных повреждений ДНК, работающих на свету (фоторе- 

тивация), рассмотрен нами в гл. 10. Добавим, что исследования актиноминетов 

эзволили установить временные характеристики формирования мутаций после 

здействия УФ-света. Оказалось, что мутагенный эффект тем выше, чем больше 

юмежуток времени между облучением клеток ультрафиолетом и последующей их 

работкой видимым светом. Так, интервал между 98%-ным восстановлением от по- 

еждений и временем получения максимального числа мутаций составлял 7 ч, а не- 

юредственно в момент своего действия УФ-свет вызывал появление не истинных 
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мутаций, а первичных пиримидин-пиримидиновых димеров, которые эффективно 

репарировались при включении видимого света сразу лосле обработки ультрафиоле- 

том. 
Таким образом, для перехода образовавшихся лимеров в истинные мутации тре- 

буется некоторое время, в течение которого происходят определенные химические 

изменения в молекулярной структуре ДНК. Кроме того, было установлено, что хара- 

ктерной особенностью мутагенеза при воздействии УФ-света на клетки является не- 

обходимость синтеза в них белков. Максимальный выход мутаций наблюдается, ко- 

гла облучение произволится в момент максимально близкий к 5-фазе. Ингибирова- 

ние синтеза ДНК после УФ-облучения снижает выход мугаций на 90%. 

Кроме прямого действия наДНК, УФ-лучи индуцируют мутации и косвенно, вы - 

зывая образование в клетках свободных радикалов и перекисей, обладающих мута- 

генными свойствами. Такие же мугагенные вещества возникают нод действием УФ- 

света в жидких нитательных средах для культивирования бактерий, что заметно уве- 

личивает у них частоту мутаций. 

14.3. МУТАГЕННОЕ ДЕЙСТВИЕ ХИМИЧЕСКИХ 

СОЕДИНЕНИЙ 

Широкое изучение химического мутагенеза началось после того, как в 1942 г. Шар- 

лотга Ауэрбах и Дж. Робсон обнаружили в опытах на дрозофиле мощное мутагенное 

действие иприта и его производных. В 1946 г. отечественный генетик И.А. Рапопорт 

выявил такие же свойства у этиленимина и формальдегида. С тех пор было обнару- 
жено множество химических соединений, способных вызывать в ДНК разного рода 
нарушения: 

р) ковалентные сшивки двух близко расположенных оснований; 

2) ковалентное связывание азотистых оснований с алифатическими и ароматиче- 
скими радикалами; 

3) химические перестройки азотистых оснований (дезаминирование, нарушение 

кольцевой структуры, полная элиминация); 

4) нарушение сахарофосфатного каркаса полинуклеотида. 

Всоответствии со снецификой мутагенной активности среди химических агентов 

можно выделить: 
1) соединения, мутагенные в отношении как реплицирующейся, так и не репли- 

цируюшейся ДНК (алкилирующие соединения, окислители-восстановители); 
2) соединения, мугагенные только в отношении реплицирующейся ДНК (произ- 

водные пуринов и пиримидинов, акридиновые красители); 
3) прочие химические, в том числе биогенные мутагены (экзогенная ДНК, виру- 

сы, бактериофаги и др.). 

Алкилирующие агенты, представляющие собой наиболее обширную группу хи- 

мических мутагенов — это химические соединения, которые переносят алкильные 
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с. 14.5. Действие алкилирующегоагента — метилметансульфоната. (Из: Фогельи Мо- 
ьски, 1989) 

‘илирование гуанозина в 7-м положении с последующим таутомерным сдвигом. 

уппы на биологические макромолекулы. Они являются источниками для введе- 
я в молекулы реагирующих с ними веществ радикалов (алкильных групп): метила 
Н,}, этила (С.Н5), пропила (С.Н)} итд. В общем виде процесс алкилирования, те. 
мещения атома водорода в молекуле алкильной группой, можно представить фор- 

лой Х- Н > Х- В. Калкилирующим агентам относятся несколько гетерогенных 

ассов химических соединений: этиленимины, алкилалкансульфонаты, эпоксиды, 
югоатомные спирты, производные иитрозомочевины и аминоимидазола и неко- 
рые другие природные и синтезированные химические соединения. Среди алки- 
рующихагентов, непосредственно взаимодействующих с ДНК, — серный иазоти- 
ый иприты, В-прониолактон, алкилсульфонаты, алкилнитрозамины и др. Факти- 

ски все потенциально нуклеофильные группы азотистых оснований реакционно 
гивны в отношении метилирующих и этилирующих агентов. Возможные участки 
мешения в ДНК представляют собой: у аленина -- атом азота в [-м, 3-м и 7-м по- 

жении (М-[, М-3, М-7), у гуанина — в тех же трех положениях, у цитозина — атом 

эта в М-Ги М-3, ау тимина — в М-3. Таким образом, алкилируются преимущест- 

ино свободные атомы азота, которые не включены в формирование водородных 
язей, расположены близко к фосфатной группе и находятся на внешней стороне в 

кручеиной двуспиральной ДНК. Основной участок реакпии (на его долю может 

ихолиться до 90% общего алкилирования) для многих из перечисленных агентов — 

эм азота в 7-м положении гуанина (рис. 14.5). Такое взаимодействие ведет к ослабле- 

но связи между алкилированным азотистым основанием и сахарофосфатным ос- 
вом и выпадению пурина из алкилированной ДНК (возникает апуриновая 
ешь). На место вынавшего пурина в образовавитийся апуриновый сайт может 

троиться какое-либо другое основание, что ведет к возникновению транзиций 
С — АТ) — основного типа изменений, лежащих в основе мутапий под действием 

килирующих агентов. Кроме того, в результате ошибок генетической репарации 
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могут возникать мутации типа транзиций АТ. СС, трансверсий и сдвига рамки счи- 

тывания. 

Появляющиеся в результате алкилирования модифицированные азотистые осно- 

вания могут быть как химически нестабильными, так и стабильными. В первом слу- 

чае они подвергаются неферментативному гидролизу с образованием апуриновых и 

аниримидиновых участков. Во втором случае модифицированные основания могут 

быть удалены М-гликозилазами, что также приводит к образованию апуриновых и 

апиримидиновых участков, которые в дальнейшем репарируются по эксцизионному 

типу (гл. 10). Оставшиеся нерепарированными стабильные модифицированные аз0- 

тистые основания обусловливают ошибки считывания генетической информации в 

ходе репликации и транскрипции. 

Алкилирующие соединения вызывают также поперечные ситивки цепей в моле- 

куле ДНК, приводящие к разрывам хромосом и появлению хромосомныхаберраций. 

По скорости алкилирования ДНК различают быстро реагирующие сшивающие 

агенты (например, иприты) и медленно, пролонгированно реагирующие (например, 

тиофосфамид), при действии которых количество сшивок нарастает с течением вре- 

мени. Репарация таких тяжелых повреждений ДНК, как внутри- и межмолекуляр- 

ные сшивки, ингибирующие ее синтез и транскрипцию, также происходит по эксци- 

зионному типу. 

Кроме того, под действием алкилирующих соединений могут образовываться 

сшивки ДНК-белок, причем двух типов: сптивки белка с одной молекулой ДНК и со- 

единение двух молекул ДНК с помошью белкового мостика. Помимо названных, не 

исключена возможность образования в хроматине мостиков белок-белок, затрудня- 

ющих контакт ДНК-полимеразы с матрицей. Уменыпение числа сшивок ДНК—бе- 

лок при длительиом инкубировании клеток после воздействия сшивающих алкили- 

рующих агентов показано на многих объектах, но механизм их репарации не изучен. 

Из числа алкилирующих соединений особо выделяется группа так называемых 

супермутагенов: нитрозометил-/нитрозоэтилмочевина, диэтилнитрозомочевина, 

этилметансульфонат, 1,4-бис-диазоацетилбутан и некоторые другие вещества, про- 

являющие особенно высокую мугагенную активность. Кроме того, многие алкили- 

рующие соединения обладают также канцерогенными свойствами, вызывая возник- 
иовение злокачественных опухолей, и оказывают тератогенные эффекты. 

Окисление органических молекул сопровождается потерей ими атома водорода, 

который при присоединении к другим молекулам вызывает их восстановление. Ти- 

пичный представитель мутагенов окислительно-восстановительного типа — азотистая 
кислота (рис. 14.6), действующая путем окислительного дезаминирования оснований, 

в состав которых вхолятаминогруппы (гуанин, аденин, цитозин). Дезаминирование 

цитозина превращает его вурацил, спаривающийся с аленином (мутация замены пар 

оснований СС — АТ). Дезаминирование гуанина переводит его в ксантин, однако, 

это не нарушает специфичности спаривания, так как оба они образуют водородные 

связи с цитозином. Замещение аминогруппы кетогруппой превращает аденин в ги- 

поксантин, который спаривается преимущественно не с тимином, а с цитозином 

(мутация замены пар оснований типа АТ — СС). 
Поскольку азотистая кислота индуцирует транзиции в обоих направлениях, вы- 

зываемыеею мутации, как уже было сказано выше, способны ревертировать при по- 
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Аденин Гипоксантин Цитозин 

;. 14.6. Действие азотистой кислоты. (Из: Айала и Кайгер, 1988) 

эной обработке тем же мутагеном. Помимо замен оснований азотистая кислота 

уцирует делеции, что обусловлено ее способностью к поперечному сшиванию 
скул ДНК и нарушению закономерностей репликации. 

Аналоги оснований, механизм мутагенного действия которых уже частично рас- 

тривался нами — это соединения, имеющие кольцевую структуру, сходную с 

чными для ДНК азотистыми основаниями, но отличающиеся от них по химиче- 

м свойствам (5-бромурацил, 5-бромдезоксиуридин, 5-фтордезоксиуридин, 8- 

уанин, 2-аминопурин, кофеин и др.). Прямой механизм мутагенного действия 

ногов оснований связан с их более выраженной по сравнению с нормальными 

ованиями способностью к таутомерным переходам: из нормальной кетоформы в 

‹ую енольную форму (у пиримидинов) и из нормальной аминоформы в редкую 

шоформу (у пуринов). Находясь ваминоформе, 2-аминопурин, подобно адени- 

маривается стимином, а виминоформе — с цитозином (рис. 14.7). Это приводит 

явлению транзипий СС -- АТ либо АТ — СС. Кроме прямого действия, аналоги 

ований могут увеличивать чувствительность молекул к другим мутагенам (так 5- 

2-аминопурин Тимин 2-аминопурин Цитозин 
{аминоформа) (иминоформа} 

;, 14,7, Действие 2-аминопурина — аналога аденина, (Из; Айала и Кайгер, 1988) 
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Рис. 14.8. Действие акридинового красителя трипафлавина. (Из: Фогель и Мотульски, 
1989) 

При встраивании молекулы трипафлавина в ДНК транскрибируемая цепь растягивается, что 
приводит к сдвигу рамки считывания. 

бромурацил делает ДНК более чувствительной к ультрафиолетовым лучам и ионизи- 

рующим излучениям). 

Акридиновые красители (акридин оранжевый, профлавин и др.) индуцируют му- 

тации типа сдвига рамки считывания. Они внедряются между соседними основани- 
ями в ДНК, молекула ДНК растягивается на длину одного нуклеотида, и при после- 

дующей репликации напротив внедрившейся молекулы красителя встраивается до- 
полнительный дезоксирибонуклеотид. Один из путей возникновения таких мутаций 

представлен на рис. 14.8. Другая возможность индукции мутаций типа сдвига рамки 

считывания связана со встраиванием акридина между основаниями с дальнейшими 
ошибками синтеза ДНК при рекомбинации и генетической репарации. 

Довольно близкими к химическим мутагенам, но значительно превосходящими 
их но специфичности действия являются экзогенные ДНК, атакже препараты виру- 

сов и бактериофагов. Мутагенное действие ДНК открыл в 1939 г С.М. Гершензон. 

Введение в организм дрозофилы препаратов ДНК, выделенных из разнообразных 
живых организмов, приводило к формированию множества видимых и летальных 

перестроек, представленных исключительно генными мутациями и микроделециям 
(крупные перестройки хромосом практически отсутствовали). При этом виде мута- 
генеза отмечается высокая локусоспецифичность (частота мутаций некоторых генов 
возрастает на 2-3 порядка), и поэтому спектр индуцируемых действием ДИК мута- 
ций сильно отличается от того, который характерен для воздействия другими мута- 

генами, атакже для факторов спонтанного мутагенеза. Наконец, мутагенному дейст- 
вию ДНК присущ чрезвычайно пролонгированный эффект, не описанный для дру- 

гих мутагенов. Мутации икдуцировались не только в потомстве подвергавшихся воз- 
действию чужеродной ДНК дрозофил, но и в нескольких последующих поколениях. 

Установлено, что мутагенными свойствами обладают некоторые искусственно синтези- 

рованные полинуклеотиды, причем характер их действия подобен таковому у природ- 
ной ДНК. 

Суммируя представленные данные, отметим основные особенности химического 
мутагенеза: 

1) зависимость от дозы и продолжительности обработки; 

2) более высокая частота генных мутаций по сравнению с хромосомными пере- 

стройками; 

3) задержанный мутагенез (проявление мутации через ряд клеточных поколе- 
ний); 



Часть 1. Общая генетика 

региональная специфичность при действии на хромосомном уровне (бблылая 

‹вемость гетерохроматина); 

спенифичность действия на уровне генов (одни геиы мутируют чаще других); 

неаллитивность эффекта при комбинированном воздействии разными мутаге- 

ханцерогенность и тератогенность большинства химических мутатенов 

14.4. СПОНТАННЫЙ МУТАЦИОННЫЙ ПРОЦЕСС 

танный мутагенез, те. процесс возникновеиия мутаций в ерганизме в отсутст- 

амеренного воздействия мутагенами, представляет собой конечный результат 

арного воздействия различных факторов, приводящих к повреждениям генети- 

ах структур в процессе жизнедеятельности организма. 

14.4.1. ФАКТОРЫ, ВЛИЯЮЩИЕ НА СПОНТАННЫЙ 
МУТАЦИОННЫЙ ПРОЦЕСС 

‚ги факторы можно разделить на: 

кзоренные (естественная радиация, экстремальные температуры и др.); 

идосениые (спонтанно возникающие в организме химические соединения-мета- 

олиты, вызывающие мугагенный эффект, ошибки репликации, репарации, ре- 

омбинации; действие генов-мутаторов и антимутаторов; транспозиция мобиль- 

тых генетических элементов и др.). 

»рганизм человека за год поглощает в среднем 0,095 рад энергии ионизирующих 

ивний, поступающих от естественной радиации (у-излучение Земли, космиче- 

; лучи, радиоактивные элементы земной коры и атмосферы такие, как радон, уг- 

зд СМ, калий К\% и др.). Эта доза зависит от высоты над уровнем моря и геогра- 
еской широты. Кроме того, радиация выше в районах, где есть выходы на 

;рхность первичных пород. У человека доля мутаций, индуцированных естественной 

лацией составляет до 25%, а у дрозофилы — лишь 0,1% всех спонтанных мутаций. 

гносительно УФ-излучения выше уже было указано, что оно практически не иг- 

никакой роли в возникновении мутаций в половых клетках эукариот, не обла- 

достаточной проникающей способностью. В то же время, у одноклеточных орга- 

мов и вирусов под действием ультрафиолета образуется значительная часть спон- 

ных мутаций. 

Замечено, что в высокогорных, а также арктических условиях растительность 

детавлена преимущественно полиплоидными формами, так как резкие перепады 

ператур в период вегетации растений ведут к увеличению частоты спонтанных ге- 

аных мутаций. Увеличение температуры окружающей среды на каждые 10 °С уве- 

‚ивает частоту мутаций в 5 раз. 
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Основным источником спонтанных мушний служат эндогенные факторы, при- 
волящие к повреждению генов и хромосом в процессе нормального клеточного ме- 
лаболизма. Результат их действия — ошибки генетических процессов репликации, 

репарации и рекомбинации. 
Ошибки репликации: 

® таутомерные переходы азотистых оснований приводят при репликации к спон- 
танным транзициям и трансверсиям; 

* ошибки в работе ДНК-полимераз обусловливают некомплементарное встраива- 

ние | на 100000 вновь синтезирующихся нуклеотидов. Корректорская 3'-5-экзо- 

нуклеазная активность ДНК-полимераз снижает эту частоту до {1 на 

10000000 000; й 
» химические модификации оснований (например, при встраивании 5-метилцито- 

зина происходит замена СС -- АТ, тк. 5-метилцитозин при последующей репли- 

кации может образовывать водородные связи с аденином). 
Ошибки репарации: 

® например, мутации в гене ну", отвечающем за реларацию одноцелочечных раз- 
рывов при УФ-облучении Е.сой, в сотни раз повышает частоту спонтанных тран- 

зиций АТ- СС. 

Ошибки рекомбинации: 

® врезультате неравного внутригенного кроссинговера в мейозе происходят встав- 
ки либо выпадения оснований, 

Кэндогенным факторам спонтанного мутагенеза относится и мутагенная актив- 
ность специальных элементов генома: генов-мутаторов и эндогенных метаболитов. 
Так генетическая стабильность болынинства генов определяется не только особен- 
ностями их строения, но и уровнем общей мутабильности клетки, контролируемой 

генами-мутаторами и антимутаторами, которые по-видимому, задействованы в про- 
цессах репликации, репарации и рекомбинации ДНК. К классу эндогенных метабо- 

литов относятся спонтанно возникающие химические соединения, вызывающие му- 
тагенный эффект. Например, при заживлении физических травм у растений, образу- 

ются каллусные клетки, которые в норме отсутствуют, при этом индуцируется синтез 
дополнительных ферментов и метаболитов, необходимых для заживления раны. Ес- 
ли вкаллусной ткани возникают почки, то часть побегов из этих почек оказываются 
иолиплоидными, т.е. метаболиты каллусной ткани способны вызывать теномные му- 

тации. Мутагенным эффектом обладают и свободные радикалы, возникающие при 

перекисном окислении липидов клеточных мембран. 
Среди структурных факторов, определяющих эндогенные механизмы мутагенеза, 

можно выделить такие: 
»_ наличие прямых и обратных повторов вблизи места перестройки; 

* высокая концентрация СрС-динуклеотидов; 

* наличие внегенных последовательностей ДНК, гомологичных фрагментам стру- 

ктурного гена; 
»_ мобильные элементы генома. 

Два первых фактора реализуются в процессе репликации ДНК хромосом, третий — 

в процессе рекомбинации. 

17-4167 
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Вследствие скользящего нарушения спаривания (5рриё тбраиии) родительской 

и дочерней цепей ДНК при репликации нередко образуются петли. Их формирова- 

ние обусловлено наличием в первичной структуре ДНК прямых и инвертированных 

повторов, илентичных повторяющихся последовательностей, структур шлилечного 
тина, квазипалиндромных последовательностей и симметричных элементов генома 
(например, СТСААСТОС). Эти петли либо исчезают в результате реларационного про- 

цесса (и тогда возникают делеции), либо сохраняются и приводят к дупликациям и ин- 

серциям; при этом сформировавшиеся изменения закрепляются в последующих цик- 
лах репликации. Именно в последнем случае возможно появление мутаций экспансии. 

Возникновение мутаций зависит от особенностей первичной структуры ДНК в 

месте перестройки, и ряд исследователей полагают, что повышенной эндогенной 

мутагенностью обладают вообще все последовательности ДНК, находящиеся в со- 

стоянии изгиба (Бепг РМА). Именно такая конформационная структура ДНК свой- 

ственна: промоторным частям генов, местам начала репликации (онаих о/ герйса- 

оп), местам контакта хромосом с ядерным матриксом, т.е. тем участкам ДНК, на 

которые воздействуют топоизомеразы, участвующие в процессах репликации, 
транскрипции, рекомбинации, в том числе, и негомологичной (незаконной). Ре- 

зультатом последней могут быть не только внутригенные мутации, но и крупные 

структурные лерестройки хромосом (транслокации, инверсии и др.). 
Наиболее распространенные спонтанные нарушения ДНК входе репликации и 

репарации — потеря оснований и дезаминирование, к которому особенно чувстви- 

тельны цитозиновые остатки. В настоящее время показано, что у позвоночных 
почти половина всех цитозиновых остатков в ДНК метилирована в 5-м положе- 
нии, в областях повторов 5’-Ср@-3“. При дезаминировании 5-метилцитозин пре- 

вращается в тимин. При последующей репликации возникший в результате деза- 
минирования ошибочный вариант (Т-С)) либо корректируется (С-С), либо приво- 
дит к мутациям типа транзиций: (Т-С) или (С-А). Гены, имеющие в своей структу- 

ре большой процент СрС-оснований, спонтанно мутируют по типу транзиций 

особенно часто. Таковы, например, ген фенилаланингидроксилазы у больных фе- 

нилкетонурией, гены факторов УШ и [Х свертывания крови и др. 

Еице одна существенная причина эндогенного мутагенеза — наличие псевлогенов — 
тесно сцепленных с генами гомологичных лоследовательностей ДНК. В мейозе резуль- 

татом такой структурной особенности может быть неравная гомологичная рекомбина- 
ция и, как следствие — генная конверсия, сопровождающаяся делециями, дупликациями 
идругими перестройками. Так, очевидная ключевая роль ошибок рекомбинации вэтио- 

логии нарушений структуры была установлена при анализе гигантского по размерам (2,2 

млн. п.н.) гена дистрофина, мутации которого (в 60% случаев являющиеся делециями) 

вслуг к миопатии Дюшенна. Подавляющее большинство этих делеций, захватывающих 

один или несколько соседних экзонов, сосредоточено в двух «горячих» районах. Наблю- 

даемзя частота внутригенных рекомбинаций почти в4 раза выше, чем можно предпола- 

тать, исходя из размеровгена дистрофина. В одной изэтих «горячих» точек (интрон 7) не- 

давно обнаружен кластер транспозоноподобных повторяющихся последовательностей. 

Единичные пока наблюдения свидетельствуют о реальном перемещении этих элементов 

по типу конверсии и об их интеграции в структурные гены аденозиндезаминазы, аполи- 
попротеина С, факторов УШ и [Х свертывания крови, кальмодулина. 
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аиы тенных, хромосомных и геномных мутаций. Какой-либо направленности в 
лектре спонтанных мутаций не обнаруживается. Средний темп спонтанного мута- 
ионного процесса довольно постоянен и составляет для генных мутаций в половых 
пстках величину порядка: [| мутация в одном гене на 104— 106 гамет за олно поколе- 

ие, Этот показатель колеблется в связи с вариацией в уровнях экзо- и эндогенных 
акторов мутагенеза. 
Изучение темпа спонтанного мутирования у человека — задача весьма непростая, 

ик какдля оценки интенсивности процесса необходимо иметь данные о частоте му- 
нтов. Между тем у человека учету поддаются не все вновь возникшие мутации, а в 
сновном те, что проявляются в постнатальном периоде. К. ним удается добавить не- 
олыную часть мутаций, дающих клинические проявления в позднем эмбриональ- 
ом периоде развития. Но и точность учета мутантов в постнатальном периоде не 
полне удовлетворительна по целому ряду причин, Среди них и организационные 
зудности исследования, связанные с возможно недостаточной точностью диагно- 
гики исследуемых случаев и неидеальным состоянием архивов медицинских учре- 
лений, и собственно проблемы методологии. Тем не менее, имеются данные по ча- 

готе тенных мутаций, обусловливазоцих наиболее четко диагностируемые наслед- 
твеиные болезни. Приводя их в своей монографии 1998 г. Н.П. Бочков и А.Н. Чебо- 

прев отмечают значительную сложность интерпретации. Так, неясно, действитель- 
оли сголь сильно различаются частоты мутаций, возникших в разных локусах (ко- 
ичество мутантов на 106 гамет при синдроме Хиппеля-Линдау и нейрофиброматозе 

оставляет 0, [8 и 44,0-100,0 соответственно). Во-первых, из-за не слишком большого 

азмери выборок в колебаниях частот возможен элемент случайности. Во-вторых, сле- 
устучитывать наличие возможности сходных фенотипических проявлений мутаций в 
изных локусах (приводящих к так называемой генетической гетерогенности Наследст- 

синых заболеваний). Наконец, вследствие возможных резких различий в фенотипи- 

еских проявлениях серии множественных аллелей не исключено, что частоты мута- 
‚ий одного и того же локуса не суммируются, искажая тем самым истинную картину. 
ем пе менее, современные данные позволяют предполагать, что частота спонтанных 
гиных мутаций у человека колеблется в тех же пределах, что и у лабораторных живот- 
ых, 

Если средняя частота спонтанного возникновения генных мутаций у человека 
аходится в пределах от 10-5 до 10-7 на одну гамету за каждое поколение, то для наи- 
олес устойчивых частей генома она составляет величину, равную 10-1, а для высо- 

омутабильных локусов — 10-4, те, существуют «горячие» точки мутационного про- 
есса. 

Как высокомутабильные проявляют себя, прежде всего, те участки генома, из- 
енчивость которых, будучи обусловлена нестабильностью в числе тандемных по- 

торов, носит нейтральный характер, а темп мутирования не подвержен жесткому 
онтролю со стороны естественного отбора. Такими особенностями отличаются 

Г'В-сайты (от англ. эйог{ гап4ет гереав), представляющие собой короткие тример- 

тые и тетрамерные тандемные повторы. Частота возникновения спонтанных мута- 
ий в них варьирует в пределах отд, | до 0,45% на гамету, а в наиболее вариабельных 

'ГК-локусах может достигать 5% на гамету за поколение. У ряда варьирующих по 

ислу тандемных повторов — УМТВ-локусов (М582) частота мутирования достигает 
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14.4.2, УЧЕТ СПОНТАННЫХ МУТАЦИЙ У ЧЕЛОВЕКА 
Для оценки частоты возникновения мутаций (скорости мутирования) у человека, 
необходим подсчет числа так называемых спорадических случаев мутации, когда ка- 
кой-либо признак или наследственная болезнь возникают у данного индивида 4е 
поуо, т.е. их нет ни у его родителей, ни у других членов семьи. В 1967 г. Курт Браун 
предложил определять частоту мутаций на популяционной выборке новорожденных 

по формуле: 

Число спорадических случаев проявления данной аномалии 
2х Число обследованных индивидов 

Наличие коэффициента 2 обусловлено тем, что мутация может возникнуть как в 

отцовской, так и в материнской хромосоме. Кроме того, в качестве необходимого ус- 
ловия принимается, что все спорадические случаи рождения носителей рассматри- 
ваемого признака обусловлены мутациями 4е поуо, характеризующимися полной пе- 

нетрантностью, и не являются фенокопиями, 
Для выполнения этих условий необходим анализ многих родословных, причем не 

содержащих пропусков признака в поколениях. Кроме того, не всегда удается полу- 
чить данные, свидетельствующие о моногенном характере наследования изучаемого 
мутантного признака. 

Когда оценка основана на данных о новорожденных, ее следует считать занижен- 
ной, т.к. учтены лишьте мутации, носители которых выживают к моменту рождения. 
У человека же, равно как и у других млекопитающих, преобладающее большинство 

геномных и хромосомных мутаций летальны и обусловливают гибель зиготы. Часто- 
ты такого типа мутаций оказываются выше при обсчете данных амниоцентеза, 
проведенного на 16—17 неделе беременности. 

Этот, так называемый, прямой метод используется в работах по геномным мутациям 
и структурным аберрациям хромосом, его можно применять и в отношении доминант- 
ныхгенных мутаций. Однако, прямой метод совершенно неприменим вслучае рецессив- 
ных мутаций, так как они чаще всего возникают в половых клетках индивидов, состоя- 
щих в браке с гомозиготными носителями нормального аллеля, Часть их потомков ока- 
жугся гомозиготными по нормальному аллелю, а часть гетерозиготными, т.е. будут нести 
и нормальный, и мутантный аллель. Но надежных методов для выявления гетерозигот по 

различным патологическим генам, к сожалению, пока нет. Подробно частоты спонтан- 
ных мутаций, сопряженные с конкретными наследственными заболеваниями, и методы 
их оценки рассмотрены в соответствующих разделах части П. Медицинская генетика. 

14.4,3. ОБЩИЕ ЗАКОНОМЕРНОСТИ СПОНТАННОГО 
МУТАЦИОННОГО ПРОЦЕССА 

Спонтанный мутационный процесс постоянно протекает у всех живых организмов, 
как в половых клетках, так и в соматических, При этом возникают все возможные 
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0,7% на гамелу. Алля некоторых УМ'ГК-локусов (М 77) обнаружено достоверное превы- 

шение скорости мутагенеза в зародышевых клетках по сравнению с соматическими. 

В смысловых и регуляторных послеловательностях ДНК подобные тандемные 
повторы относительно редки и увеличение их числа, связанное с мутациями экспан- 
сии, приводит к тяжелым заболеваниям (например, в случае хореи Гентингтона, не- 
которых тилов спинально-мозжечковой атаксии; миотонической дистрофии). Ме- 

ханизм зашиты от подобных мутаций заключается в существовании большого числа 

аллелей дикого типа, отличающихся друг от друга небольшим числом копий, и зНа- 
чительном различии по длине повторяющегося участка между нормальными и му- 
чантными вариантами гена. 

Темпы мутирования в кодирующих областях генома и микросателлитных после- 
ловательностях ДНК различны вследствие разных физических основ изменчивости 
и зависят от характера мутационного повреждения, механизмов возникновения му- 
таций, локализации нарушения, структуры, протяженности и функции самого гена. 
Для многих структурных генов доминирующими по спектру и частоте являются точ- 
ковые мутации, тогда как для других — достаточно протяженные структурные лере- 
стройки, типа делеций, дупликанций и инсерций. Наиболее распространенные на- 

следственные болезни, в основном обусловлены точковыми мутациями и делеция- 
ми. Частота, тип и локализация этих мутаций зависят отэндогенных механизмов му- 
тагенеза, большинство из которых полностью не изучены, 

14.4.4. ЗАКОН ГОМОЛОГИЧЕСКИХ РЯДОВ НАСЛЕДСТВЕННОЙ 
ИЗМЕНЧИВОСТИ 

С процессами спонтанного мутагенеза связаны проявления наследственной из- 

менчивости у разных систематических групп организмов. Изучая эту проблему, на 

примере вариации форм культурных растений и их диких сородичей со всех конти- 

нентов земного шара, Николай Иванович Вавилов сформулировал закон гомологиче- 

ских рядов наследственной изменчивости. В основе закона лежит представление об од- 

нотипном изменении генов у генетически родственных форм, в результате чего поя- 

вляются сходные мутации, При этом: 

1) виды и роды, генетически близкие, характеризуются сходными рядами наслед- 

ственной изменчивости стакой правильностью, что, зная ряд форм в пределах одно- 

го вида, можно предвидеть параллельные формы у других видов и родов. Чем гене- 

тически ближе расположены в общей системе ролы и виды, тем полнее сходство в 

рядах их изменчивости; 

2) пелые семейства растений, в общем, характеризуются определенным циклом 

изменчивости, проходящей через все ролы и виды, составляющие семейство. 
Таким образом, в свете сформулированного закона, случайные по своей направ- 

ленности мутации у каждой отдельной особи представляют собой закономерное яв- 

ленис, если рассматривать их с позиций вида, так как спектр этих мутаций у каждо- 

го вила предопределен исторически сложившимся генотипом. Как всякий закон он по- 

зволяст предсказывать еше не наблюдавшиеся факты и явления, вданном случае — су- 
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твование определенных форм у еще ие исследованного вида, на основе данных 
азученному, близко родственному в генетическом отношении виду. Сам Н.И. Ва- 

ов, обнаружив мутантную (без лигулы) по строению листа форму мягкой пшени- 

предположил возможность существования таких же форм у других злаков. Дей- 

ительно, были найдены кукуруза, овес, просо, ячмень, а также мятлик и пырей с 
логичной мутацией. 

Закон гомологических рядов наследственной изменчивости был восторженно 
эечен современниками, которые услышали его в докладе Н.И. Вавилова на 3-м 
российском селекционном съезде в 1920 г. В течение следующих 19 летего поло- 

ия активно разрабатывали и использовали растениеводы, морфологи и система- 
и. Однако к 40-м годам ХХ века интерес исследователей и практиков к закону 
тугасать. Это объясняется тем, что наиболее популярным объектом у генетиков в 

ремя стали микроорганизмы. При их изучении у самых разных бактерий и низ- 
ирибов были получены ряды фенотипически подобных мутаций, затрагивавшие 
наковые пищевые потребности (например, в аденине, триптофане и другихами- 
ислотах). Эти результаты на время обесценили закон, придали ему вид общеиз- 
чюй, избитой истины. Такое положение дел сохранялось до тех пор, пока не на- 

эсь прямое изучение гомологии генов на молекулярном уровне. Анализ амино- 
юной последовательности некоторых белков (в частности, гемоглобина и цито- 

аа) уразных видов организмов показал их существенное сходство, что свидетель- 
валю о гомологии кодирующих данные аминокислотные последовательности ге- 
Разряботанные и получившие широкое распространение в конце ХХ века мето- 
екненирования ДНК и клонирования генов дали огромный массив данных, по- 

ивших реально судить о степени сходства большого количества генов. Оказалось, 

ця ряла генов, ответственных за метаболизм, гомология прослеживается не только 
ариот, но в некоторых случаях распространяется и на гены прокариот. Кроме того, 
ставление генетических карт целого ряда млекопитающих выявило удивительное 
тво расположения генов в одной хромосоме (синтению) у человека, мыши, кош- 
коровы, а также в случае еще более далеких между собой видов: например, челове- 

курицы. , 

акты, подтверждающие высокую степень гомологии генов у близких видов ли- 
мологию отдельных генов у представителей разных классов, видов и ролов, уже 
1е весьма многочисленны, в свете чего гомологичные гены разных видов приня- 
юзначать одинаковыми символами (например, в пределах класса млекопитаю- 

за основу берется номенклатура генов человека). 

14.5. ИНГИБИТОРЫ МУТАГЕНЕЗА 

в 50-х гг: ХХ века А. Новик и Л. Сцилард показали, что пуриновые рибонуклео- 
вызывают снижение уровня спонтанного и индуцированного мутационного 
;ссау Е. сой. Так был открыт новый класс соединений — аитимутатены. Класси- 

ция их представляет не менее сложную задачу, чем классификация мутаций. 



Глава 14. Молекулярные мехинизмы мутиеене ши 263 

Тем не менее, С. Де Флора и С. Рэмел, разделили их на две основные группы в зави- 

симости от места действия: внеклеточные (дисмутагены) и внутриклеточные, Еще од- 
на классификация атимутагенов базировалась на предполагаемых механизмах их 
действия. Так, группа внеклеточных антимутагенов состоит из трех подгрупп: 

1) ингибиторы поглощения мутагенов и их предшественников (препятствуют про- 

никновению в организм или ускоряют выведение из организма мутагенов), напри- 
мер, жирные кислоты, ароматические аминокислоты и др.; 

2) ингибиторы эндогенного формирования мутагенов (предотвращают/тормозят ре- 

акции нитрозирования или изменяют внутрикишечную флору), например, токофе- 

ролы, фенолы, аскорбиновая кислота, ферментированные молочные продукты; 
3) дезактиваторы мутагенов (в результате физических и/или химических реак- 

ций), например, вещества, поддерживающие определенный уровень рН в жидкостях 

тела, а также тиолы, антиоксиданты. 
Внутриклеточные нигибиторы мутагенеза также представлены тремя подгруплами: 

1) модуляторы метаболизма (ускоряют переход мутагенов в клетки, не являющи- 

еся мишенями, индуцируют механизмы детоксикации), например, тиолы и фенолы; 
2) инактиваторы реакционно-способных молекул (взаимодействуют с электрофила- 

ми, улавливают кислородные радикалы, зацищают нуклеофильные участки ДНК); 

3) модуляторы репликации и репарации ДНК (увеличивают точность репликации, 

повышают эффективность репарации, ингибируют ошибки репарации), например, 

хлорид кобальта, арсенит натрия, кумарин, ванилин, тиолы, ингибиторы протеаз. 
Строгость данной классификации нарушается тем, что одно и то же соединение 

может быть отнесено к нескольким подгруппам антимутагенов. 
Что касается антимутагенных свойств пищевых компонентов, то в 1992 т. Б. Став- 

рик выделил из разных типов пищевых продуктов более 25 видов содержащихся в 
них, так называемых, химиопревентеров, среди которых — витамины, селен, каль- 
ций, флавоноиды, каротиноиды, кумарины, хлорофилл, растительные кислоты, пи- 

щевые волокна, жирные кислоты. К. антимутагенам растительного происхождения 
принято относить капусту, зеленый перец, яблоки, лук, листья мяты, семена расте- 

ний. Многие из перечисленных соединений в экспериментах снижают повреждаю- 
щее действие средовых мутагенов. 

Следует отметить специфичность действия антимутагенов, проявляющуюся, пре- 
жде всего, в высокой избирательности, что особенно характерно для пишевых анти- 
мутагенов вообще и витаминов, в частности. Антимутагены ингибируют эффекты 

одних мутагенов, а в отношении других их действие может быть прямо противопо- 
ложным (так называемое комутагенное действие) или отсутствовать вовсе. Достовер- 

но установлено, что бесспорный компонент полноценного питания — витамин С — 
проявляет и антимутагенные, и мутагенные, и комугагенные свойства. Комутагенное 
действие (усиление повреждающего влияния генотоксических соединений) способ- 

ны оказывать {п уйго и другие витамины, втом числе В, и Е. Результат зависит отдо- 
зы антимутагена, применяемой тест-системы и метода учета наблюдаемого эффекта. 

И, наконец, вследствие высоко слецпифичного действия антимутагенов по отноше- 
нию корганам-мишеням, не исключена возможность защиты генетических структур 
в клетках одних тканей с одновременным потенцированием мутагенного эффекта в 
других, чему есть косвенные подтверждения. 
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Зопрос создания фармакологических корректоров мутагенеза остается открытым 

вследствие множественности мутагенных загрязнений одного и того же объекта, 

^ мо причине смешанных механизмов генотоксического действия химиопревен - 

3. 

14.6. ВЫЯВЛЕНИЕ МУТАГЕНОВ 

лясь неотьемлемым свойством всех живых организмов, мутационный пронесс, в 

числе и у человека, может оказывать на жизнеспособность носителей вновь воз- 
нощих мутаций влияние как едва заметное, так и катастрофическое. Опасное 

ние некоторых физических факторов и химических соединений на частоту му- 
1Й у человека, стало восприниматься в полной мере лишь по прошествии весьма 
олжительного периода времени с момента открытия радиационного и химиче- 
о мутагенеза. Причем для радиационного мутагенеза этот «лаг-период» про- 
1ся с момента открытия мутагенного действия рентгеновских лучей до 50-х г. ХХ 

‚ когла уже нельзя было не замечать и не оценивать последствия испытаний 
ного оружия в атмосфере. Последствиям действия химических мутагенов на 
ки человека также долгое время (до 60-х гг.) не уделялось должного внимания. И 
ко после открытия химических супермутагенов эта проблема приобрела актуаль- 
ъ, С середины 70-х гг. ХХ века число работ, посвященных мутагенному действию 

лческих веществ в среде обитания человека, стало нарастать лавинообразно. Все 
ривело к появлению нового направления — генетической токсикологии, иссле- 
цей мутагенные эффекты факторов окружающей среды. 

14.6.1. МУТАГЕННЫЕ ФАКТОРЫ ОКРУЖАЮЩЕЙ СРЕДЫ 

вседневной жизни человек постоянно сталкивается с химическими мутагенами. 
юточниками служат производственные вредности, сельскохозяйственные ядо- 
каты, соединения бытовой химии, отдельные лекарства, но, прежде всего — 

укты питания. Согласно опубликованному в 1990 г. заключению Международ- 

агентства по исследованию канцерогенного риска при Всемирной организации 
охранения (ВОЗ), пища является источником сложной смеси мутагенов и 

срогенов различной природы. Это — нитрозосоединения, растительные алкало- 
гетероциклические амины, флавоноиды, отдельные ароматические углеводо- 

ги еще целый ряд химических соединений. Кроме того, пищевое сырье может 
загрязнено мутагенами при хранении (они могут образоваться из немутагенных 
шественников). 

мастоящему времени накоплены сведения о генотоксических эффектах (мута- 
ой и/или ДНК-повреждающей активности) ртути и свинца, а также марганца, 

‚ мышьяка, кадмия, кобальта, олова, никеля, хрома и цинка в концентрациях, 
ышающих их физиологическое количество в живых тканях. Эти неорганические 
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соединения поступают н организм челонска с растительной и животной пищей. Ре- 
альгую мутагенную опасность для человска могуг представлять остаточные количе- 
ства препаратов, используемых для стимуляции роста и при лечении сельскохозяй- 

стиенных животных и птицы. 
Образование мутагенов (полициклических ароматических углеводородов, нитро- 

заминов, гетероциклических аминов) неизбежно происходит в результате кулинар- 
пой обработки говядины, свинины, рыбы и птицы при температуре, превышающей 
150 °С. Результаты, свидетельствующие о таких последствиях термической обработ- 

ки пищевого сырья, были получены не только в модельных экспериментах, но и при 
непосредственном тестировании готовых блюд. В частности, положительный ре- 
зультат теста на мутагенность (как на микробиологических объектах, так и у живот- 

ных) был получен для разных образцов так называемой «быстрой» пищи, которую 

готовят обычно при температуре 230 °С. 
Ряд исследователей считает преувеличенными существующие представления о 

потенциальной опасности пищевых мутагенов, прежде всего, гетероциклических 
ароматических аминов, потребление которых на 5—6 порядков ниже доз, оказываю- 
цих повреждающее воздействие в экспериментальных тест-системах. Однако 6езо- 
товорочно поддержать их здоровый скепсис мешают, в частности, корреляции, уста- 
новленные между частотой употребления в пищу жареного мяса, уровнем гетероци- 
клических ароматических аминов, выделяющихся с мочой, и вероятностью возник- 
новения рака поджелудочной железы/оболочной кишки, а также другие, подобные 

указанным, факты. 

Генотоксическое воздействие производственных загрязнителей на организм че- 

ловека было продемонстрировано результатами множества независимых исследова- 
ний, обобщенных в 1992 г. Н.П. Бочковым и Л.Д. Катосовой. Значительное количе- 

ство промышленных производств являются источниками мутагенов, активно воз- 
действующих на людей, непосредственно в них занятых. Это — переработка камен- 
ного угля и нефтепролуктов, добыча и газификация бурого угля, используемая во 

многих отраслях электросварка, производство резины, древесно-стружечных плит, 
стирола, винилхлорида, цитостатиков, биостимуляторов, а также поставленное на 
промышленную основу производство свинины и кармов для крупного рогатого ско- 
та. Кроме того, перечисленные отрасли могут быть потенциальными источниками 
генотоксических веществ, влияющих не только на персонал, непосредственно заня- 
тый в производстве, но и на не причастных к нему людей. Так, например, установлен 
повышенный уровень хромосомных перестроек у жителей окрестностей металлурги- 
ческих предприятий и алюминиевых производств. 

В течение последних 25 лет проводится обязательная проверка на генотоксич- 

ность лекарственных препаратов с целью выявления среди них соединений, повреж- 
дающих структуру ДНК. Результаты этих исследований, были обобщены в моногра- 

фии А.Д. Дурнева и С.Б. Середенина, опубликованной в 1998 г. 

Таким образом, существует множество соединений, с которыми неизбежно при- 

ходится контактировать человеку, и которые потенциально опасны для его здоровья 
и наследственности. Однако заключение о реальной мутагенной активности кажло- 
го из них и, как следствие, предупреждение нежелательного контакта может быть 
сделано только на основании резупьтатов специальных комплексных исследований, 
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ля тестирования всех вешеств, с которыми на протяжении жизни человек может 
энтактировать, потребовался бы непомерно большой объем работы, поэтому была 

эизнана необходимость первоочередной проверки на мутагенность лекарств, пище- 
их лобавок, пестицидов, гербицидов, инсектицидов, косметических средств, наи- 
элее широко распространенных загрязнителей воды и воздуха, а также производст- 
нных вредностей. Второй методологический принцип заключается в выборочно- 

и тестирования. Это означает, что вещество анализируется на мутагенность лри 
‚личии двух обязательных условий: распространенности в среде обитания челове- 

и наличии структурного сходства с известными мутагенами или канцерогенами. 
гсутствие универсального теста, позволяющего одномоментно регистрировать ин- 
кцию изучаемым веществом (и его возможными метаболитами) различных кате- 

рий мутаций в половых и соматических клетках, служит основанием третьего 
ипцина — комплексного использования специализированных тест-систем. Нако- 
и, четвертый методологический принцип подразумевает ступенчатость тестирова- 
я веществ на мутагенную активность, 
ЗУгогириицип берет начало от одной из первых и наиболее известных схем, прел- 
женной в 1973 г Б. Бриджесом и предусматривавшей три последовательных этапа 

ледования. 

1. На первом этапе мутагенные свойства вещества изучали простыми и быстро 

полнимыми методами (с использованием микроорганизмов и дрозофилы в каче- 
ю 1ес"-объектов) для определения его способности индуцировать генные мута- 

и. Выяпление такой способности предполагало запрет на применение данного 

цества. 
2. В случае особой медицинской или экономической значимости мутагена его те- 

ровали па млекопитающих м ул. Аналогичное исследование проводилось также 

веществ, не продемонстрировавших мутагенных свойств в тестах первого этапа. 
1и исследуемый агент не проявлял мутагенных свойств, постулировалась безопас- 
чъ применения его человеком. Вещества, проявившие мутагенность, либо запре- 
1и для использования, либо, если они относились к категории особо значимых, 
‚незаменимых, исследовали дополнительно. 
3. На заключительном этапе проводили тестирование для установления количе- 

линых закономерностей мутагенного действия таких специфических веществ и 

ику риска применения их человеком. 
Цанная схема послужила прототипом целого ряда методик комплексного тести- 
ания на мутагенность. Принципиально новым шагом на пути развития этого на- 
вления следует считать программу, предложенную в 1996 г. Дж. Эшби с соавтора- 

Исключительно важной особенностью этой программы является ее направлен- 

гь не только на оценку мутагенности тестируемого вещества, но и на прогноз 
ерогенности данного химического соединения и возможного механизма канце- 
неза. Современная система доказательств взаимосвязи между процессами мута- 
за и канцерогенеза включает целый ряд экспериментальных подтверждений об- 
щасмой проблемы. Среди них: 1) наличие хорошо изученных наследственных за- 

‘ваний, при которых одновременно с ловышенной чувствительностью к дейст- 
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вию мутагенов наблюдается многократное превышение средней частоты возникно- 

вепия злокачественных новообразований; 2) четко установленная сопряженность 

мутагенного и канцерогенного действия нротивоопухолевых цитостатиков, индуци- 

рующих мутации в соматических клетках и за счет этого оказывающих терапевтиче- 

ское воздействие, но способных вызывать у леченных онкологических больных раз- 

витие вторичных опухолей; 3) накопленные сведения о возможной активации про- 

тоонкогенов за счет индукции генных и хромосомных мутаций; 4) описание случаев 

спорадических моногенных доминантных мутаций, обусловливающих развитие опу- 

холей различных органов. 

В программе Дж. Эшби постулируется, что вещество не является канцерогеном, 

если оно не проявляет мутатенного и генотоксического действия #1 ул. Те же веше- 

ства, которым названные эффекты свойственны, являются потенциальными геното- 

ксическими канцерогенами. 

14.6,3. ТЕСТ-СИСТЕМЫ 

Известно более 100 различных методов оценки генотоксичности. Однако реально 
практическое использование имеют не более 20 тест-систем. 

Наиболее распространенный метод регистрации влияния ксенобиотиков (мута- 

генов и канцерогенов) на частоту генных мутаций прелложен Брюсом Эймсом в 1975 

г Используемые в качестве тест-объекта Нё-мутанты Зайтонейа урёйтинит не син- 

тезируют гистидин и выживают на безгистидиновых средах только при возникнове- 

нии обратной мутации кликому типу Нё+. Ревертанты дикого типа образуют коло- 

нии на среде без гистидина, что и служит показателем возникновения генных мута- 

ций. Конструирование тестерных штаммов, наиболее чувствительных к действию 

мутагенов, достигается инактивированием в их клетках системы эксцизионной ре- 

парации. Кроме того, клетки применяемых в тесте Эймса штаммов обладают и ины- 

ми особенностями, повышающими чувствительность их к мутагенным воздействи- 

ям. Многие соединения проявляют мутагенную и канцерогенную активность только 

при метаболической активации ферментами млекопитающих, (ее проводят в отно- 

щении исследуемых соединений 11 уйго с помощью микросомной фракции печени 

млекопитающих). В последние годы тест Эймса был значительно усовершенствован: 

автоматизирована процедура тестирования, повышена чувствительность к отдель- 

ным типам мутатенов. 
Принципиально новый подход к оценке тенотоксичности — использование 

транстенных мышей с интегрированными в геном тестерными генами. По их изме- 

нению, выявляемому, например, с помощью рестрикционного анализа, можно оце- 

нивать индукцию генных мутаций. Используя трансгенные тест-объекты, можно 

изучать тканевую и органную специфичность мутагенного действия. 

В большинстве случаев у высших организмов мутации отдельных генов не рас- 

сматриваются, поскольку они очень редки. Вместо этого оценивают частоту возник- 

новения мутаций в хромосоме в целом. 

Первый такой метод обнаружения и опрелеления частоты мутаций у дрозофилы — 

СВ — применил в 1927 г. Герман Мёллер. Он разработал систему, позволяющую отли- 
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Рис. 14.9. Методика учета летальных мутаций, возникающих в половой хромосоме у 
дрозофилы, с использованием хромосомы С/В. (Из: Дубинин, 1986) 

чать вновь возникшую мутацию от уже имеющихся в генотипе. Так как наиболее 

объективно можно учесть частоту рецессивных летальных мутаций, Г. Мёллер ввел в 
Х-хромосому тестерной линии дрозофилы инзерсию СИ, которая играет роль «запи- 

рателя» кроссинговера (С} и обладает рецессивным летальным эффектом (1). Кроме 

того, он маркировал Х-хромосому доминантным геном В (Ваг), редуцпирующим чис- 

ло фасеток глаза; в результате сферические в норме глаза у самок-гетерозигот при- 
обретают бобовидную форму, а у самнов становятся щелевидными. 

Самоктестерной линии С/В скрещивали с облученными самцами (в качестве му- 

тагена могло выступать и химическое соединение). Из первого поколения выбирали 
самок С/В/+ для постановки индивидуальных скрещиваний (рис. 14.9). 

Так как самцы с генотипом С/В/У погибают независимо от возникновения новой 

летальной мутации, в случае ее отсутствия расшепление по полу во втором поколе- 
нии будет 2:1. Отсутствие во втором поколении сампов Х®У свидетельствует о воз- 

иикновении в Х-хромосоме летальной мутации. Ее частота выражается отношением 
числа Х-хромосом, точнее — пробирок с индивидуальными скрещиваниями, где бы- 
ла обнаружена новая летальная мутация, к общему числу пробирок данной выборки. 

Следует помнить, что у самок первого поколения между половыми хромосомами 
иногда может происходить двойиой кроссинговер, что приводит к снижению истин- 
ной частоты летальных мугаций. В настоящее время метод СВ утратил свое практи- 

ческое значение. 
Вместо него используется предложенный в дальнейшем тем же автором метод 

Мёллер-5. У самоклинии-анализатора: обе Х-хромосомы содержат по две инверсии, 
не связанные с летальным действием: 5с8 (редуцированные щетинки) захватывает 
большую часть Х-хромосомы, 649 — инверсия в средней части Х-хромосомы. След- 

ствием этих инверсий является практически полное исключение перекреста между 
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Рис. 14.10. Метод Меллер-5 для ‚учета летальных и других мутаций, возникающих в Х- 
хромосоме у дрозофилы (Из: Дубинин, 1986). 

Черным цветом обозначена хромосома, несущая летальную мутацию. 

хромосомами. Дополнительно обе Х-хромосомы самки маркированы геном желтой 
окраски тела и щетинок уе!оу (у). Самцы в такой линии жизнеспособны. 

Если у взятого для исследования самца дикого типа нет мутации в Х-хромосоме, 
то, после скрещивания его с самкой излинии-анализатора, во втором поколении мы 
получим по 2 фенотипических класса самок и самцов (рис. 14.10). Если же ванали- 

зируемой Х-хромосоме исследуемого самца возникла летальная мутация, то во вто- 
ром поколении все самцы будут принадлежать к одному фенотипическому классу 
(5с8у 449) — желтые с редуцированными шетинками. При этом каждая индивидуаль- 

ная культура второго поколения, являющаяся потомством одной самки Е, соответ- 
ствует одной исследованной Х-хромосоме сампа из родительского поколения. 

Метод Меллер-5, как и тест Эймса, широко применяется для контроля химиче- 

ских соединений, используемых при консервировании пищевых продуктов, изгото- 
влении косметических препаратов и тп. 

Для оценки способности агентов индуцировать хромосомные мутации широко 

используются цитогенетические методы учета хромосомных аберраций в метафаз- 
ных клетках пролиферирующих тканей 11 уйго или и ую. Недостаток этих методов 

состоит в том, что они достаточно субъективны (поскольку основаны на микроско- 
пировании), требуют высокой квалификации исследователя и плохо поддаются ав- 

томатизации. 
В качестве альтернативы был предложен метод учета микроядер (внутриклеточ- 

ные хроматиновые образования, сформированные из ацентрических фрагментов 
хромосом и цельных хромосом, отставших в анафазе из-за дефектов веретена деле- 
ния) в полихроматофильных эритроцитах костного мозга грызунов, который может 
быть автоматизирован и, кроме того, применен к любой пролиферирующей ткани, 
включая гонады. 

Для оценки индукции хромосомных мутаций в зародышевых клетках млекопита- 
ющих используют учет либо доминантных летальных мутаций, либо наследуемых 

транслокаций (последний более снецифичен для решении данной задачи). 
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Очевидно, что максимальное приближение исследователя к оценке генетическо- 

го риска вследствие действия мутагенов внешней среды возможно только при ис- 

пользовании в качестве тест-систем клеток человека. В таких экспериментах обычно 

используются лимфоциты периферической крови и, как возможный вариант — клет- 

ки костного мозга, эпителия волосяных фолликулов, а также эмбриональные фиб- 

робласты и сперматозоиды. 

Публиковавшиеся в периодических научных изданиях результаты тестирования 

на мутагенность свидетельствовали об отсутствии единого стандарта в этой пропеду- 

ре. В экспериментах #1 Уйго различия чаще всего касались условий метаболической 

активации, и уго — уровня доз, путей введения, сроков экспозиции и некоторых 

других экспериментальных параметров. Значительным итогом многолетнего обоб- 

щения результатов разработки и стандартизации испытаний на генотоксичность 

явилось выпушенное в 1989 г, ВОЗ «Руководство по краткосрочным тестам для выяв- 

ления мутагенных и канцерогенных химических веществ», а также материалы 2-го 

Международного рабочего совешания в Мельбурне 1994 года. Фармакологический 

комитет МЗ и МП Российской федерации в 1994 г. опубликовал нормативный доку- 

мент — методические рекомендации «Оценка мутагенности новых лекарственных 
средств», 

В рамках курируемой ВОЗ Международной программы по химической безопас- 

ности (Илегпабопа! Рговгапите оп Среписа! За у, [РС$) были разработаны методи- 

ческие рекомендации для мониторинга генотоксических влияний на организм чело- 

века мутагенов и канцерогенов. В последней версии рекомендаций от 2000 г. предла- 
тается следующий набор тестов: 

1) цитогенетические методы — классический анализ хромосомных аберраций в 

лимфонитах периферической крови, флуоресцентная гибридизация шп зйи (ЕТЗН), 
онределение микроядер (МЯ) в лимфоцитах и эпителиальных клетках; 

2) анализ повреждений ДНК — определение аддуктов, одно- и двухцепочечных 

разрывов, перекрестных сшивок, шелочелабильных сайтов с помощью биохимиче- 

ских и электрофоретических (кометный тест) методик, определение сестринских 
хроматидных обменов (СХО); 

3) учет образования адлуктов мутагена с белками и мутаций в локусе гипоксан- 

тин-гуанин-—фосфорибозилтрансферазы (ГГФРТ). 

Один из рекомендованных тестов — кометный (гель-электрофорез отдельной 

клетки) позволяет определить одно- и двухцепочечные разрывы, щелочелабильные 

сайты, перекрестные сшивки молекул ДНК, а также участки с неполной эксцизион- 

ной репарацией в индивидуальной клетке. Материалом для кометного теста могут 

служить лейкоциты и лимфоциты периферической крови, сперматозоиды, буккаль- 

ные клетки, клетки желудочного и назального эпителия, суспензию которых заклю- 

чают в агарозный слой на предметном стекле. Затем клетки лизируют детергентами 

или растворами солей, и высвобожденную ДНК подвергают электрофорезу в нейт- 

ральных или щелочных условиях. ДНК отдельной клетки в процессе миграции к 

иноду образует так называемую «комету» с характерными «головой» и «хвостом», ко- 
торую визуализируют с помошью флуоресцентной или световой микроскопии после 

окрашивания соответствующими красителями. При повреждении ДНК процесс ее 

миграции к аноду нарушен. Подсчитывают длину кометы, длину хвоста и момент 
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хвоста (отношение длины хвоста к длине всей кометы). Нейтральный вариант комет- 

ного теста позволяет определить двухненоченные разрывы ДНК, шелочной вариант 

(взависимости от значения рН) — одно- и двухцепочечные разрывы, щелочелабиль- 

пые сайты, участки с неполной эксцизионной репарацией, перекрестные сщивки 

ДНК-ДНК и ДНК-белок. 
Чрезвычайно важно, что с помощью этого метода удается выявить фракцию кле- 

ток с поврежденной ДНК внутри болыной популяции непораженных клеток. Разные 

модификации метода (применение специфических антител против поврежденных 

участков или специфических ферментов репарации ДНК) позволяют определить 

специфические классы аддуктов ДНК (например, тимидиновые димеры, Участки 

окислительного повреждения). 
Согласно другому документу 1РС$ (2001 г.) «Биомаркеры при оценке риска. Валид- 

ность и верификация», после окончательной расшифровки генома человека наиболь- 

шую роль при определении генотоксических воздействий будут играть методики вы- 

явления полиморфизма одиночных нуклеотидов и технологии создания микромат- 

риц и микрочипов ДНК и белков. 

Тем не менее, пока в большинстве случаев оценка генетического риска основана 

на экстраполяции экспериментальных данных от одного тест-объекта на другой, отвы- 

соких доз на низкие и тд., и, в конечном итоге, от модельных систем т уйго/ и уло — на 

человека. | 
Практически все исследователи считают проблему количественной экстраполя- 

ции чрезвычайно затрудненной, если вообще возможной. Причиной тому являются 

видовые, возрастные и индивидуальные особенности метаболизма, а также детокси- 

цирующих и репарирующих систем и многих других параметров. Метаболические 

особенности человека могут существенно повышать или понижать мутагенный эф- 

фект химических соединений. Следовательно, для правильной экстраполяции необ- 

ходимо знать метаболизм конкретного мутатена и у животных, и у человека. 

Кроме того, количественные закономерности мутационного процесса неодина- 

ковы у разных животных, в том числе, и при сравнении их с человеком. В зависимо- 

сти от состава сравниваемых пар индуцированный мутагенезу человека может быть 

выражен сильнее или слабее. Например, показано, что человек более устойчив к му- 

тагенному действию радиации, чем мышь. Не исключено, что таково же соотноше- 

ние и вслучае действия химических мутагенов. Существование количественных раз- 

личий в результатах индуцированного радиационного мутагенеза связано с видовы- 

ми особенностями функционирования репарационных систем, которые способны 

восстанавливать первичные повреждения, имеющие потенциальный характер и не 

обязательно реализующиеся в мутации. 
Немаловажно и то, что диапазон тех доз, которые используют в эксперименте, 

как правило, на 2 порядка и более отличается от тех, с которыми реально сталкива- 

ется человек. И это только малая часть трудностей, описанию которых можно было 

бы посвятить отдельную главу. 

Тем не менее, в 1980 г. Ф. Собелсом сформулировал принцип экстраполяции, по- 
лучивший название «правило параллелограмма». Его используют в тех случаях, когда 

необходимые данные невозможно получить нутем прямых измерений. Например, в 

эксперимеитах на мышах можно сравнить частоту мутаций в соматических (А) и за- 



Часть (. Общая генетика 212 

ина .-..- 
ГА Человек Животные ; 
: зародышевые зародышевые 
: клетки клетки 
; 

А 
в Человек Животные : 
; соматические соматические 
' клетки клетки 
! пи пи 
фе ежиннь т у 

' Ю 

Человек 

соматические 
клетки 

м иго 

Животные 

соматические 
клетки 

иго 

Рис. 14.11. Сравнение мутагенного эффекта в разных клетках человека и животных для 
целей экстраполяции. (Из: Бочков и Чеботарев, 1989) 

К1-К8 - коэффициенты сравнения при экстраполяции. Сплошные линии означают, что сравне- 

ние результатов экспериментов возможно в любых комбинациях. Пунктирные стрелки - сопо- 
ставления ограничены. А и В - эксперименты невозможны, но возможны наблюдения. 

рольппевых (А’) клетках. Установив частоту индуцированных мутаций в соматиче- 

ских клетках человека (В) и предположив, что отношение частот мутаций в зароды- 
нювых клетках к частотам в соматических одинаковое у мыши и человека (А/А’ = 

В/В’'), можно составить представление о возможной частоте мутаций в зародышевых 

клетках человека (В’). Правило параллелограмма допустимо применять строго при 
условии линейной зависимости эффекта от дозы. Несмотря на такое ограничение, 
правило параллелограмма может оказывать реальную помощь для оценки генетиче- 
ского риска влияния мутагенов. Это было подтверждено, в частности, на примере 
четырех мутагенов: акриламила, этиленоксида, циклофосфана и 1,3-бутадиена. 

Н.П. Бочков и А.Н. Чеботарев в 1989 г, предложили схему (рис. 14.11), отражаю- 
щую принцип прогнозирования мутагенного эффекта в зародышевых клетках по 
имеющимся данным о действии тестируемого соединения на другие объекты и зако- 
номерностям сопоставления эффектов в различных системах. Те же авторы в качест- 
ве одного из основных условий, повышающих точность экстраполяции, выдвигают 
максимально возможное сокращение числа ее ступеней и подчеркивают важность 
расширения знаний о мутационном процессе для объективного выбора моделей и 

выяснения границ экстраполяционных возможностей. 
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НЕХРОМОСОМНАЯ 
НАСЛЕДСТВЕННОСТЬ 

В 1909 г К. Корренс на МраБЯй ;а/ара (ночной красавице) и Э. Баур на Ремтояит 

зона (герани) обнаружили, что наследование пестролистности этих растений (чере- 

дование белых и зеленых участков на листьях) не подчиняется законам Менделя. 
Первоначально такой тип наследования назвали цитоплазматическим, позднее поя- 
вились и другие термины: нехромосомная, внеядерная или неменделевская наслед- 
ственность. В 1962—1964 тг было установлено, что носителем генетической инфор- 

мации в случае внеядерной наследственности является ДНК цитоплазматических 
органелл (хлоропластов или митохондрий). Таким образом, выяснилось, что генети- 

ческая информация в эукариотических клетках поделена между двумя системами, 
одна их которых находится в ядре (хромосомы), а другая в ДНК пластид (хлоропла- 

сты) и митохондрий. Нехромосомная ДНК имеется и у прокариот (плазмиды). Кро- 

ме того, оказалось, что и у эукариот, и у прокариот есть как постоянные, так и фа- 
культативные генетические элементы не только в ядре (нуклеоиде у прокариот), но 
и во внеядерных структурах. 

К прокариотам относят бактерии (зеленые, пурпурные и др.) и синезеленые во- 
доросли. Одноклеточные эукариоты включают такие простейшие формы (протисты) 
как амебы, инфузории, дрожжи, диатомовые водоросли, хламидомонады. К. много- 
клеточным эукариотам относят бурые, красные и зеленые водоросли, папоротники, 
мхи, грибы, покрытосеменные растения, беспозвоночные и позвоночные организ- 
мы. Основное отличие прокариот от эукариот состоит в том, что нуклеоид у них не 
окружен ядерной мембраной, в то время как у эукариот в клетке всегда есть ядро с 
ядерной мембраной (нуклеотип). К постоянным генетическим элементам прокари- 

от относят: 1) ДНК нуклеоида, 2) ДНК плазмид, включая эписомы; эти нехромосом- 

ные элементы могут находиться в свободном состоянии, но могут и интегрировать- 
ся вхромосому (табл. 15.1). 

Облигатная генетическая система эукариот включает не только рассмотренную 
ДНК, находяшуюся в ядре, но и ДНК цитоплазматических органелл — митохондрий 

и хлоропластов (цитотип). 

Наряду с постоянными генетическими элементами у прокариот и у эукариот 
имеются факультативные элементы, как с ядерной, так и с цитоплазматической ло- 
кализацией. У прокариот к факультативным элементам генотипа относят инсерции 
(13), транспозоны (Тп) и бактериофаги. 

Факультативные генетические элементы у эукариот представлены мобильными 
диспергированными генами {МДГ), транспозонами, вирусами; для всех этих эле- 
ментов характерна смена мест локализации. 
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еские элементы у прокариот и эукариот 

жнизмы Прокариоты 'Зукариоты 

Бактерии, синезеленые водоросли Трибы, растения, б/позв., позвоночные | 

лиарт- | Ядро Цитоплазма Ядро Цитоплазма 
ты 

К Нуклеоид. Плазмиды Нуклеотип Цитотип 

игатные | Гены с постоян- Плазмиды, Гены, имеющие пос- | ДНК митохондрий 
тическиЯ ной локализа- |эписомы сво- | тоянную локализа- |и хлоропластов 
иситы — | цией в нуклео- | бодные и интег- цию в хромосомах 

иде рированные в 
хромосому 

ультатив 1. Инсерции Симбиотичес- |1. Мобильные дис- |1. Спироплазмы: 
генсти- | 2. Транспозоны| кие бактерии: | пергированные гены | бех гано-5К- 
‘ие оле- |3. Бактериофаги Сашоасег {МДГ) . | фактор убивает 
ты 4. Бактерии: {аешозриаН$ Синонимы МДГ= |эмбрионы ХУ, ХО 

Нороззрога аси- | (к-частицы) МГУ, сорйа-элементы! 2. Вирусы: в-вирус 
тпога в микро-| у Рататеит ретротранспозоны. |удрозофилы 
нуклеусс у Ра- |аигей выделяют | 2. Вирусы повышает 
гатесит Бигза-| парамецин, 3. В-хромосомы чувствительность К 
ма нарушают | убивающий дру- 4. Амплифицирован-| СО, 
процесс поло- | гие бактерии. | ные копии ДНК 3.Экстрахромосом- 
вого размно- |2. Симбиоти- ные элементы: 
жения ческие водорос- 5-элемент 

ли: СНогейа у 2-ой хромосомы у 
парамеции дрозофилы, 
{гуфельки). вызывает гибель 
3. Тох+-транс- женских эмбрио- 
позоны плаз- нов 
мид, кодирую- 
щие образо- 
вание токсинов 
{дифтерийного 
или ботулини- 

ческого) 

} клетках одних прокариот могут находиться клетки других прокариот, а также 

сы и экстрахромосомные элементы; в эукариотических клетках могут присутст- 
и, вирусы, бактерии и экстрахромосомные элементы. Генетические системы хо- 

а И «гостя» взаимодействуют по-разному. Один из вариантов их взаимоотноше- 

- симбиоз, например, между бактериями рода Айбомит и бобовыми растения- 

юмогающий последним усваивать азот. 

. паразитизму можно отнести взаимодействие агробактерий и растений, по- 

ьку бактерии заставляют растительные клетки синтезировать опины, использу- 

хагробактериями как источник углерода и азота. При этом у растений образуют- 

пухоли, в которых синтезируются опины. Эта трансформация контролируется 

ми, локализованными вДНК Т!-плазмид. 



Глава 15.Нехромосомная наследственность 275 

Хлоропласты — цитоплазматические органеллы растений и водорослей с собст- 

венной, хотя и полуавтономной, генетической системой. Синтез соединений, вхо- 

дящих в состав мембран хлоропластов, и процессы, происходящие в ее субком- 
партментах, находятся под контролем двух генетических систем: ядра и хлоропласта. 
Поэтому кратко остановимся на структурных особенностях и специфике функцио- 

нирования этой клеточной органеллы. 
Хлоропласты — внутриклеточные органеллы растений и водорослей, имеющие 

три типа мембран: высокопроницаемую наружную и менее проницаемую внутрен- 
нюю мембрану. Эти две мембраны разделены межмембранным пространством. Вну- 

тренняя мембрана окружает нентральную область — строму, содержащую ферменты, 

рибосомы, РНК и ДНК (рис. 15.1). В хлоропластах имеются также тилакоиды — 

структуры, напоминающие уплощенные пузырьки, уложенные в стопки (гранулы), 
В третьей — тилакоидной мембране находятся фотосистемы П и Т, электрон-транс- 

портная цепь, связывающая эти системы, и АТР-синтетаза. 

Молекулы хлорофилла, входят, наряду с белками, в состав фотосистем. Фотоси- 

стема П катализирует удаление электронов из молекулы воды, а фотосистема 1 от- 

ветственна за восстановление МАБР*. 
В процессе фотосинтеза за счет энергии света образуются молекулы АТР и 

МАБРН, необходимые для превращения СО, в углеводы (рис. 15.2). 
У водорослей и растений число пластид на клетку может превысить два десятка. 

Районы хлоропласта, в которых находятся молекулы ДНК, по аналогии с прокарио- 
тическими клетками, называются нуклеондами. В клетках растений хлоропластный 

геном многократно повторен. Подсчитано, что в каждой растительной клетке при 
наличии более десятка хлоропластов и нескольких молекул ДНК в каждом нуклео- 

Наружная мембрана 

Строма 

Внутренняя мембрана 

Межмембранное 
пространство 

Рис, 15.1. Структура хлоропластов. (По; Зенгбуш, 1982; Албертс, Брей с соавторами, 
1994) 

Хлоропласты содержат три мембраны наружную, внутреннюю и тилакоидную, а также три ком- 

партмента: строму, межмембранное пространство и тилакоидное пространство. 
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(| Реакции фотосинтетического м 
переноса электронов 

Рибулозо-1,5-бифосфат 

Рибулозо- 
бифосфат 
карбоксилаза 

а 

АМИНОКИСЛОТЫ 

Жирные кислоты 

Глицеральдегид-3 фосфат 

Рис. 15.2. Световой и темновой этапы фотосинтеза. (Из: Албертс, Брей с соавт. 1994) 

В электрон-транспортной реакции окисляется вода и выделяется кислород, в реакции фикса- 
ции углерода ассимилируется СО) и образуются органические молекулы 

иде, число хлДНК (или геномов) может достигать нескольких тысяч. Увеличение ко- 
пийности ДНК хлоропластов можно сравнить с полиплоидией — увеличением коли- 
чества хромосомных наборов в ядре клетки. 

ДНК хлоропластов имеет кольцевую форму. Длина молекул хлДН К варьирует от 
135 т.п.н.у Еищена атас ло 200—220 т./п.н.у Реатотит зопаЕ. 

Зеленые растения содержат в хлоропластной ДНК около 100--120 тенов. К хлоро- 
нластному геному относятся: 

ЗОтеновтРНК; 
гены РРНК (ВМА) - 4.55; 55; 165; 238; 

20 генов рибосомных белков малой и большой субъединиц; 
ген трансляционного фактора 11; 

часть генов, кодирующих белковые компоненты фотосистемы Ги П; 

гены белков электрон-транспортной системы; 
* генсубъединицы никотинаминадениннуклеотид (МАОН)-дегидрогеназы (рис. 15.3). 

Большая часть генов, кодирующих трансляционные факторы, рибосомные бел- 

ки, белки фотосистем Ги П, белки компонентов электрон-транспортной цепи, свя- 

зывающей фотосистему П с фотосистемой Г, кодируются ядерными генами. Без уча- 
стия ядерных генов невозможен синтез белков на рибосомах хлоропластов и осуше- 
ствление основной функции хлоропластов — фотосинтеза. 
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Рис. 15.3. Хлоропластный геном мха-печеночника Магсйапйа роутогрра. (Из; Ся 
< 81., 2000) 

Обозначения: Ярз - 30$ рибосомные белки малой субъединицы; Вр! - 50$ рибосомные бел- 

ки большой субъединицы Тгт -— тРНК с указанием кода аминокислоты; 4.5, 5$, 16$, 23$-рРНК; 

ИА - фактор инициации; $ех Х - 50$-рибосомный белок 

Фотосинтез и электронный транспорт: ЯЬс — рибулозобифосфат-карбоксилаза; 

Рза- фотосистема 1; РзБ — фотосистема 2; Ре! -— цитохром Ь |1 комплекс; Ар — ЕТР-синтета- 

за; гх- железо-серные белки; пай -- МАБ(Р)Н-оксиредуктаза 

Транскрипция: 

Аро - ЯМА-полимераза 

При образовании гибридных белков в хлоропластах происходит объединение 

субъединиц, одни из которых синтезированы на рибосомах цитоплазмы, другие — на 

рибосомах хлоропласта. Например, фермент рибулозо-1,5- дифосфаткарбоксилаза, 

участвующий в образовании молекул 3-фосфоглицерата из рибулозо-1,5-дифосфата 

и СО,, состоит из двух субъединиц, одна из которых (с Г.) кодируется хлоропласт- 

ным геном, 
Таким образом, различные элементы белок-синтезирующей системы хлоропла- 

стов контролируются либо собственными генами (гены: тРНК, рРНК, фактор ТЕ|, 

субъединицы никотинаминадениннуклеотид (МАОН)-дегидрогеназы), либо ядер- 

ными генами (факторы элонгации и терминации трансляции, большинство рибо- 
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Таблица 15.2. Наследование пестролистности у ночной красавицы и герани 

Растение „МаыИб (ночная красавица) 

Направление скрещи- |Прямое Обратное 
вАИИЯ 

Родительские формы |® Зеленысх & Петролистные | ® Пестролистныех © Зеленые 
| -поколение Все зеленые Зеленые, пестролистные и белые 
Растение Раагвотит (герань) 
Направление скрещи- | Прямое Обратное 
вания 

Родительские формы |® Зеленыех © Пестролистные|® Петролистные х @ Зеленые 
Е,-поколение Главным образом зеленые, в меньшем проценте петролистные и 

белые 

омных белков), либо находятся под двойным контролем (белковые компоненты 

ротосистем и белки электрон-транспортной системы). 
В хлоропластной ДНК одноклеточной водоросли С/атуйотопаз гетратй име- 

отся гены устойчивости к различным антибиотикам: стрептомицину (5), эритро- 

иицину (егу), олеандомицину (0), неомицину (пеа). Мутации устойчивости канти- 

зиотикам наследуются, как правило, по материнской линии, поскольку в зиготе 

присутствует только материнская хлДНК. Однако в редких случаях у хламидомона- 

цы сохраняется хлоропласт и от второго родителя, тогда зигота становится гетерози- 

хтой. Такие гетерозиготы получили название цитогеты. При митотическом делении 

юоспор на стадии четырех нитей, т.е. в удвоенных молекулах хлДНК, между хлоро- 

'ластными генами может происходить рекомбинация. До появления молекулярно- 

систических методов картирование хлоропластных генов осуществлялось при изу- 

‚ении частоты рекомбинации между генами и между генами и центромерой. 

Наследование пестролистности у растеинй. Опыты К, Корренса и Э. Баура. При- 

нак белозеленой пестролистности у ночной красавицы наследуется по материнской 

‘инии вне зависимости от направления скрещивания (табл.15.2). Корренс предпо- 

‚ожил наличие «смешанных клеток» в пестрых участках ткани, в которых содержат- 

я как зеленые так и бесцветные пластиды. Позднее Реннер и Баур выдвинули 

ипотезу, согласно которой пластиды (хлоропласты) являются носителями наследст- 
енности, и тип окраски передается дочерним пластидам при их делении. 

В отличие отночной красавицы у герани неболыное число пластид передается по 

зужской линии (двуродительское наследование). Как показали более поздние ис- 

ледования Тилни-Бассет (1970), наследование окраски листьев находится под 

дерным контролем и под контролем пластид женского родителя (мужской родитель 

‘казывает незначительное влияние из-за малого количества. пластид в спермиях и 

олыьного — вяйцеклетке). 

В дальнейщих исследованиях было выяснено, что биосинтез хлорофилла, от ко- 

орого зависит окраска листа, контролируется главным образом ядерными генами. 
днако некоторые гены локализованы в пластидной ДНК. Окраска хлоропластов 

висит от фотосинтезируемого пигмента — хлорофилла. Различные формы хлоро- 
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филла отличаются по спектрам поглоиения. Хлорофиллы а и 5 обеспечивают зеле- 

ную окраску, хлорофиля с — желтую н коричневую. 

При действии мутаций, нарушающих биосинтез хлорофилла, в хлоропластах не 

образуется пигмент. В случае пестролистности материнского растения в яйцеклетке 

присутствуют пластиды двух типов: нормальные и мутантные, у которых зеленого 

хлорофилла нет. При делении зиготы пластиды случайно распределяются по дочер- 

ним клеткам, в результате листья у нового поколения растений могут быть: зелены- 

ми, белыми, либо пестрыми с чередующимися зелеными и белыми участками. 

15.2. МИТОХОНДРИАЛЬНЫЙ ГЕНОМ 

Митохондрии — это цитоплазматические органеллы в клетках животных и растений. 

Функция митохондрий как энергетической фабрики клетки заключается в синтезе 

АТР. Синтез этой молекулы осуществляется в процессах транспорта электронов и 

Цикл лимонной КИСЛОТЫ 
Гликолиз Цепь переноса электронов в матриксе и внутренней 
в цитоплазме в митохондриальной мембране мембране 

Глюкоза Челночный меренос 
восстановительных эквивалентов 

Источники электронов для дыхательной 

Пируват 
202 «-|-- МАОН 

Окислительное 
+ фосфорилирование Ацетил-СоА. 

Рис. 15.4, Этапы окисления глюкозы. (По: В. Элиот и Д. Эллиот, 1999) 

На первом этапе в цитоплазме клетки происходит гликолиз глюкозы с образованием пирувата 
{СНЗСОСОО-аниона пировиноградной кислоты), МАН (восстановленной формы никотинами- 

надениндинуклеотида) и 2 АТР. 

Второй этап - цикл Кребса {цикл лимонной кислоты) происходит в митохондриях. 
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Транспорт белка 
в митохондрию 

с цитоплазматических 
рибосом 

МУДНК | [Наружная 
Внутренняя 
мембрана мембрана 

‚ Митохондриальная. 
Трано Я бия : РНК-лолимераза ^ 

Ра 
ТРНК Фракции рРНК 

РАминокислоты Аминоацил- Субъединицы 
мРНК Рибосомы 

^^ 

О 95 
© синтезируемые О 

Ферменты [= в митохондриях 
цикла 
Кребса @) 

Ферментные 
комплексы 
мембран 

Митохондриальные" `.Ферменты | 
аминоацил-тРНК- репликации мтДНК 

синтвтаы 

‚Белки митохондриальных: 
рибосом 

6 

Рис. 15.5. Взаимодействие ядра и митохондрий: а — белковые комплексы митохондрий 
образуются из продуктов экспрессии ядерных и митохондриальных генов (по: Льюин, 
1987); 6 — взаимодействие генетических систем ядра и митохондрий. (По: Албертс и др., 
1994) 

В ядерном геноме закодировано не менее 90 белков, в том числе ферменты цикла Кребса, 

много рибосомных белков, аминоация-тРНК-синтетаза, ферменты репликации ДНК, фермент 

РНК-полимераза, ферменты процессинга РНК. Белки, синтезируемые в цитозоле, переносят- 

ся в митохондрии. мтДНК человека кодирует только мРНК 13 полипептидов, рРНК и тРНК. 
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окислительзого фосфорилирования. В митохондриях происходит окисление моле- 
кулярным кислородом пирувата и жирных кисло! до СО. и НО. Это энергетически 

выгодный процесс, поскольку наодну молекулу окисляемой глюкозы образуется 36 мо- 
лекул АТР, а не две, как при гликолизе глюкозы (рис. 15.4). Снижение энергетического 

обеспечения клеток особенно тяжело сказывается на тех тканях и органах, в которых 
происходят энергоемкие процессы. Так у человека мутации в молекуле мтДНК приво- 

дят к тяжелым болезням, от которых в болышей степени стралают нервная система, 
мышцы, органы зрения и сердце (см. гл. 22.2). 

У простейших (парамеции и трипаносомы) размер митохонлриального генома 
составляет 22 т.п.н., у животных — 16-19 т.п.н., а у растений на 1-2 порядка больше 

(150—2 500 т.п.н.). У животных в одной митохондрии может быть от 2 до 50 молекул 

ДНК. Что касается числа митохондрий в клетке, то оно значительно варьирует: от 

нескольких десятков у дрожжей, до [000 в печени крысы и миллионов — в яйцеклет- 

ке лягушки. Таким образом, копийность митохондриального генома измеряется в 
десятках и тысячах молекул ДНК на клетку. Разницу в этих цифрах можно объяснить 

функциональной различной значимостью митохондрий для разного типа клеток. 

Митохондрии находятся в цитоплазме эукариотических клеток, как животных, 
так и растений. Эти клеточные органеллы имеют наружную и внутреннюю мембра- 
ну, образующую многочисленные складки -- кристы. Наружная мембрана содержит 
белок порин, образующий каналы влипидном бислое. В состав внутренней мембра- 

пы входят транспортные белки, ферментный комплекс АТР-синтетаза, а также ком- 

плексы ферментов, участвующих в переносе электронов и окислительном фосфори- 
лировании. В матриксе митохондрий находятся копии ДНК, рибосомы, тРНК и 

ферменты, превращающие пируват и жирные кислоты в ацетил-СоА, окисляемый в 

цикле лимонной кислоты. Белковые субъединицы, синтезированные на рибосомах 

цитоплазмы, поступают в митохондрии и соединяются с митохондриальными белка- 
ми при образовании олигомерных комплексов (рис. 15.5). 

15,2.1, МИТОХОНДРИАЛЬНЫЙ ГЕНОМ РАСТЕНИЙ 

Митохонлрии, как поставщики энергии, присутствуют как в эукариотических, так и 

в прокариотических клетках. У растений хлоропласты в ночное время прекращают 
синтез молекул АТР, вэто время суток эти высокоэнертетические молекулы синтези- 

руются в митохондриях. Форма митохондриальной ДНК, как правило, кольцевая. 

Однако некоторые виды одноклеточной водоросли хламидомонады (С. гемйатйй, 

С. зтИий!) имеют линейную форму мтДНК. 

Размер мтДНК у растений измеряется в сотнях и тысячах п.н. Так удикой редьки 

размер мтДНК — 218, кукурузы — 367 т.п.н. Болыная часть митохондриального гено- 

ма растений имеет различные некодирующие последовательности, включая длин- 

ные повторы, создающие возможность внутримолекулярной рекомбинации. Эта 

особенность отличает митохондриальный геном растений от мтДНК животных и че- 

лонека, у которых, за редким исключением, отсутствуют такие последовательности 

как повторы и интроны. В отличие от хлоропластов в митохондриях растений (куку- 

рузы, сорго, фасоли, подсолнечника) встречаются кольцевые и линейные плазмиды. 



1инейные плазмиды кукурузы имеют инвертированнье повторы — ТВ; такие же 

овторы есть в мтДНК, что увеличивает вероятность процесса рекомбинации и вне- 

рения плазмид в мтДНК. 

Митохондриальный геном растений невелик, он кодирует: 

рибосомные РНК; 

‚ некоторые рибосомные белки (у высших растений); 

' от4 до 30 тТРНК; 

‚ 9 субъединиц МАБН-дегидрогеназы, катализирующих окислительно-восстано- 

вительные реакции; 
‚ 5 белков, участвующих в биогенезе цитохрома с — переносчика электронов от 

комплекса И! к комплексу ГУ; 

‚ 3 субъединицы цитохромоксидазы (комплекс ГУ); 

› 4 субъединицы АТРазы, которая использует поток протонов для синтеза АТР из 

АБРиР. 
Однако большая часть рибосомных белков и белков, обеспечивающих процесс 

экислительного фосфорилирования, кодируется ядерными генами. 

1.2.2, ГЕНЕТИЧЕСКИЙ КОНТРОЛЬ ЦИТОПЛАЗМАТИЧЕСКОЙ 
МУЖСКОЙ СТЕРИЛЬНОСТИ РАСТЕНИЙ (ЦМС) 

330-х годах ХХ-го столетия М. Родсом в США и М.И. Хаджиновым в СССР был от- 

рыт материнский тип наследования стерильности пыльцы у кукурузы. При опыле- 
ии кукурузы с ЦМС фертильной пыльцой нормальных растений получается по- 

`омство со стерильной пыльцой, Замена хромосом материнской линии на хромосо- 

мы отцовской линии путем возвратных скрещиваний не приводила к восстановле- 

ию фертильности. На основании результатов этих скрещиваний был сделан вывод, 

то ЦМС наследуется по материнскому типу. 

Цитоплазматическая мужская стерильность известна более чем у 300 видов рас- 

гений. Формирование фертильной пыльцы находится под контролем как ядерных, 

гак и цитоплазматических генов. Стерильность пыльцы может быть вызвана как 
ействием ядерных генов (генная мужская стерильность, ГМС), так и цитоплазма- 

гических генов, проявление которых находится под контролем ядерных генов (ци- 
гоплазматическая мужская стерильность, ЦМС). 

За последние годы благодаря развитию методов молекулярной генетики выявле- 
ны гены, обусловливающие ЦМС. Установлено, что цитоплазматические гены сте- 

рильных цитоплазм плейотропны и влияют на такие признаки как продуктивность, 
мугабильность, партеногенез. 

Как оказалось, многие митохондриальные гены ЦМС образовались в результате 
рекомбинации и состоят из частей различных генов. Так митохондриальный ген пе- 
гунии роГ состоит из частей трех генов: а1р9, сох Н/, ий $. Предполагают, что гибрид- 

ный белок, кодируемый геном рс/, включается в митохондриальные мембраны и вы- 
зывает нарушение в дыхательной цепи митохондрий. Однако в некоторых линиях 
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петунии при наличии доминантного ядерного пена А/-— восстановителя фертилью- 

сти происходит снижение количества транскрипитов митохондриального гена рс/. 
Выяснена молекулярная природа стерильности типа репоаг5 (РЕТ]) у подсол- 

нечника. Инсерция повторяющейся последовательности (265 п.н.) в ген а{рА у этого 

растения приводит к образованию новой открытой рамки считывания (01522), и как 

слелствие — ктрансляции ЦМС-специфического белка. Однако влияние ЦМС-обу- 

словливающего митохондриального гена 0//522 может быть подавлено ядерным ге- 

ном — восстановителем фертильности. 

Митохондриальные гены у растений и их экспрессия отличаются следующими 
особенностями: 

1) в митохондриальных генах есть промоторные области; 
2) экспрессия митохондриальных генов не требует кэпированиия и полиаденили- 

рования; 
3) созревание мтДНК заключается в следующих процессах: сплайсинге при нали- 

чии интронов в гене, формировании 57- и 3’-конпов с образованием шпилек на 3’- 

конце; а также в редактировании транскриптов с преобразованием С > Чи >С 
(в результате редактирования транскриптов формируются правильные инициатор- 
ные и нонсенс-кодоны, одни смысловые кодоны превращаются в другие). 

Таким образом, для экспрессии митохондриальных генов растений характерны 
эукариотические черты (за исключением пункта 2). 

15.2,3, МИТОХОНДРИАЛЬНЫЙ ГЕНОМ ДРОЖЖЕЙ 

МтдДНК дрожжей в несколько раз больше, чем у человека (80 т.п.н.). Карты митохон- 

дриального генома дрожжей и человека представлены на рис. 15.6. Гены мтДНК 

дрожжей кодируют большую и малую рРНК, ТРНК, субъединицы цитохром-с-окси- 

дазы, 9-ю субъединицу АТРазы, цитохром 5. В митохондриальном геноме дрожжей 

есть также гены устойчивости к антибиотикам. 

Изучение молекулярной природы митохондриальных мутаций показало, что раз- 

личные штаммы дрожжей отличаются по некодирующим и кодирующим участкам 

генома. В отличие от мтДНК человека, в генах которой не выявлены интроны, в не- 
которых генах мтДНК дрожжей они имеются; среди таких генов: рох — цитохрома р, 

215-рРНК, ох! 3 — 1-Й субъединицы цитохромоксидазы Г. Так при клонировании и 

секвенировании гена рох выяснилось наличие в нем 6 экзонов и 5 интронов. При 

объединении первого и второго экзона и части второго интрона образуется мРНК, с 

которой транслируется фермент — РНК-матураза, предназначенный для удаления 

второго интрона при сплайсинге. В данном случае второй интрон является факуль- 

тативным, поскольку он функционирует и как экзон. Таким образом, фермент 

сплайсинга закодирован в самом гене рох. 

Кроме того, на этом объекте обнаружено ранее неизвестное явление — транспо- 
зиция интрона. При скрещивании штаммов дрожжей с разным типом спаривания (и* 

си”) происходит перенос интрона из гена 215-рРЕК родительского штамма ** в ген 

215-рРНК другого родительского штамма »`, 
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Причем интрон в гене 215-рРИК функционируст как ген, кодирующий сайтсне- 

ифическую энлонуклеазу — фермент, необходимый для переноса интрона. Следст- 
зием этого события является превращение митохондрий штамма с типом спарива- 
ия зв". 

15.2.4. МИТОХОНДРИАЛЬНЫЙ ГЕНОМ ЧЕЛОВЕКА 

Геном митохондрий человека представлен кольцевой двухнепочечной молекулой 

ДНК, содержащей 16559 п.н. (см. рис. 15.6), Доля митохондриальной ДНК от обще- 

Митохондриальная ДНК дрожжей (-78т.п.н.) 

Большая рибосомная РНК 

Белок, 
ассоциированный 2 
с рибосомой ри з 

х 
Цитохром с 

* оксидаза И 
АТРаза Зег 
субъеди- 
ница 9 м 

е 
Уа 

Цитохром с 
оксидаза И 

Митохондриальная 
ДНК человека Мил.) 

а. 

фе 

АТРаза х 
м Аг бу субъеди- , Зег Я 

и в ца у; < 

Азр м №3 
д бо Малая 

бк АРом с АТРаза А ибосомная РНК “Чаза Ш’ субъеди- мт я ы 
п - Ница 

Тр 

Рис. 15.6. Карта мтДНК (шЕ ОМАз) дрожжей и человека. (По: Спйийз ег а1., 2002) 

Каждая карта представлена двумя кольцами, соответствующими двум цепям ДНК-спирали. Ге- 

ны тРНК показаны по аббревиатуре аминокислот. МО-гены кодируют МАБН-дегидрогеназу. 
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Матрикс 

Внутренняя 
мембрана 

Межмембранное 
пространство 

Комплекс 1 1 и | у 

Обепиницы кодируеные 35 4 10 10 12 
ЯДНК 
Субъединицы,кодируемые 7 0 1 3 2 
МТДНК 

Рис. 15.7. Митохондриальная дыхательная цепь. (По: СТИ з её а|., 2000) 

Число субъединиц указано под стрелками. Протоны Н* перекачиваются из матрикса в меж- 
мембранное пространство с помощью комплексов |, 1, М. Возвращение в матрикс осуществ- 

ляется комплексом \ (АТР-синтетазы} и сопровождается образованием АТР. Кознзим 010 

{Со@) и цитохром с (СУ с} — протеины, кодируемые яДНК. МО-МАОБН-дегидрогеназа; ЗОН — 

сукцинатдегидрогеназа; СОХ - цитохромоксидаза; Аб и АЗ -— субъединицы АТР-синтетазного 

комплекса, кодируемые мтДНК. 

го количества ДНК достигает 5%. Митохондриальная молекула ДНК состоит из тя- 

желой (Н) и легкой (Г) — цепей. Цепи различаются по нуклеотидному составу. Н- 

цепь (Веауу) содержит больше пурина, легкая Г-пепь (521) — болыне пиримидина. 

Митохондриальный геном человека, как и других организмов, представляет собой 

полуавтономную генетическую систему. Большая часть генов человека локализована. 
в хромосомах ядра, и менышая — в митохондриальном геноме (рис 15,7). В состав ге- 
нома митохондрий входят: 

тены рибосомных 12$-рРНК и 16$-рРНК, 
22 тена тРНК, 

гены трех субъединиц цитохром-с-оксидазы, 
шестой и восьмой субъединиц АТРазы, 
ген цитохрома 5 

гены семи субъединиц МАН -дегидрогеназы. 

Из этих генов в легкой цепи локализован только ген 6-й субъединицы МАБН-де- 
гидрогеназы — Мб и 8 генов тРНК. В Н-цепи мтДНК есть некодирующий район — 

Р-петля (от англ. @бр/асетени ор). Этот район содержит участки, отвечающие за 

процессы инициации репликации и транскрипции: точку инициации репликации 
(Он), сайты связывания транскрипционного фактора тТЕ, промотор легкой цепи 
(Р.), два промотора тяжелой цепи (Ру: и Ру). Размер этого района — 1122 п.н., нагене- 
‘тической карте он расположен между генами иРНИК"Р® и трЫКЗ*н. В районе Р-петли, & 

также в У-области, расположенной между генами лизиновой тРНК и геном цитохромо- 
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О-петля Новая цепь 

а 6 в 

№3 
Синтез комплвментарной цепи Молекула с брешью 
начинается с запозданием имеет неполную цель 

Рис. 15.8. Репликация митохондриальной ДНК у млекопитающих, (По: Зенгбуш, 1982; 
Льюин, 1987). , -- 

Образование О-петли {а), начало синтеза Н-цепи (6), репликация Е -цепи (в), окончание синте- 

за дочерних молекул мтДНК 

ксидазы П, находятся участки, в которых наиболее часто выявляются однонуклеотид- 

ные замены, делеции и инсерции. 
Митохондрии делятся простым делением. Репликация мтДНК происходит с об- 

разованием О-петли на тяжелой цепи. Точка начала репликации тяжелой цепи (О) 

паходится в районе 110-441 нуклеотида, а легкой цепи (О, )— 5721-5798. Репликация 

на тяжелой и легкой цепи происходит от своих точек инициации в разных направле- 
ниях и в разное время (рис. 15.8). 

Такой тип репликации нельзя назвать универсальным для всех эукариот. Напри- 
мер, у морских ежей после образования О-петли репликация одновременно начина- 
ется на обеих цепях, и при этом наблюдается несколько точек инициации реплика- 
ции. Влинейной митохондриальной ДНК Тегайутена (ресничной инфузории) обна- 

ружсно 6 петель, и репликация идет в двух направлениях. 
Митохондрии, как в зиготе, так и всоматических клетках, имеют в основном ма- 

теринское происхождение. Отсюда понятен неменделевский характер наследования. 
Полностью материнский тип наследования возможен только в том случае, если еди- 
ничные отцовские митохондрии или не попалают в зиготу или их деление заблоки- 
ровано. При отсутствии отцовских митохондрий невозможен и кроссинговер между 
родительскими молекулами мтДНК и образование новых комбинаций митохондри- 

альных генов. 
'Транскрибируются и затем транслируются обе цепи мтДНК. При транскрипции 

мтДНК человека образуется единый транскрипт, в котором расщепление происходит 
по сайтам, расположенным по обе стороны от каждого гена тРНК (рис. 15.9). После 

вырезания молекул ТРНК высвобождаются молекулы рРНК и мРНК. При этом 

большая часть геновтРНК (14 из 22) транскрибируется по часовой стрелке. При воз- 
никновении мутаций в мтДНК в клетке наблюдается гетероплазмия — присутствие 

различных мтДНК. При гомоплазмии все мтДНК в клетке одинаковые. Мутации, 
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РВе 

Единый транскрипт 
‚ «^^ митохондриальной мРНК 

Митохондриальная ТРНК 

Рис. 15.9. Транскрипция мтДНК человека. (По: Льюин, 1987} 

Из единого транскрипта вырезаются молекулы ТРНК {некоторые показаны на карте}, 

освобождая молекулы рРНК и мРНК. 

возникающие в мтДНК человека (в основном точковые мутации и делеции), приво- 

дятк изменению белков, входящих в комплексы дыхательной цепи митохондрий, и, 

как следствие, к снижению энергетического обеспечения клеток. Недостаток синте- 
за молекул АТР приводит к заболеваниям тех тканей и органов, в которых происхо- 

дят энергоемкие процессы. 
Изучение особенностей структуры и функционирования ДНК цитоплазматиче- 

ских органелл в норме и при патологии — не единственная научная задача. Анализ 
мтДНК проводится и в популяционных исследованиях. В митохондриальной ДНК 

выявлены участки, по которым наиболее часто наблюдается полиморфизм, те. раз- 
личия в нуклеотидной последовательности. Полиморфизм мтДНК широко исполь- 
зуется для установления степени дивергенции между разными популяциями челове- 
ка. В 1980-1990-х годах, благодаря интенсивным популянционно-генетическим ис- 

следованиям, получена обширная информация об изменчивости мтДНК человека. 

Лак в исследованиях Э.К. Хуснутдиновой и соавторов выявлены основные расовые и 

популяционно-специфическиетипы мтДНК среди народов Волго-Уральского региона. 

Многокопийность мтДНК делает их удобным объектом при анализе старого биоло- 

гического материала, в котором ядерная ДНК, как правило, деградирована. В част- 
ности, анализ мтДНК был использован при идентификации «Екатеринбургских ос- 

танков», предположительно принадлежащих последнему русскому императору 
Николаю П и членам его семьи. 

15.2.5, 0 ПРОИСХОЖДЕНИИ МИТОХОНДРИЙ 

В научной литературе активно обсуждается гипотеза о прокариотическом происхож- 
дении митохондрий у эукариот. По этому вопросу существуют различные точки зре- 
ния. 
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С одной стороны митохондрии действительно имеют прокариотические черты: 
геном митохондрий неболышной, как иу прокариот; 

ДНК, как правило, имеет кольцевую форму; 

*_ вмитохондриальных генах человека есть общий промотор и один полицистрон- 

ный транскрипт, как в оперонах прокариот; 
® инициаторной тРНК является ТРНКФмет, 

®_ нет ядра, ограниченного ядерной мембраной; 

митохондриальные гены человека не имеют интронов; 
константы рибосом в митохондриях человека — 555, большая субъединица имеет 

константу 39$, а малая — 28$, в то время как соответствующие эукариотические 

константы: 805, 60$ и 40$. 

С другой стороны, у митохондрий эукариотических организмов, особенно у 

дрожжей и растений, с большим, чем у млекопитающих размером молекулы ДНК, 

есть и эукариотические черты: . 
® внекоторых генах, кодирующих белки и тРНК, есть интроны; 

*_ вгенах растений есть промоторные области; 
®_ митохондриальные гены растений транскрибируются на моноцистронные мРНК 

за исключением рибосомных генов; 
при наличии интронов в гене происходит сплайсинг, 
мРНК человека, транскрибированная с мтДНК, хотя не кэпируется, но полиаде- 

нилируется; 
мтДНК не имеет последовательности Шайна—Дальгарно; 
хонийность молекул ДНК в митохондриях не является характерной чертой для 

прокариотических геномов. 
Кроме того, большая часть генов, кодирующих митохондриальные белки, лока- 

лизована в хромосомах ядра, часть гибридных белков находится под двойным конт- 
ролем со стороны ядерных и цитоплазматических генов. Сторонники прокариоти- 
ческого происхождения митохондрий считают вполне вероятным перенос части ми- 
тохондриальных генов вхромосомы ядра. Возникает вопрос: как эти гены могли по- 
пасть в ядро? У человека кроссинговер не происходит даже между собственными ми- 
тохондриальными генами, не то, что между хромосомными генами и генами мтДНК, 
Кроме того, митохондриальный геном настолько мал, что он не мог исходно вклю- 
чать такое большое количество генов. К. тому же гены, которые находятся в ядре, 
имеют эукариотическую экзон-интронную структуру и экспрессируются ло законам 
эукариотической клетки. 

Вряд ли можно считать вероятным создание эукариотических клеток без мито- 
хондрий, если без энергетического обеспечения они существовать не могут. У чело- 
вска в случае мутаций в мтДНК и накопления числа дефектных митохондрий в клет- 

ке выше порогового уровня возникают тяжелые заболевания. 

15.3. МАТЕРИНСКИЙ ЭФФЕКТ ЦИТОПЛАЗМЫ 
Материнский эффект цитоплазмы заключается во влиянии генотипа матери на ха- 

рактер потомства первого поколения, передаваемый через свойства цитоплазмы яй- 
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неклеток. В результате потомство разпипается в значительной стенени в соответст- 
вии с генотипом матери и независимо от особенностей собственного генотипа. 

В чем причины материнского типа наследования, когда он не связан с проявле- 
иием гепов митохондриальной ДНК? 

Как известно, при формировании ооцитов в них накапливаются рибосомы, а так- 
же молекулы мРНК и различные структурные белки и ферменты. Все эти запасен- 

ные молекулы необходимы в тот период времени, пока не функционирует собствен- 

ная белок-синтезирующая система в делящейся зиготе. У позвоночных до стадии га- 
струлы синтез белка происходит с материнских мРНК, а затем начинается экспрес- 
сия собственных генов зародыша. У дрозофилы из питающих клеток в ооцит попа- 

дают различные первичные продукты материнских генов. К. генам с материнским 
эффектом относятся гены, контролирующие переднезаднюю полярность зародыша. 
К ним относятся со (ъс4), папоз (по$), ритШо (рит), 1типЕ (и) и др. Первичные 

продукты этих генов (РНК или белка) распределяются с различной концентрацией 

по длине яйца, Мутации генов с материнским эффектом, нарушая сегментарную стру- 

ктуру личинок дрозофилы, действуют как летали. 
Материнский эффект характерен для наследования формы раковины (направле- 

ния ее завитка) у прудовика Сётпаеа регевга. Тен ру пруловика Ытнаеа регевга опре- 

деляет правозавитковость раковины, @44 — левозавитковость. При разных направле- 
ниях скрещиваний ВОх 44 и 44 х РР фенотип первого поколения определяется ге- 

нотипом материнской формы. При скрещивании материнских правозавитковых 
прудовиков с отцовскимн левозавитковыми в первом поколении все моллюски име- 
от раковину, закрученную в правую сторону (рис. 15.10). При реципрокном направ- 

лении, напротив, у первого поколения проявляется материнский фенотип {левоза- 

а 

Р ох О м р фа х С гр 

ый Фы х С’ па & ога х С ра 

Правозввитковые раковины Лввозавитковые раковины 

6 

В: 20х00; Рахо4 44 х 34 В: Орхро; рахра 89 х ва 
Правозавитковыв раковины Правозавитковые раковины 

А И ПО ПИ ОИ 
Ез:  Правозавитковые Левозавитковые Е; Правозавитковые Левозавитковые 

Рис. 15.10. Наследование формы раковины у прудовика 

а — перекрестное скрещивание правозавиткоых и левозавитковых форм прудовика; б — 
результаты скрещивания при самооплодотворении Р- х Р- и 94х 94. (Запись О - 
означаст, что генотип может быть как ОО, так и 4} 

19-4167 
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витковость). Таким образом, фенотии первого поколения зависит оттого, под влия- 

нием каких генов формирустся цитоплазма яйцеклеток. Пруловик — гермафролит и 

скрещивание у него возможно как между разными особями, так и самооплодотворе- 

ние. В случае самооплодотворения улиток первого поколения с генотипом Рах Ра 

во втором поколении все улитки имеют раковину, закрученную в правую сторону вне 

зависимости отгенотипа (ОР, Ба, 43). Левозавитковые формы появляются уже втре- 

тьем поколении от скрещивания 44 х 44. Как выяснилось, направление завитка ра- 

ковины определяется положением веретена деления от средней линии при первых 

лвух делениях зиготы. 
Подводя итоги, остановимся еще на одном важном вопросе: в каких случаях мож- 

но предполагать нехромосомный тип наследования? На это указывают: 

® отсутствие менделевского наследования (исходное положение); 

» передача признака по материнскому типу вне зависимости от направления скре- 
щивания; 

® сохранение наследования признака по материнскому типу при замене хромосом 

женского организма на хромосомы мужского организма (цитоплазматическая 

мужская стерильность). 

В клинической генетике диагностическими критериями митохондриального за- 

болевания служат: 

®_ аномальные структуры митохондрий, выявленные при морфологическом иссле- 
ловании мышечных биоптатов («рваные красные мьзнечные волокна»); 

® мутации (точковые мутации, делеции, дупликации) в мтДНК, обнаруженные в 

молекулярно-генетических исследованиях; 

*_ повышение концентрации метаболитов {в крови и мышечныхбиоптатах), являющих- 

ся биохимическими маркерами нарушения окислительного фосфорилирования; 

® изменение активности ферментов дыхательной цепи митохондрий в мышечном 

биоптате больных (дефицит дегидрогеназы, цитохром-с-оксидазы и др.). 

Таким образом, генетическая система эукариот состоит из двух подсистем: нук- 

лердтипа и цитотина. Эти две системы, занимающие разные компартменты клетки, 
имеют различную весовую категорию. Бесспорно, главную роль играет ядро и по ко- 

личеству генов и по их значимости для функционирования клетки и организма. Од- 
нако без митохондриальной и хлоропластной ДНК, которые принимают участие на- 

рялу сядерными генами в кодировании белков и ферментов, обеспечивающих полу- 

чение энергетической молекулы АТР, биохимическая фабрика клетки функциониро- 

вать не может. Белок-синтезируюшщая система митохондрий и хлоропластов облада- 

ст определенной степенью автономности, поскольку в мтДНК и хлДНК имеются ге- 

ны РРНК, тРНК и гены немногих рибосомных белков. В цитоплазматических орга- 

пеллах имеются собственные рибосомы, однако большинство рибосомных белков и 

всс факторы трансляции кодируются ядерными генами. Белки, участвующие в био- 

синтезе АТР находятся под двойным контролем — хромосомных и цитоплазматиче- 

ских генов, Мутации как ядерных, так и хлоропластных и митохондриальных генов, 

нарушающих функционирование цитоплазматических органелл, приводят к сниже- 

нию энергетического обеспечения клеток и, как следствие, к проявлению мутантно- 

го фенотипа. У человека мутации мтДНК вызывают болезни нервной системы, зри- 

тельных нервов, сердечной и скелетных мыши. 
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ГЕНЕТИКА И ОНТОГЕНЕЗ 

Онтогенез многоклеточных (Меаоа) представляет собой удивительный по слоЖ- 

ности и стройности комплекс ростовых и формообразовательных процессов, в Р®^ 

зультате которых развившийся из зиготы организм наследует соответствующие ВИ- 
лоспецифические и индивидуальные черты организации, физиологии, а в случае че- 

ловека — и психики. 
При этом различают ростовые процессы на клеточном уровне (увеличение коли” 

чества клеток в результате делений, увеличение клеточного объема) и морфогенез 

{формообразование), включающий как рост, так и локальную гибель клеток; изМ@- 

нение их формы; движения и изгибы клеточных пластов и многое другое. То, что ИН- 

дивидуальное развитие организма находится под генетическим контролем, доказы- 

вается фактом существования наследственной изменчивости по всем рассматрива®- 

мым процессам. Так, выявлены мутации генов, контролирующих скорость первых 
делений дробления, обнаружены онкогены, регулирующие ростовые процессы, ИЗ 
вестно множество мутаций генов, ответственных за становление морфологических 
признаков организма в ходе онтогенеза. Современные исследования онтогенеза 
многоклеточных на молекулярном уровне весьма обширны, но на вопрос, как ИЗ 
двух клеток (яйцеклетки и спермия) развивается организм, представленный прак"И- 
чески двумя сотнями гистотипов клеток, точного ответа пока нет. Как говорил Н.В. ТИ- 
мофеев-Ресовский: <...почему в процессе развития Меабю(а в должное время в дОЛЖ- 
ном месте происходит должное?». Это был и есть главный вопрос теории онтогенезЗа- 

Первые попытки ответить на него восходят еще к средним векам, когда оформИ- 
лись две основные теории: 

1. Преформизм. Сторонники этой теории утверждали, что развития как такового нет 
и каждый индивид представляет собой, грубо говоря, матрешку, те. его развитие — это 

развертывание и рост уже содержащихся в яйцеклетке или спермии специфических МИ- 

кроструктур. Согласно А. Галлеру и Ш. Боннэ, в каждой яйцеклетке содержится полНО- 

стью сформированный зародыш, и каждый такой зародьиш имеет яичник с яйцеклетКА- 

ми, в которых в свою очередь содержатся еше меньшие зародыши. По подсчетам 
Галлера, вяичнике Евы должно было солержаться около 200 млря. зародышей. 

2. Эпигеиез. Сторонники этой теории полагали, что внутренний механизм развИ- 

тия отсутствует, в исходной клетке ничего нет, все появляется в процессе взаимодей- 

ствия со средой. Они настаивали на том, что организм в целом и отдельные органы 
в частности по мере развития не просто увеличиваются в размерах, но и усложияЮТ- 

ся. К.М. Бэру принадлежит детальное описание развития куриного эмбриона Как 

строго упорядоченного процесса последовательных изменений от яйца к зароды У 
и далее к зрелой особи. 
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Хотя ясно, что чеория онигенеза во многих огпюшениях более корректна, чем 
взглялы преформистон, но даже в 70-х годах ХХ вска некоторые исследователи отри- 

цали генетическую регуляцию индивидуального развития, полагая, что геном толь- 
ко сопутствует развитию, а не определяет его. Тём не менее, и эпигенез, и префор- 
мизм вкупе имеют рациональное зерно: развитие многоклеточных может быть пред- 
ставлено как преформированный эпигенез, или эпигенетическая преформация. 

Зигота действительно не содержит никакого предварительно сформированного 

зародыша. От родителей потомству достается ряд «указаний» в виде заключенной в 

ДНК генетической информации, которая во взаимодействии с окружением направ- 

ляет ход развития организма. 
Содержат ли все соматические клетки одинаковый набор генов? Или эти наборы 

различаются? Вильгельм Ру, один из создателей ядерной теории наследственности, 
предположил, что ядра, возникающие при дроблении зиготы, разнокачественны, а 
дифференцировка клеточных функций представляет собой результат расхождения в 

разные клеточные ядра качественно различного наследственного материала. Со- 
гласно его теории, сформулированной в современных терминах, каждая клетка со- 
держит всвоем ядре только те гены, которые необходимы для программирования ха- 
рактерных для нее функций. Специализация в развитии будет, таким образом, ре- 

зультатом постепенного формирования мозаики клеток, содержащих различные ча- 
сти генома, 

Однако его современник Г. Дриш, проверяя в эксперименте гипотезу о том, что у 

Мааса ядро каждой живой клетки содержит тот же самый геном, что и ядро зиго- 

ты, показал, что перемещение ядер между клетками эктодермы и мезодермы дробя- 
щегося зародыша не нарушает его нормального развития. Зачаток регенерирующего 
хвоста тритона может быть пересажен в область конечности и превратится в ногу, а 
не в хвост. Следовательно, дробление и последующая дифференцировка не сопрово- 

ждаются угерей или необратимыми изменениями ядерного материала. 
Тотипотентность дифференцированных соматических клеток, т.е. их способ- 

ность обеспечивать полное развитие организма свойственна и животным, и расте- 
ниям. Одно из наиболее прямых доказательств этого факта — опыты английского ге- 

нетика Дж. Гердона по трансплантации ядра издифференцированной соматической 

клетки в безьядерную зиготу (рис. 16.1). Используя африканскую шторцевую ля- 

гушку Хенориз Гаеуёб, он получил взрослых особей на основе генетической информа- 

ции ядра соматической клетки. Путем облучения болылими дозами УФ из неопло- 

дотворенных яиц функционально удалялось ядро; затем в каждое из энуклеирован- 
ных яиц вводили дифференцированное ядро из клетки кишечного эпителия голова- 
стика, и таким способом инициировали развитие. В ряде случаев из подобных яиц 
развивались головастики, а затем и взрослые лягушки. 

Для доказательства того, что в развитии участвовало именно трансплантирован- 
ное, а не собственное ядро яйцеклетки (выжившее при УФ-облучении), применяли 

генетическое маркирование. Для выделения яйцеклеток использовали линию, хара- 
ктеризующуюся наличием в ядре двух ядрышек — по одному на каждый ядрышко- 
вый организатор двух гомологичных хромосом. Ядро соматической клетки было по- 
лучено от особи, гетерозиготной по делеции ядрышкового организатора и потому 
имеющей в ядре только одно ядрышко. Все лягушки, развившиеся в результате пе- 
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Неоплодотворенная яйцеклетка Головастик 
(линия с двумя ядрышками) {линия с одним ядрышком) 

Эпителиальные 
= клетки 

Ё й кишечника 
головастика 

2. 
при помощи 

©: микропипетки 

Ядро из клетки 
кишечника 

Бластула Бластула Делений нет 

Вотдельных случаях 
развитие продолжается, 
приводя к образованию 
аномального эмбриона 

В отдельных случаях развивается 
взрослая, половозрелая лягушка 

Рис. 16.1. Схема опытов Дж. Гердона, демонстрирующих тотипотентность ядра диффе- 
ренцированной клетки. (Из: Айала и Кайгер, 1988) 

ресадки ядер, имели по одному ядрышку. Несколько взрослых лягушек из их числа 
достигли половозрелости, и оказались вполне фертильными, как и нормальиые 
Хепориз. 

Эти эксперименты показали, что дифференцировка клеток в онтогенезе не обя- 
зательно сопровождается необратимой инактивацией генетического материала ядра, 
ядро соматической клетки с репрессированной большей частью генома может пре- 

терпеть дерепрессию, если его трансплантировать в ооплазму оплодотворенной яй- 

цеклетки, способной к реализации полного цикла развития. 
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экспериментах нескольких типов было доказано, что вся информация, необхо- 
г для нормального развития, присутствует в ядре дифференцированной клетки 

‹ет быть вновь активирована и использована для повторения пронесса разви- 
Гаким образом, проблема генетического контроля индивидуального развития 
пла в рамки проблемы дифференциальной экспрессии генов, которая может 
„ходить на уровне любого известного матричного процесса. Концепция диффе- 

иальной активности генов была выдвинута в начале 30-х годов ХХ в. Т. Морга- 
Согласно этой концепции во всех клетках организма имеется одинаковый на- 
енов, но функционируют они в различно дифференцированных клетках по-раз- 
. В настоящее время дифференциальная активность генов в клетках и тканях разной 

иализации и на разных этапах онтогенеза — это экспериментально установленный 
универсального значения: в каждом данном типе клеток одновременно экспресси- 
м лишь небольшая доля генов, и спектры экспрессирующихся генов в клетках раз- 
типов весьма специфичны. 

Эчевидно, различные регуляторные сигналы, обеспечивающие «включение» и 
‹лючение» генов, представляют собой важную составную часть механизма диф- 
зщировки клеток, которая происходит на основе детерминации определенного 
очного типа. Хотя накопленные знания все еще не позволяют полностью прелста- 
› себе картину онтогенеза, некоторые ее фрагменты и связи между ними уже ясны. 

16.1. ЭТАПЫ ОНТОГЕНЕЗА 

нитие сомы состоит из трех процессов: детерминации, дифференцировки и мор- 
синеза. 
„Летерминация представляет собой процесс приобретения клетками эмбриона необра- 

ых в порме отличий от клеток-предшественников. Это установление функционально- 
состояния, ведущего к определенному направлению развития, те. это своеобразная 
мая дифференцировка: клетки что-то о себе уже «знаку», Но «не сообщакя». 

Дифференцировка — этап онтогенетической дивергенции, который происходит на 

нове предшествующей детерминации (латентной дифференцировки) клеток коп- 

целенному пути развития. Детерминация представляет собой процесс последова- 

чьных ограничений онтогенетических потенций эмбриональных клеток. Каждый 

ерелной уровень детерминации устанавливается в компактной группе клеток и на- 
слустся их клональными потомками. Геноконтролируемый процесс детерминации 
еток особенно полно изучен у РиозорйЙа теаповазге. 

И, наконец, издиффереицированных клеток строятся определенные морфемы — 

таны, т.е. происходит морфогенез, 

16.1.1. ДЕТЕРМИНАЦИЯ 
Состояние детерминации, наследуемое при митотических делениях клетки, луч- 

те всего изучено у дрозофилы, так как у нее (как и у других насекомых) детермина- 
ия и дифференцировка имагинальных структур разобщены во времени вследствие 
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Рис. 16.2. Имагинальные диски зрелой личинки дрозофилы и развивающиеся из них 

структуры имаго. (Из: Айала и Кайгер, 1988) 

Абдоминальные тергиты и стерниты развиваются из зачатков меньшего размера, обозначен- 

ных на рисунке слева точками. 

протекающего в два этапа развития с полным циклом преврашения. По меткому за- 

мечанию И. Швинка, развитие насекомых можно представить как два эмбриогене- 

за. Кратко их суть такова. 

Вслед за оплодотворением ядро зиготы у дрозофилы, а затем и дочерние ядра 
проходят несколько синхронных митотических делеиий, формируя синцитий с яд- 

рами в общей цитоплазме, И только после 10-12 делений дочерние ялра мигрируют 
в кортикальный слой и обособляются в самостоятельные клетки, формирующие 

бластодерму. Эти клетки, число которых около 6000, уже летерминированы к различ- 

ным направлениям развития. Из бластулы образуется гаструла, происходит органо- 

генез, и из яйца выходит личинка, имеющая два типа клеток: личиночные (они не 
делятся, а только увеличиваются в размерах) и имагинальные. Последние, выделив- 

шись из окружающих тканей на стадии бластодермы в виде так называемых имаги- 

нальных дисков, в течение всего эмбрионального периода находятся в покое. В личи- 

ночном периоде диски не только растут, но и приобретают характерную для каждо- 

го из них форму. Имагинальные диски уже детерминированы к развитию различны- 

ми пугями, в их ядрах резко возрастает уровень транскрипционной активности. В 

период окукливания под влиянием гормонов метаморфоза имагинальные диски 

дифференцируются и дают начало разным органам взрослого насекомого-имаго 

(рис. 16.2). Из пары глазных дисков образуются глаза и значительная часть головной 
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капсулы, изантенных — пара антени, максиллярных шупиков и другая часть голов- 

ной капсулы. Пара лабиальных дисков дает начало нижней губе и хоботку, а клипео- 

лабральных — части верхней губы и парусу. Из трех пар вентральных торакальных 

дисков развиваются соответственно первая, вторая и третья пары торакальных ногс 
небольшими прилежащими участками торакса. Тремя парами представлены и дор- 

сальные торакальные диски. Из первой образуется пара гумерусов, из второй — пара 

крыльев, из третьей — пара жужжалец и торакс. Кроме перечисленных парных дис- 

ков, личинка имеет непарный мужской либо женский генитальный диск, дающий 

начало соответствующим структурам у имаго. 
Наследуемость состояния детерминации при митотических делениях подтвер- 

ждается в опытах по пересадке имагинальных дисков в брюшко взрослой мухи. При 

этом дифференцировка имагинальных дисков не происходит. Если после серии та- 

ких последовательных пассажей имагинальный диск пересадить в полость тела ли- 

чинки, готовой к окукливанию, то взрослая муха будет иметь в брюшной гемолимфе 

дополнительный орган: глаз, крыло, ногу и тд. в соответствии с тем, какой имаги- 

нальный диск был взят исходно. 

Целый ряд данных указывает на то, что детерминация клеток зачатков личиноч- 

ных и имагинальных органов различных сегментов тела дрозофилы происходит во 

время образования клеточной бластодермы или сразу после того. 
Во-первых, клетки, изолированные из передней области бластодермы, дают начало 

только структурам передней части тела взрослой мухи, а из клеток задней области бласто- 

дермы формируются только структуры задней части тела имаго. 
Во-вторых, удаление клеток из определенных участков поверхности бластодермы 

приводит к специфическим повреждениям взрослого насекомого, развившегося из 

поврежденного эмбриона, те. положение клеток в бластодерме определяет судьбу 

этих клеток в течение всего процесса развития. 
Наконец, исследование гинандроморфов дрозофилы (особей, возникающих, напри- 

мер, в том случае, когда одно из эмбриональных ялер утрачивает Х-хромосому, и клетки 

с потомками этого ядра становятся мужскими — ХО; подробнеео гинандроморфах см. гл. 

8) показало, что делящиеся ядра проходят детерминацию в соответствии со своим поло- 

жением на поверхности яйцеклетки. Маркирование Х-хромосомы этих мух (являющих- 

ся наполовину самками, наполовину самцами) с помошью мутаций, изменяющих строе- 

ние щетинок, атакже цвет кутикулы или глаз, дает возможность наблюдать визуально ли- 

нию раздела между мужскими и женскими клетками, прохолящую по телу мухи. 

Г. Морган точку начала индивидуального развития дрозофилы относил на пери- 

од созревания яйцеклетки. Дальнейшие исслелования доказали правильность такой 

постановки вопроса, так как на этой стадии была выявлена экспрессия практически 

всех генов, присущих данному виду, даже тех, активность которых станет необходи- 

мой на более поздних стадиях развития. 

16.1.1.1. ООПЛАЗМАТИЧЕСКАЯ СЕГРЕГАЦИЯ 

Созревание ооцита развертывается как строго направленное, последовательное фор- 
мирование гетерогенности его цитоплазмы, получившее наименование ооплазмати- 
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ческой сегрегации — пропесса, в 

холе которого намечается план 
строения булущего организма. 
Утот план материализуется на ос- 

нове градиентного распределения 
биологически активных веществ, 
доказательством чего, в частности, 
является постепенное падение 
концентрации РНК и белков в на- 

правлении от анимального полюса 
к вегетативному. Если экспери- 

ментально разрушить анимально- 
вегетативный градиент (например, 

пентрифугированием) и добиться 

равномерного распределения 
РНК, белков и других веществ в 

нитоплазме, то развитие зародьнна 
останавливается в самом начале. 
При другом типе разрушения — 

расчленении существующего в 
ооците дрозофилы анимально-ве- 

гетативного градиента на 2 само- 
стоятельных, возникает зародыш с 

двумя системами осевых органов. 
Ооплазматическая сегрегация 

обусловлена положением ооцита в 
материнском организме. Яйцо Рис. 36.3. Созревание яйца дрозофилы. (Из 

дрозофилы созревает в особой ка- Сота & Ка, 1969) 
мере — фолликуле (рис. 16.3). Из Стадия 510. 1- питающие клетки (трофоциты); 2 - 

кариосома в яйцеклетке; 3 - фолликулярные клетки. 
одного оогония в результате четы- 

рех делений, характеризующихся 

высокой степенью упорядоченности, формируются 16 клеток, которые остаются 

связанными друг с другом кольцевыми каналами. Ооцитом становится та клетка, ко- 

торая занимает задний конек яйцевой камеры. Остальные 15 превращаются в огром- 

ные питающие клетки. Именно в них активны так называемые гены с материнским 

эффектом, т.е. функционирующие в организме матери еще до оплодотворения яйца: 

со, ехирегапиа, змаЙоу, папоу и ритйо. Их взаимоотношения подробно разбира- 

лись в гл. 5, При экспериментальном изучении транспорта мРНК-транскрипта гена 

со, показано наличие для нее четко выраженного анимально-вегетативного гра- 

диента: мРНК гена бко@ накапливается Тем концом ооцита, который должен стать 

передним полюсом эмбриона. Все пять вышеперечисленных генов составляют сис- 

тему, обеспечивающую формирование передне-заднего градиента. Продукты этих 

тенов принято называть морфогенами. Помимо них, важную роль в формировании 

плана строения будущего организма дрозофилы играет ген динсйфаск, активно функ- 

ционирующий не только в материнском геноме, но и узиготы. Мутанты, гомозигот- 
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ныс но рийсйфаск, летальны и схожи с мутантами Бом по утрате передних структур. 

Продукт гена йипспфаск блокирует развитие хвостового конца, чему в ходе пормаль- 

ного развития противостоит продукт гена лаяоз, локализующийся у заднего полюса 

яйиа. 

Кроме того, в ооците сушествует система, контролирующая формирование дор- 

со-вентрального градиента. Она включает функционирующие в фолликулярных 
клетках гены {0гредо, рёре, пи4ер, чпафеше!, в результате чего происходит обмен не 

идентифицированными сигналами между фолликулярными клетками и вентраль- 

ной областью ооцита. После оплодотворения экспрессируются шесть генов, из ко- 

торых знаке и еазег, кодирующие сериновые протеазы, активируют ген зрае. Но 

велущая роль в детерминации дорсо-вентральной полярности принадлежит гену гой, 

активность которого, опосредованная генами рейе и сасгиз, обеспечивает формиро- 

вание градиентного распределения белкового продукта гена 4075ар, действующего 

как фактор транскрипции. 

Наконец, третья система, состоящая из генов 10750, аез; и писКерет осуществ- 

ляет общий контроль над формированием градиентов при развитии несегментиро- 

ванных головного и хвостового конца. Причем в детерминации их анатомических 

границ особое значение имеет белок гена 4750, расположенный на обоих полюсах 

яйна. 

Таким образом, еще до формирования зиготы продукты материнских мРНК рас- 

пределяются вдоль будущей оси эмбриона дрозофилы неравномерно, создавая опре- 

деленные градиенты разных морфогенов. Что касается ооцитов млекопитающих, то 

столь жестко фиксированная гетерогенность, по-видимому, им не свойственна. Так, 

согласно отдельным экслериментальным данным, в ооцитах мыши эмбриональные 

оси устанавливаются только с момента развития зиготы. Однако делать какие-либо 
заключения можно будет только после обнаружения продуктов генов, гомологичных 

описанным у дрозофилы. 

16.1.1.2. ГЕНЕТИЧЕСКИЙ КОНТРОЛЬ СЕГМЕНТАЦИИ 

Процесс сегментации организма, включающий в себя разделение на головной, груд- 

ной, брюшной, а также производные от них отделы, является универсальным в жи- 

вотном мире. Избрав в качестве модельного объекта развития О. те{аповазег, рас- 

смотрим сначала присущие именно ей детали, представленные на рис. 16.4. 
Первый этал становления пространственной организации регулируется генами с 

материнским эффектом, продукты активности которых в ходе оогенеза образуют 

градиенты с морфогенетически активными белками. Вслед за этим происходит оп- 
лодотворение и дробление зародыша. После образования бластодермы и включения 
зиготических генов начинается последовательное формирование сегментарного 
плана строения тела дрозофилы, личинки и взрослые особи (имаго) которой состо- 

ят из передних головных, трех грудных и восьми брюлиных сегментов. 
В результате взаимодействия перекрывающихся градиентов морфогенетически 

активных белков, являющихся продуктами генов до и паноу, активируются гены 
группы дар (отангл. гар — брещь, дыра), разлеляющие зародыш на широкие домены. 
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Рис. 16.4. Последовательная активация генов в онтогенезе дрозофилы. (По: Сингер, 
Берг, 1998) 
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. настоящему времени описано 6 генов из группы вар, к числу главных следует от- 

ести гены йиисйфаск, Кгирре! и Кпирз. Каждый из них экспрессируется в определен- 

ых сегментах эмбриона. Экспрессия гена диясйраск происходит в двух областях: в 

щней четверти яйца, а также в пространстве от переднего полюса почти до середи- 

ы яйца. Ген Агирре! экспрессируется в широкой зоне, составляющей середину эмб- 

иона. Продукт гена Ки!ру выявляется как слереди, так и сзади от этой зоны. Тот 

акт, что экспрессия названных трех генов регулируется продуктами генов до и 

тоз, был установлен в результате изучения мутантов, не способных к их синтезу. 

оказано, что белок гена Бсо!4, действуя как позитивный регулятор экспрессии ге- 

тйиисйбаск, способствует накоплению продукта последнего у головного конца эм- 

иона, а белок гена палоз, вероятно, ингибирует активность продукта гена йинсй- 

«к. Кроме того, блокируя экспрессию гена Ктирре! в передней и задней областях 
ибриона, белковые продукты генов ф/со!4 и напоу способствуют накоплению мРНК. 

на Агирре! в центральной части эмбриона. Поначалу размытые границы транс- 

эинционных областей генов груплы зар с течением времени сужаются, так как бе- 

эк гена Агирре! ингибирует транскрилцию гена пилсйфаск, а продукты генов йинсй- 

к и Апир; — транскрипцию гена К/ирре!. Таким образом, области стабильной экс- 

жесии дар-генов сначала дифференциально регулируются материнскими детерми- 
интами, а затем взаимной репрессией последних и собственно генов группы вар. 

Продукты активации геновзар запускаютфункционирование группы рай-пше, состо- 

ней из восьми генов и обусловливающей подразделение зародыша на более мелкие до- 

зы, состоящие из двух так называемых парасегментов. Причем, в одном из парасег- 

зитов гены из группы рай-пиё активны, а вдругом — нет. Из группы рай"-ниЁ у дрозофи- 

я впервую очередь экспрессируются гены гинги йайу, во вторую — Аи5й! гатахи (редуктор 

‘сла сегментов) и еуен-зкрреа {редуктор четных сегментов). 

Периодическая смена уровней экспрессии генов группы рай"-гие приводит к ло- 

лыюй экспрессии генов самой многочисленной группы — сегментарной поляр- 

эсти. Под действием их продуктов зародыш становится разделенным по всей про- 

»льной оси на окончательные сегменты. Для нас наибольший интерес из этой груп- 

я представляет ген педвейов, для которого у позвоночных, в частности, у человека 

ль четко установленный гомолог, 

Такова иерархическая последовательность функционирования трех основных 

уни сегрегационных (те. ответственных за количество сформированных сегмен- 
в) генов. 

Как уже указывалось, мутации генов с материнским эффектом фенотилически 
являются у дрозофилы в виде нехватки или удвоения головных, хвостовых, дор- 

льцных или вентральных структур. Следствием мутаций других трех групп генов бу- 

т соответственно: 1) нарушение числа и полярности сегментов; 2) нарушение фор- 

рования половины сегментов: либо четных, либо нечетных; 3) утрата части каждо- 

сегмента с одновременным удвоением такой же части с противоположной стороны. 

В настоящее время установлено, что у млекопитающих есть, по крайней мере, 

и гомолога морфогена йеазейоя из группы генов сегментарной полярности: бои 

7117), Безей (ВИН) и тайап йезаейов (ГВ). Они отвечают за контроль лево-правой 

имметрии, детерминацию полярности в клетках центральной нервной системы, 
митов и конечностей, а также за формирование скелета. 



Глава 16, Генетика ц онтогенез 301 

5НИ играет важнейшую роль п развитни нентральной нервной трубки человече- 

ского зародыша. Его «выключение» вследствие мутации, нарушающей полное разде- 
ление развивающегося мозга на два отдельных полушария и желудочки, приводит к 
серьезным, часто летальным последствиям, именующимся в клинике как голопро- 
зэнцефалия (конечный мозг не разделен и представлен полусферой, обонятельные 
луковицы и тракты отсутствуют, гиппокамп резко гипоплазирован, цитоархитекто- 

ника коры неразделенного мозга нарушена). 

РНН, по-видимому, контролирует вступление половых клеток в клеточное деле- 
ние, его экспрессия отмечается в сертолиевых клетках яичек после активации гена 
5КУ. У мыщей-носителей мутации этого гена, наблюдалось снижение количества 
половых клеток и блок сперматогенеза, в результате чего развивалось бесплодие. 

16,12, ГОМЕОЗИСНЫЕ ГЕНЫ 

После установления границ каждого сегмента начинают формироваться их слеци- 
фические черты, этот качественный процесс детерминируется гомеозисными гена- 
ми, которых у дрозофилы насчитывается около полусотни. Их отличительным свой- 
ством является способность трансформировать один сегмент в другой. Предлагая 

термин «гомеозие» в 1894 г., Уильям Бэтсон подразумевал под ним преврашение од- 

ной части тела в другую, а точнее гетеротопическую дупликацию — лоявление доба- 
вочного экземпляра какой-либо частн тела в не характерном для нее месте. Гомео- 
зибные гены дикого типа контролируют развитие определенных популяций клеток. 

Мутации гомеозисных генов нарущаютдетерминацию, устанавливаемую удрозо- 

филы еще на стадии бластодермы. К. их Числу относятся: ди/риларей йа — развитие до- 
полнительных ног на месте антенн; орйфа/торега — развитие крыла из имагиналь- 

ного диска глаза; у мутантов (итогоиз йеай ткани головы замещаются другими типа- 
ми тканей, включая структуры, характерные для гениталий, итд. Установлено, чтоу 
гомеозисных мутантов нарущен процесс детерминации имагинальных дисков, что и 
приводит в дальнейшем к ошибкам дифференцировки. 

Последовательно расположенные области, содержащие кластеры гомеозисных 

генов локализованы у дрозофилы на небольшом участке третьей хромосомы (рис. 
16.5). В одной из них находится комплекс АМТ-С, включающий гены Апеппареа 

(Атр), Эеюгтей (Гу/Я) и 5ех сотб гедисед (5ск), которые контролируют развитие стру- 
ктур головы, первого и частично второго грудного сегмента, Во второй области лока- 
лизован комплекс ВХ-С, включающий гены 6Ийогах (6х), СоттаБийогах (СЬх), 
Игабйкогах (Их), бипогахой4 (вха), рояфИвогах (рых), аБонипа! А (аьЯ А) и Абаотта! 
В (Аба В), которые контролируют развитие остальных грудных и всех брюшных сег- 

ментов. Легко заметить в этом перечне гомсозисных генов колинеарность их распо- 
ложения в комплексах Атр и ВА-С контролируемым ими органам в направлении от 

структур головы к структурам заднебрюшных сегментов. В проявлении признаков у 
трансгетерозиготных дрозофил наблюдается определенная полярность. Так, особи 
6х4 + / + рёх подвергаются в развитии преврашениям по тилу рёх, а не 6х, особи вх 
+ / + рЬх проявляют себя как рьх, а не вх и т.д.: нормальные аллели при расположе- 

нии справа от мутантного локуса инактивируются таким образом, что экспрессиру- 
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Рис. 16.5. Комплексы гомезисных генов 
АМТ-С и ВХ-С у дрозофилы. (Из: Айала и 
Кайгер, 1988) 

ом $67 Атр 

ется их рецессивный мутантный аллель. Объясняя эти особенности гомеозисных ге- 
нов, американский генетик, Нобелевский лауреат Эдвард Льюис предложил гипоте- 
зу, базирующуюся на двух предположениях: серия мутантов фййогах подобна олеро- 
ну бактерий; нормальные аллели гомеозисных генов пролуцируют вещества, даю- 
щие морфогенетический эффект, а мутантные не способны синтезировать их. Из 

этой гипотезы вытекает ряд важных следствий. Во-первых, реализация плана сег- 
ментарного строения обеспечивается самой функциональной организацией локуса 

ВХ-С. Во-вторых, продукты каждого из генов, контролирующих сегментарное стро- 

ение, должны выявляться в тканях соответствующих сегментов. В-третьих, коорди- 
нированное функционирование генов локуса ВА-С возможно лишь при наличии 

специальных регуляторных участков. Наконец, принцилы генетического контроля 
сегментации должны быть универсальными для всего животного мира. 

Эти положения получили блестящее подтверждение в молекулярно-генетиче- 
ских работах. Все шесть гомеозисных генов удалось клонировать и с помощью гиб- 

ридизации и зйи установить характер их экспрессии. Было показано, что нормаль- 
ная транскрипция у гомеозисных мутантов нарушена. Так, ген Аир дикого типа нор- 
мально экспресируется в торакальных сегментах, подавляя развитие в них головных 
структур. А у носителей доминантной мутации погену Аяёр его транскрилты обнару- 

жены не только в груди, но и вголове. В результате вместо антенных структур разви- 
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ваются члепики ноги. Кроме того, было показано, что гомеозисные гепы способны 

регулировать экепрессию других гомеозисных гетюв, причем экенрессия Амр и Их 

имеет комнлементарный характер. 

Изучение структуры любого биологического объекта, несомненио, приближает 

нас к пониманию его функций. Перечисленные ниже особенности структуры гомо- 

зиготных генов, установленные в результате их клонирования, свидетельствуют о 
чрезвычайной сложности регуляции развития. 

1. Некоторые из гомеозисных генов имеют несколько промоторов и сайтов ини- 
циации транскрипции. Так два промотора имеет ген Алёр, следствием чего является 

возможность транскрипции РНК двух типов. 

2. РНК некоторых гомеозисных генов, в частности гена Их, подвергаются тка- 

неспецифическому дифференциальному сплайсингу. 

Таким образом, гомеозисные гены, контролирующие становление пространст- 

венной организации, по-видимому, работают не только по принцилу «включен-вы- 

ключен», но и с помощью сочетания набора их альтернативных состояний. Нор- 

мальная функция гомеозисных генов состоит в выборе или поддержании определен- 

ного пути развития, по которому следуют клетки. Каждый путь развития характери- 

зуется экспрессией определенного набора генов, действие которых приводит к поя- 

влению конечного результата этого пути развития: глаза, крыла, ноги и тд. В ходе 

мутационного анализа гомеозисных генов часто выявляется летальность для эмбри- 

она тех мутаций (например, хромосомных делеций), которые полностью подавляют 

функцию гена. 

Конкретные механизмы установления гомеозисными генами границ их экспрес- 
сии пока не выяснены. Однако один из них найден: все шесть гомеозисных генов 

имеют обшую последовательность длиной 180 п.н., которой соответствует участок 

полипептидной цели из 60 аминокислот. Эта область ДНК была названа гомеобоксом 

(РОХ в англоязычной традиции), а ее белковый продукт — гомеодоменом, Термины 

были введены в 1984 г. В. Макгинисом, М. Скоттом и А. Вейнером. Гомеодомены 

разных гомеозисных генов гомологичны на 80—90%. Как было установлено впоелел- 
ствии, гомеодомены принадлежат к числу факторов, активирующих транскриицию. 

16,13, ГОМЕОБОКСЫ УЧЕЛОВЕКА И НАСЛЕДСТВЕННЫЕ 
БОЛЕЗНИ 

Гомологичные последовательности найдены в ДНК амфибий, мыши и человека. 

Продуктом их является белок, связывающийся с ДНК и выполняющий регулятор- 

ные функции (репрессия-дерепрессия ДНК). Тестирование геномов различных 

мазо радиоактивной ДНК гена Аяфр с помощью Саузерн-блоттинга позволило 

выявить у них гены с гомеобоксом. Такие гены удалось обнаружить у кольчатых чер- 
вей, моллюсков, иглокожих, лягушек, мыши и человека. При этом удивительюе 
сходство можно обнаружить, сравнивая гомеодомены гена // 1/3 лягушки и гена Ан! 

дрозофилы: 59 из 60 аминокислотных остатков одинаковы, несмотря на то, что мухи 

и лягушки развивались независимо 600 млн, лет, 
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У человека илентифицированы четыре /ОХ-кластера, каждый из который состо- 

сиепленных генов: 
ит из серии ТЕСНО 

Количество  Номерагенов Локализация 
Кластер 

генов 

 НОХА И 1-7, 9-11, 13 тр 

НОХВ 10 1-9, 13 179 
НОХС 9 4—6, 8—13 124 
НОО 9 1,3,4,8—13 2а 

Эти 39 теновудивИтельны тем, чтобольшинство НОХ-мутаций разр
ушительно, и при 

наличии их эмбрион нежизнеснособен. С другой стороны, высокая степень гомологии 

между НОХенами разных кластеров может приводить к функциональной избыточно- 
сти, за счет чего один НОХ-ген может компенсировать утрату функц

ии вследствие мута- 

ции другого НОЯ-Тена. В этом контексте (внутривидовые гены, занимающие в разных 

кластерах однуи УЖЕ позицию и характеризующиеся наибольшей гомологией) НОХ-ге- 

ны называют параЛОГами. Такген 13 из РОХВ имеетболыьшее сходство с геном 13 из НОХА 

игеном 13 из НОХС, чем с другими членами кластера НОХВ. 

Мутация в ГЕН 13 НОХА служит причиной аутосомно-доминантного синдрома, 

характеризующегося укорочением первого и пятого пальцев кистей и стол в сочета- 

ниис типосиадией или двурогой маткой в зависимости от пола ребенка. 

Мутациявтене 13 НОХР проявляется как синполидактилия — аномалия развития 

конечностей, наследующаяся по аутосомно-доминантномутипу и характеризующа- 

яся появлением Дополнительного лальца между третьим и четвертым, фаланги ко- 

торых частично сроСлись. 
Что касается рассмотренных нами у дрозофилы генов группы рай-тиЁе, то у мле- 

копитающих обнаружен ее аналог, получивший название РА/А-ВОХ (РАХ). Девять 

РАХ-генов были идентифицированы у мыши и человека. У мыши они играют важ- 

азвитии нервной системы. У человека мутации утраты функции четырь- 
ную рольвр. 
мя РАХ- генами мотУГбыть идентифицированы в связи с определенными аномалия- 

ми развития: 
1) мутацияв РАХЗ (локализация гена — 2935) обусловливает синдром Ваарденбур- 

га 1-го типа, наследуемый аутосомно-доминантно и характеризующийся нейросен- 

сорной глухотой, участками депигментации волос (часто в виде белой пряди) иано- 

мальным паптерном пигментации радужек — гетерохромией; 

2) мутацияв РАХ2 (локализация гена — 10424) обусловливает синдром, при кото- 

ром отсутствие почек и мочеполовых протоков (при наличии гонад и надпочечни- 

ков) сочетаются со структурными дефектами в разных отделах глаза, включая сет- 

чатку и зрительный Нерв, 
3) мутация в РАХб (локализация гена — 11р13) приводит к развитию аниридии, 

которая в свою очередь является ключевым признаком для \МАСВ-синдрома. Этио- 

логическая причина этого синдрома — делеция генных последовательностей, вклю- 

чающих лок РАХб На коротком плече хромосомы 11; 

4) наконеь значение экспрессии генов семейства РАХу человека демонстрирует 

также эффект мутации в РАХ8 (локализация гена — 2412), реализующийся в клини- 

ке как отсутсвие или эктония щитовидн
ой железы. 
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Известны иссколько других генов также образующих домен, подобный гомеобо- 

ксу. Это тены М5Х2 и ЕМХ2. Мутация в гене М5Х2 приводит к краниосиностозу, т.е. 

преждеврементюму зарастанию швов черепа, что ограничивает его рост и приводит к 

деформации. Этот наиболее частый порок развития черепа поддается хирургическо- 

му лечению в возрасте до 3-х месяцев. Мутация вгене ЕМХ2 является причиной ши- 

зэнцефалии — расщелины мозга в одном или обоих полушариях. К генам развития 

относится и семейство так называемых генов «цинковых пальцев», продуцирующих 

ДНК-связывающие белки. Как уже указывалось в гл. 12, они играют роль регулято- 

ров транскрипции и содержат характерный домен, который включает два цистеино- 

вых и один гистидиновый остаток. Эти аминокислоты взаимодействуют с ионом 

цинка, а расположенная между ними полипептидная цепочка выпетливается в виде 

«пальца». Гены «цинковых пальцев», также являются ответственными за некоторые 

болезни развития. 

Например, протяженные делеции или транслокации, захватывающие тен (/,1.}, 

приводят к формированию синдрома цефалополисиндактилии Грейга, для которого ха- 

рактерны множественные аномалии головы, кистей и стоп. По контрасту мутации со 

сдвигом рамки считывания втом же гене приводят к формированию синдрома Палли- 

стера-—Холла, клинически проявляющегося в совокупности гипоталамической гамар- 

томы, неперфорированного ануса и присущей предыдущему синдрому полидактилии. 

Мутации генов 2/С2 и 213 соответственно приводят к голопрозэнцефалии и ла- 

теральным дефектам, заключающимся в аномалиях развития и позиционирования 

неларных органов: сердца, печени и селезенки. 

Мутации в области еще одного «цинкового пальца», содержащего ген #77 (ИЙт у 

итог-аззоскией вепе — состоит из 10 экзонов и кодирует 16 основных изоформ белка) 

хромосомы 11, могуг быть причиной двух состояний: 

1} угетерозигот по делециям гена развивается ИАСА-синдром (имеющий в своем 

составе опухоль Вилмса, аниридию, задержку умственного развития и дисгенезию 
гонад с предрасположенностью к возникновению гонадобластом); 

6) у гетерозигот по миссенс-мутациям гена формируется синдром Дениса-— Драша, 

характеризующийся наличием у пациента опухоли Вилмса, тяжелой прогрессирую- 

щей нефропатии с потерей белка и неопределенных наружных гениталий. 

Таким образом функционируют эти несколько семейств генов развития: семейст- 

во генов сегментации, кластеры гомеобоксных генов, Рай"-фох гены, семейство генов 

«цинковых пальцев». Кроме них известны еще три семейства: 

1. Серия генов 5ОХ. Они являются гомологами локализованного на У-хромосоме 

гена 5ВУ, роль которого в первичной детерминации пола уже описана в гл. 8. 

Экспрессия гена 509 (5КИтейией НМС` бох-сопития вене) кроме полового валика, 

обнаружена также в хонлроцитах развивающейся костной ткани человека, в связи с чем 

мугации гена 5ОХ9 вызывают кампомелическую дисплазию, характеризующуюся множе- 

ственными аномалиями скелета и внутренних органов. Гомолог человеческого гена — 

5ох-9 у мыши также необходим для нормального развития скелета. Всего же семейство 
5х у мьнни состоит более, чем из двух десятков генов, характеризующихся тканеспеци- 

фической экспрессией в раннем эмбриогенезе: например, 5ох 1-3 внервной системе, бих- 

4— в иммунной. Имеющиеся данные позволяют утверждать, что у позвоночных гены © 

гомеобоксом выполняют морфогенегические функции. 
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2. Серия генов 7-бох, экспрессия которых имеет важное значение для формиро- 

вания мезодермы. В геноме человека они распределены дисперсно в виде небольших 

кластеров. 

3. Гены сигнальной трансдукции (процесса, при котором внеклеточные факторы 

роста регулируют клеточное деление и дифференцировку, используя комплексные 

пути генетически детерминированых промежуточных шагов). Мутации большинст- 

ва этих генов играют важную роль в канперогенезе. В некоторых случаях они могуг 

также быть причиной аномалий развития. 

В результате изучения гомеозисных генов у позвоночных было установлено со- 

хранение описанного выше для дрозофилы принципа колинеарности, те. актив- 

ность НОХ-генов млекопитающих вдоль передне-задней оси тела отражает последо- 

вательность этих генов в кластере. Для выяснения роли конкретных НОХ-генов в эм- 

бриогенезе млекопитающих особенно информативным оказался метод нокаута 

(кпоскои!), состоящий в замещении нормального аллеля мутантным. Этот же метод, 

оказался чрезвычайно эффективным при изучении генетических основ эмбриональ- 

ной индукции, которые будут рассмотрены ниже. 

16.2. ГЕНЫ, КОНТРОЛИРУЮЩИЕ 

ЭМБРИОНАЛЬНУЮ ИНДУКЦИЮ 

16.2.1, ИНДУКЦИЯ И ОРГАНОГЕНЕЗ 
Органогенез включает в себя многие клеточные процессы, такие как клеточная про- 

лиферация, алгезия клеток, аполтоз, дифференцировка клеток, изменение формы 

клеток и клеточная миграция. В последние годы при изучении потомков мутантных 

мышей были обнаружены многие существенные для контроля развития гены, кото- 

рые управляют совокупностью формообразовательных процессов ряда органов, в 

частности и такого, как почка, В изученни механизмов морфасенеза почка — один из 

главных выделительных и гомеостатических органов, является удачной моделью 

(отчасти благодаря простоте, с которой она может изучаться в культуре). Как и вслу- 

чае других органов, развитие почки регулируется последовательными и реципрок- 

ными индуктивно-тканевыми взаимодействиями. 

Первооткрыватель эмбриональной индукции Ганс Шпеман еще в 20-е годы про- 
шлого века наблюдал взаимодействие эмбриональных закладок, приведшее к фор- 

мообразовательному эффекту: в результате пересадки кусочка индуцирующей ткани 

от одного зародыша тритона на брюшную часть другого зародыша образовалась дуб- 
лирующая система осевых органов. Практически через 30 лет после этого Клиффорд 

Гробстайн, культивируя зачаток мочеточника и почечную мезенхиму, продемонст- 

рировал реципрокную индукцию вне организма: зачаток мочеточника рос и ветвил- 

ся только в присутствие мезенхимы и, наоборот, в мезенхиме формировались почеч- 
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ные канальцы только при культивировании се вместе с зачатком мочеточника. Т&- 

ким образом, оба зачатка выступали друг по отношению к другу либо в роли индук- 

тора, либо как реагирующая на сго воздействие компетентная ткань. Этот вариант 
первичной эмбриональной иидукции в дальнейшем был классифицирован как мезо- 

дермально-энтодермальный, или эпителио-мезенхимный. Он характерен для развития 

органов, формирующих протоки. Кроме него, различают архенцефалическую эмбри- 

ональную индукцию, в результате которой формируется передний мозг, нос и глаза, 

атакже — дейтеренцефалическую, запускающую формообразование среднего и задие- 

го мозга, а также слуховых пузырьков. 

Если индукция структуры произошла, то она вступает в дифференцировку, с ко- 

торой теснейшим образом связан морфогенез. В нормальных условиях эта связь вы- 

ражается в четкой скоординированности индукции и дифференцировки. 

16.2.2, ГЕНЕТИЧЕСКИЕ ФАКТОРЫ МОРФОГЕНЕЗА 
ПОЗВОНОЧНЫХ НА ПРИМЕРЕ ПОЧКИ 

Кратко морфогенез почек можно описать следующим образом. Почка взрослого 

млекопитающего, так называемый метанефрос (вторичная почка), развивается из 

вольфова протока и мезенхимы метанефроса, которые оба происходят от промежу- 
точной мезодермы (рис. 16.56, а). Метанефрическая почка начинает развиваться нос- 
ле того, как вольфов проток продлевается каудально вдоль оси тела и пролупируст 
вырост — зачаток мочеточника (на 19,5—11 день у мыши и 35—37 день у человека). 

После внедрения в ткань мезенхимы, этот зачаток стимулирует окружающие сго 
клетки, приводя к их уплотнению в форме шляпки в нефрогенной мезенхиме (рис. 

16.6, 6). На периферии этой мезенхимы, а также между ветвями мочеточника разви- 
вается строма. Затем уплотненные клетки мезенхимы стимулируют зачаток мочеточ- 

ника к ветвлению и формированию двух новых концов (рис. 16.6, в), а сами начина- 
ют формировать претубулярные агрегаты, которые подвергаются эпителио-мезен- 
химному переходу и дают начало эпителиальным почечным трубочкам, развиваю- 
шимся в нефроны — выделительные единицы почки (рис. 16.6, г). 

В процессе разветвления эпителиального зачатка мочеточника, каждый конец 
действует как индуктивный центр, инициирующий нефрогенез, образуя новые эпи- 
телиальные концы после того, как ветвь удлинилась и обособилась. Индукция эпи- 
телиальных трубочек многократно повторяется, чтобы произвести 12 000 нефронов 

впочке мыши и 500 000—1 000 000 нефронов в человеческой почке. Ветви зачатка мо- 

четочника, в конечном счете, формируют систему протоков, которая собирает мочу 
в почечную лоханку и мочевой пузырь. У человека нефрогенез к моменту рождения 

завершается, а у крыс и мышей продолжается постнатально. 
Инициирует ли мезенхима метанефроса органогенез, стимулируя формирование 

зачатка мочеточника, который затем вислряется в нее и начинает ветвиться? Или же 
инициирующие сигналы исходят от вольфова протока до отпочковывания зачатка 
мочеточника? 
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Рис. 16.6. Морфологические стадии раннего развития почки у мыши и некоторые 
включенные в него гены. (Из: Удшрю & Мп, 2002) 

Обозначения: ММО - вольфов проток; ММ - мезенхима метанефроса; ЦВ - зачаток мочеточни- 

ка. Втру7, Егх2, Еуа1, Ро!7, Рохс1, Роха1, бап!1, СРа1, Орс3, Н52$4, Рах1, Вага, Ве{, За! 1, \Мт\, 

МИТ - гены, вовлеченные в ранние стадии морфогенеза почки у мыши. 

Установлено, что мышиный ген И// (гомолог гена И/Т/] у человека) кодирует фа- 

ктор транскрипции, представленный несколькими изоформами, играющими раз- 

личные роли в формировании мочеполовой системы. Как уже упоминалось выше, 
мутация гена И/Т/ у человека может привести к возникновению опухолей почек в 

детстве или развитию определенных наследственных заболеваний с аномалиями го- 
над и почек: синдром Дэниса—Драша, синдром Фразье и синдром АСК. Экспрессия 

Ил! сначала проявляется в уплотнении мезенхимных клеток. У мышей с выключен- 
ным (нокаутированным) И/11-геном мезенхима метанефроса формируется, но зача- 

ток мочеточника не в состоянии развиваться из вольфова протока, что в итоге при- 

водит к полному отсутствию почки. Как фактор транскрипции УИ может регулиро- 

вать экспрессию секретируемых факторов, являющихся медиаторами мезенхимных 

сигналов, которые индуцируют формирование зачатка мочеточника. \1 можеттак- 
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же регулировать способность мезенхимы метанефроса отвечать на индуктивные сиг- 

налы, получаемые от зачатка мочеточника. 

Как прямая мишеньлля \\ 1 при инициировании почечного развития, был иден- 

тифицирован амфирегулин, принадлежащий к семейству эпидермальных факторов 
роста (Е). Однако блокирование активности амфирегулина в культуре органа не 

предотвращает раннее развитие зачатка мочеточника. Вследствие этого механизм 

действия \МИ при инициировании развития почки еще предстоит выяснить. Устапю- 

влено, что гомеобоксный ген Рах2 (аналог РАХ2 человека) также регулируется УМ, 

поскольку его экспрессия подавляется У ш уйто и, кроме того, снижена в почечной 

мезенхиме Ил /!-мутантных эмбрионов. 

В свою очередь Рах2 также может управлять инициированием морфогенеза по- 

чек, влияя на экспрессию нейротрофического фактора Силу, вырабатываемого лини- 

ей глиальных клеток. саи/кодирует фрагменты семейства преобразующих факторов 

роста (ТеЕ-В) — сигнальных молекул, которые играют важную роль в индукции зачат- 

ка мочеточника. Отсутствие Рах2 вызывает утрату экспрессии бан{в метанефриче - 

ской мезенхиме. 

Показано, что локальное действие ОфпЕ на одну из сторон вольфова протока т 
уйто индуцирует образование добавочных зачатков мочеточника. Это может служит, 

доказательством достаточности СапЁдля индукции формирования зачатка мочеточ - 
ника, а позже — для регуляции его ветвления. Вероятно, вместе с СапЁв регуляцию 

формирования данного зачатка вовлечены и другие факторы, так как экспрессия 
САНУ сохраняется, например, в лишенных И/71 почках, где отсутствует обособление 

зачатка мочеточника. Кроме того, СЕ не стимулирует ветвление изолированного 
зачатка, культивируемого 1 уйго. 

Предполагают, что экспрессия С@н/ в почечной мезенхиме регулируется геном 

Еуа1 — гомологом гена отсутствия глаз у дрозофилы {Еуа), который кодирует другой 

фактор транскрипции гомеобоксного семейства генов. Е А 1-мутации у человска лс- 

жат в основе бранхио-ото-ренального (ВОВЕ) синдрома. Квк и в случаях с ИЛ!, Рах2 и 

Сап-мутантами, зачаток мочеточника будет не в состоянии внедриться в почечную 

мезенхиму эмбриона мыши при отсутствии Еуа1. В отсутствие Еуа 7 также ист ‘жс- 

прессии Санх, но Рах2 продолжает экспрессироваться в мезенхиме этих мутантных 

эмбрионов. Это позволяет утверждать, что, регулируя инициирование развития поч- 

ки, Еуа1 функционирует в мезенхимной сигнализации ранее Сар, но позже Рах2. 

Недавно было открыто воздействие на раннее развитие почки гена 5а!! — свой- 

ственного млекопитающим гомолога регион-специфического гомеозисного гена 

дрозофилы рай (5а!1). ЗА. 1-мутации у человека ведут к развитию синдрома 7и- 

унс—Брокса — аутосомно-доминантного заболевания, которое характеризуется дис- 

плазией ушных раковин, преаксиальной полидактилией, заращением ануса, а также 

аномалиями почек и сердца. За! экспрессируется в почечной мезенхиме, и его ина- 

ктивация у мышей ведет к недоразвитию мочеточника и отсутствию в нем протока. 

Установлено, что мезенхима у эмбрионов мышей с отсутствием данного гена (5а/!/- 

пи!) может формировать протоки при индукции со стороны спинного мозга #1 уйго, 

те. дефект у особей с «отключенным» ба! наблюдается в зачатке мочеточника. Экс- 
прессия бану ЕуаТ и ИЛ! продолжается в мезенхиме 5а1-мутантов, указывая, что 

зай! находится «ниже» этих сигналов или возможно действует независимо от них. 
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Протеогликаны ИПМ ` 

Втр? 

ип 

Рис. 16.7. Модель взаимодействия генов в ходе раннего развития почки у мыши. (Из: 
тю & И, 2002) 

Гипотетические взаимодействия основаны на результатах экспрессии п умо у Кпоскош{-мутан- 

тов мыши, только в нескольких случаях подтвержденных биохимически. Светлым шрифтом 
обозначены факторы транскрипции; жирным шрифтом - факторы роста или их рецепторы. 

Местоположение формирования зачатка мочеточника на вольфовом канале, воз- 

можно, определяется экспрессирующимся в почечной мезенхиме фактором транс- 
кринции, принадлежащим к семейству Рохс 1 (огкйеаа фох СТ). Данное предположе- 

ние подтверждается тем, что у Рохс1-нокаутированных эмбрионов формируются 

двойные зачатки мочеточника и почки. По-видимому, Рохс1 выполняет свою функ- 

цию, подавляя бани Еуа 1! в передней части почечной мезенхимы. 

Сводка имеющихся данных о раннем развитии почки, представленная на рис. 

16.7, свидетельствует, что в инициировании ее морфогенеза участвует множество ге- 

иов, которые не могли бы функционировать независимо друг от друга. Экспрессия 

многих из этихрано действующих генов в мезенхиме указывает, что данная ткань мо- 

жет специализироваться первой и что сигнал из мезенхимы может стимулировать 

{формирование зачатка мочеточника. Интересно, что большинство факторов, ини- 
циирующих развитие почки, — это факторы транскрипции, которые экспрессируют- 

ся в мезенхиме метанефроса. Их гены также могут играть роль в ее обособлении от 
остальной части почечной мезенхимы. Для доказательства необходим детальный ана- 

лиз экспрессии у особей дикого типа и «нокаутированных» мутантов, а также — у гиб- 

ридных особей со смешанными признаками. 

В зачатке мочеточника экспрессируется тирозинкиназный рецептор Вей (при му- 

зации он может проявлять себя как онкогенный). Показано, что, САпЁи Вей — вза- 
имно стимулирующие белки, бап/-индукция развития зачатка мочеточника является 

Ке!-зависимой, а отсутствие и Кег, и Сан; имеет сходное фенотипическое проявле- 

ние, Следовательно, локальная мезенхимная экспрессия ба; вносит вклад в индук- 

цию зачатка мочеточника посредством передачи сигналов Кет, который контролиру- 

ет пролиферацию и ветвление его зачатка. 
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Ген, кодирующий корецейтоР для Вер (га! (ироизводный глиальной линии 

клеток нейротрофический РЕЦЕЙтор фактори-@ 1), также Экспрессируется в зачатке 
мочеточника, и его инактивйЦИЯ У мышей велет к появлению фенотипа, подобного 
наблюдаемому у мышей с «УГетенными» генами Кег И балу, что подтверждает роль 
бра | в передаче сигналов ВИ Недавние исследования Локазали, что две изоформы 
Ве! (Ве и Ке{51) имеют раЗЛИЧНОе действие и Уго: МоНоизоформные Кег5] мыши, 
у которых нет Кег9, характерИзУЮТСЯ гиподисплазией Почки и недостаточностью ки- 
шечных ганглиев в толстом КИШЕЧНИКЕ. 

Возможно, Ве/ Спа ибалЕсистема координирует рост мочеточника с помощью дру- 
гих секретируемых факторов, К КОТОРЫМ ОТНОСИТСЯ, В Частности, белок ВтпрА, стимули- 
рующий морфогенез костной Ткани. Ген Втр4 экспрессируется в клетках мезенхимы, ко- 
торыс окружают вольфовпротоКИ ствол мочеточника Вместе, удобном для регуляции ро- 
ста данного зачатка, Эмбрионы Мыши с генотипом Втр*"/— имерот целый ряд аномалий 
развития, включая дефекты ПОЧЕК, вызванные нарушением регуляции развития зачатка 

мочеточника, причем эти аномалии подобны Врожленным порокам развития почки и 
мочевого тракта у человека. В КЛеточной культуре Витр4 Регулирует тены, которые экс- 
прессируются и в мочеточниковом зачатке, и в мезенхиме, включая иду: 

Белки поверхности клетки, такие как протеогликаны (Рс;5), также вовлечены в 
регуляцию роста и разветвления мочеточника в ПРенеССе развития почки. РСб кле- 
точной поверхности принимаюТ Участие в передаче сигналов фактора роста фиброб- 
ластов (Е) и входят в семейство факторов М1. При удалении или изменении в 
почке цепей РСз п уйго с ПОМОШЬЮ химических реагентов, модифицирующих син- 
тез, зачаток мочеточника приостанавливает свой Рост И ветвление, Эти преобразова- 
ния могут также вызывать ПОЛНУЮ реверсию действия Втр4. от подавления роста за- 
чатка мочеточника к стимуЛИРОВАНИЮ ©ГО ВЕТВЛЕНИЯ, ЧТО Указывает, на возможность 
для РОз контролировать сПеЦИФический тип ответа на факторы роста. Вопрос об 
участии специфических РО В РаЗВИТИИ ПОЧКИ ВЫШЕЛ на первый план после экспе- 
риментов по выключению (нокаутированию) у мышей Тена одного из протеоглика- 

нов (Срс3), который также ВИДОИЗМЕНЕнН У ЛЮДЕЙ С СИНАРОМом Симисона— Голаби-- бе- 
меля и почечной дисплазией- 

Системе сигнализации С9/ К принадлежит решающая роль в индукции моче- 
точников и их ветвлении, НООНа МОЖЕТ Модулироваться другими факторами, способ- 
ствуя генерации специфического паттерна в древе ветвления мочеточников. Начи- 
ная с пионерских работ К. ГрОбстайна, установлено, что почечные канальцы инду- 
цированы тканевыми взаимодействиями. Формирование Трубки в мезенхиме вызва- 
ется #з ув зачатком мочеточника, а 1 Ут — РазЛиЧНЫМи индукторами, например, 
спинным мозгом. Классическое представление об ИНДукторах состояло в том, что 
мезенхимные клетки, которые ВХОДЯТ в контакт с Зачатком мочеточника и его сигна- 
лом, продолжают формирование почечных канальцев. За последние годы, однако, и 
вэпителии мочеточников, И В Мезенхиме были идентифицированы гены, необходи - 
мые для нефрогенеза, играющие решающую роль И ДЛЯ сигналов, генерируемых за- 
чатком мочеточника, и для СИГНалов — производных мезенхимы Эти гены также оп- 
ределяют нисходящие сигнаЛЫ В почечной мезенхиме, управляклцие нефрогенезом. 

В экспериментах по инаКТивация гена Етх2 у мышей был получен материал для 
модели, в которой сигнал Зачатка мочеточника УЧасТвует в индукции канальца м 
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уро. Как гомеобокс-содержащий фактор транскрипции, который экспрессируется 

первоначально в зачатке мочеточника, Ётх2 может также регулировать экспрессию 

других генов, вносящих вклад в нарушение тубулогенеза при отсутствии Етх2. У 

1тх2-нокаутных мышей, зачаток мочеточника внедряется в мезенхиму метанефро- 

са, однако индукция канальцев отсутствует и, следовательно, развития почки не 
ироисходит, Причиной является то, что, хотя некоторые мезенхимные и эпителиаль- 

ные маркерные гены раннего почечного развития, такие как И\/, Са и Ке, экс- 

прессированы у Емх2-мутантов, в клетках их мезенхимы отсутствует экспрессия И/ли!4 — 

важного первоначального сигнала для тубулогенеза. 

Уи — большое семейство секретируемых сигналов, которые регулируют ключевые 

морфогенетические шаги в ходе эмбриогенеза. В 1994 т. было установлено, что ПЕ мо- 
жет дублировать влияние спинного мозга (в пробах почечной культуры органа), играя 

роль индуктора тубулогенеза. С тех пор Ут отнесены к тубуло-индуктивным сигна- 

лам. Однако в норме И^и1 не экспрессируется в эмбриональной почке. Данный факт 

указывает, что он дублирует сигнализацию другого члена этого семейства, который экс- 
прессируется в почечной мезенхиме или зачатке мочеточника. Действительно, вуплот- 

ценной мезенхиме и претубулярных агрегатах экспрессируется И/и!4, который, вероят- 

но, и является тем мезенхимным сигналом, который участвует в эпителио-мезенхим- 

ном переходе. Интересно, что клетки, экспрессирующие ряд И, были в состоянии 

стимулировать тубулогенез в почечной мезенхиме из ую. Клетки, экспрессирующие 

И, могли также преодолеть дефект тубулогенеза в мезенхиме И/и!4-мутантов. Эти 

исследования указывают на важность тубуло-стимулирующей роли УМ и свидетель- 

ствуют, что классическая, стимулирующая почку, фильтрующая проба, при которой 

почечный тубулогенез вызван совместным культивированием эмбриональной почки и 

части спинного мозга, может действовать благодаря тому, что спинной мозг произво- 

дитсигнал Уй\. Другой И’! — И/иуб, экспрессируется в развивающейся почке, на кон- 

цах зачатка мочеточника, что делаетего возможным индуктором восходящей И/и!4-ре- 

гуляции. 

Важными регуляторами развития являются и ростовые факторы Втр, принадле- 

жащие Т(-В-суперсемейству выделяемых сигналов. Хотя некоторые Втр экспрес- 

сируются в почке, первое генетическое доказательство того, что они функциониру- 

ют в течение нефрогенеза, было получено путем нокаутирования Втр7 у мышей. 

Почки у них сначала формируются как обычно, происходит и ветвление зачатка мо- 

четочника, но, начиная с 14.5 дня развития, нефротенез прекрашается. Экспрессия 

Рах2, ИЛ! и Ин снижена в мезенхиме метанефроса у мутантов, и это может объяс- 

нять усиленный апоптоз, который замечен в почках Втр 7-нокаутных эмбрионов. Та- 

ким образом, Втр7 может функционировать в качестве сигнала выживания, кото- 

рый предотвращает подверженность мезенхимных клеток апоптозу. 

Показано, что дополнительный Впзр7 в культуре предотвращает подверженность 

апоптозу клеток дикого типа в мезенхиме метанефроса, но такие мезенхимные клет- 

ки не способны формировать канальцы. В соединении с ЕР, однако, Втр7 может 
стимулировать рост клеток стромы и поддерживать способность мезенхимы мета- 

нефроса мезенхимы подвергаться нефрогенезу и уйхо. На основе этих результатов 

было высказано предположение, что нефрогенная мезенхима служит источником 

сигналов, которые способствуют быстрому увеличению слромальных клеток-пред- 
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шественников. Эти клетки в свою очередь. нылеляют еще не идентифипированные 

анти-дифференциационные сигналы и сигналы выживания, контролирующие им- 

зенсивность нефрогенеза. 
В настоязцее время известно, что и эпителиальные, и мезенхимные гены регули- 

руют индуктивные взаимодействия в почке, сигнализация УМ идентифинирована 

как критический индуктор тубулогенеза. Вероятно, что активность УЕ модулирует- 

ся другими проводящими путями, такими как Мосв и Вар, что остается предметом 

дальнейшего изучения. 

В дополнение к зачатку мочеточника и нефротенным центрам сигнализации ме- 

зенхимы важным источником сигнализации в почечном органогенезе является 

строма. Первое свидетельство значения стромы было получено при изучении экс- 

прессирующегося в ней нокаугированного Рох4 1-гена. Хотя его инактивация ведет к 

дефектам в системе собирающего протока и нефронов, он не экспрессируется в 

клетках названных тканей. Это позволило предположить, что Роха1 может участво- 

вать в почечном развитии, регулируя экспрессию сигналов, продуцируемых клетка- 

ми стромы. Данные сигналы способствуют тубулогенезу и развитию зачатка моче- 

точника. Сигнализация клеток стромы поддерживает экспрессию гена Кег, которая, 

в свою очередь, подключает сигнализацию, регулирующую дифференцировку ме- 
зенхимных клеток. Эти данные указывают, что между стромой, зачатком мочеточни- 

каи почечной мезенхимой может существовать сигнальное кольцо, которое коорди- 

Таблица 16.1. Гены, важные для раннего развития почки мыши (По: \ашю & Ци, 2002) 

Ген (генотип) Место экспрессии | Фекотипические проявления 

ФАКТОРЫ ТРАНСКРИПЦИИ 
Етх2 УВ, ММ Полное отсутствие почек, мочеточников и полового 
тракта 
Буа! мм Отсутствие роста мочеточников, проблемы индукции ММ 
РохсГ ММ Две почки и четыре мочеточника 
Коха 5 Почки маленькие, кол-во нефронов уменьшено 
Рах2 ИВ, ММ Замедленный рост мочеточников, нет индукции БЬ 
Кага, Каф  ОВ,3, ММ Гипоплазия/агенезия 
дай! ММ Мезенхима метанефроса подвергается апоптозу 

ФАКТОРЫ РОСТА 
ВирЯ Мт Гипо-/дисплазия почек, удвоение собирающего протока 
Втр? УВ, мм Резкая гипоплазия почек, уменьшение кол-ва нефронов 
8/7 58 Почки маленькие, уменьшение ветвления мочеточников 
бат мм Агенезия почек из-за отсутствия развития мочеточника. 
ИЯ - ММ Проблемы формирования почечных канальцев 

ФАКТОРЫ РОСТА/РЕЦЕПТОРЫ 
Са Т ОВ, ММ Агенезия почек. 
Масй2 ММ Дефект гломерул в развивающихся нефронах 
Ве ОВ Проблемы с ростом мочеточников 

ПРОТЕОГЛИКАНЫ и их ФЕРМЕНТЫ 
1525 УВ, ММ Агенезия почек из-за отсутствия уплотнения мезенхимы 
без ив, ММ Селективная дегенерация собирающих протоков 

медуллярного слоя почки 

Обозначения:ММ — мезенхима мстанефроса, ЦВ -- зачаток мочеточника, $ — строма. 
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нирует почечное развитие. Стромальная сигнализация может также влиять на неф- 

рогенную мезенхиму или на зачаток мочеточника, а сигнализация от нефрогенной 
зоны может, в свою очередь, регулировать компартмент стромы. Анализ мутантных 

фенотиповдает обширную информацию о природе клеток и взаимодействии тканей, 

которые управляют ранним развитием почки (табл. 16.1). 
Что касается молекулярной природы индукторов у других модельных организ- 

мов, то гомологи трех из числа названных в таблице генов играют важную роль в ин- 

дукпии образования мезодермы уже упоминавшейся африканской шпорцевой ля- 

тушки Хепориб (аеуб. Это гены семейств ВМР, ЕСРи И/и. Так, в результате экспрес- 

сии гена ВМР4 индуцируется дорсо-вентральная организация мезодермы, ген ЕСЕ 

вовлечен в индукцию вентро-латеральной мезодермы, а гены семейства и! Хепориз 

(Хинг- Ги Хин!-8) играют существенную роль в индукции формирования полной дор- 

сальной оси зародыша Хепориз. Экспрессия Ри77е4-связанного белка ($Ргр), кото- 

рый противодействует эффектам индукции Хи! у лягущек и, очевидно, предотвра- 

ивстактивацию рецептора, также коррелирует с экспрессией И/и/4 в почке мыши. 

Кроме того, два гомолога относятся к нейроиндуцирующим факторам. Это — тен 

Хоей у шпорцевой лягушки, продукт которого локализуется в дорсальной эктодерме 

иейрулы. У дрозофилы его гомолог — ген Мой, участвует в выборе клетками нейро- 

эктодермы нейрального или эпидермального пути развития. Другой ген И/н!-1 экс- 

прессируется в области среднего и заднего мозга и участвует в индукции клеточной 

пролиферации. 

Изучение почки позволило уточнить механизмы специализации эпителиальных 

клеток и взаимных индуктивных взаимодействий, которые существуют между раз- 

личными типами клеток и тканей, а также вклад, который эти взаимодействия вно- 

сят на ранних этапах развития. Некоторые «почечные» мутанты мышей, оказались 

также полезными моделями для изучения наследственных болезней почек и рас- 

стройств у человека. 
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ПОПУЛЯЦИОННАЯ ГЕНЕТИКА 

Популяционная генетика изучает генетическое разнообразие в популяциях и за- 

кономерности изменения этого разнообразия в чреде поколений (во времени) и в 
разных частях ареала (в пространстве). К этой области науки относят как исследова- 

ния природных и экспериментальных популяций, так и теоретические. Цель попу- 
ляционной генетики — описать генетическую структуру популяции и факторы, кото- 
рые определяют изменения этой структуры. 

Развитие теоретической и экспериментальной генетики популяций послужило 

основой для синтеза генетики и дарвинизма и создания современной теории эволю- 
ции. Основополагающее значение имела вышедшая в 1926 г работа С. С.Четверико- 
ва «О некоторых моментах эволюционного процесса с точки зрения современной ге- 
нетики». В этой работе обоснованы представления о мутационном процессе и судь- 
бе мутаций в природных популяциях, о роли отбора и изоляции в эволюционном 
процессе. В условиях свободного скрещивания, по С.С. Четверикову, вид «как губка 

впитывает в себя гетерозиготные геновариации (мутании), сам оставаясь при этом 
все время внешне однородным». В конце 20-х—начале 30-х годов ученики С.С. Чет- 
верикова — Н.В. Тимофеев-Ресовский, Б.Л. Астауров, Е.И. Балкашина, Д.Д. Рома- 

шов, С.М. Гершензон и др. — предприняли попытку анализа генетической структу- 

ры природных популяций дрозофил и обнаружили вних высокую концентрацию ре- 
цессивных мутаций. Большой вклад в изучение природных популяций и развитие 
теоретической популяционной генетики внесли исслелования отечественных уче- 
ных А.С. Серебровского, НАЛ. Дубинина, С.М. Гершензона, П.Ф. Рокицкого, 
Н.К. Беляева, Ф. Добжанского. В это же время теоретическая популяционная гепс- 

тика начинает бурно развиваться и на Западе. Оосновоположниками этой школы 

можно считать Р. Фишера и С. Райта, Дж. Холдейна. 

17.1. ПОНЯТИЕ О ПОПУЛЯЦИИ. ЧАСТОТЫ 

ГЕНОТИПОВ И АЛЛЕЛЕЙ В ПОПУЛЯЦИИ 

По определению Н.В. Тимофеева-Ресовского, популяция — это группа особей опре- 

деленного вида, которая: 1) в течение достаточно длительного времени (большого 

числа поколений) населяет конкретный ареал; 2) в той или иной степени случайно 

скрещивается в его пределах; 3) не имеет внутри себя заметных изоляционных барь- 



36 Часть Г. Общая генетики 

сров; отделена от соседних груии этого вида той или иной степенью давления тех 
или иных форм изоляции. Данное определение указывает на те характеристики 
групны индивидов, изучение которых необходимо для определения границ популя- 
нии. При анализе популяций человека необходим учет этнических характеристик 
населения, естественноисторических и социально-исторических данных. 

Исследования природных популяций растений, животных и человека показали, 
что особи, составляющие популяцию, отличаются друг от друга по большому числу 
признаков. Большая доля этого разнообразия обусловлена генотипическим разно- 
образием. Самый простой способ описать генотипическое разнообразие в популя- 
ции — это определить частоты особей разных генотипов. Однако это практически 
невозможно, так как в подавляющем большинстве случаев мы не в состоянии одно- 
значно по фенотипу сделать заключение о генотипе особи. Важной характеристикой 
генетической структуры популяции служат частоты аллелей. Этот показатель можно 
вычислить, зная частоты генотипов. В табл. 17.1 приведены частоты лиц с группами 

крови М, Ми ММ в нескольких популяциях русских. Различия по группам крови 

контролируются двумя аллелями одного гена, по которым имеет место кодоминиро- 
вание, поэтому каждому фенотипу (группе крови) соответствует определенный и 
единственный генотип. Лица с группой крови М имеют генотип ГМУМ, с группой 

крови М имеют генотип Е/^М/М и с группой крови ММ — генотип ЕМГМ. В каждой по- 
пуляции встречаются лица, имеющие разные фенотипы и генотипы. 

Вычислим частоту аллеля ГМ в популяции Ленинграда. Так как гомозиготы РММ 
имеог по два аллеля //М, а гетерозиготы — по одному аллелю /.М, частота аллеля РМ в 

популяции равна сумме частоты гомозигот и половине частоты гетерозигот: 
частота АМ = 32,1 + 1/2 46,6 = 55,4%; 
частота аллеля /.М, естественно, равна 100 — 55,4= 44,6%; 

Частоты аллелей //М и ГМ в популяции деревни Лобан равны, соответственно, 

36,8% и 63,2%. Таким образом, популяции различаются по частотам лиц с разными 
генотипами и по частотам аллелей. 

Чтобы в общем виде записать зависимость частоты аллеля от частот генотипов 
введем обозначения: 

р — частота аллеля А 

4 — частота аллеля а, естественно, р +4=1 
р — частота доминантных гомозигот АА 

Н - частота гетерозигот Аа 

К — частота рецессивных гомозигот аа, естественно, В + Н+А= 1. 

Таблица 17.1. Частоты генотипов (%) в популяциях русских (Из: Рычков, 2000) 

Популяция Группа крови Число обследованных 

М ММ М 

Ленинград 21,1 46,6 21,3 701 
Москва 35,7 48,2 16,1 10399 
Архангельская обл., д. Лобан 10,5 52,6 36,8 76 
Казахстан, с. Малоубинка 46,7 31,4 21,9 137 
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Тогда частоты аллелей булут равны: 
р=рЬ + И/2Н, так как каждый гомозиготный индивидуум АЛ имеет только аллели 

А, и только половина аллелей каждой тетерозиготы это А, Точно также 

4ЕК+ ИН, 
Зная частоты всех генотипов в популяции, по этим формулам можно вычислить 

значения частот аллелей. По частотам аллелей нельзя найти единственного соотио- 

шения генотипов в популяции. Так, частотам р = 4 = 0,5 могут соответствовать попу- 

ляции с различными частотами 1енотипов. Это может быть популяция, состоящая, 

например, из 100% гетерозигот Аа; или — из 50% АА и 50% аа, или — из 25% АА, 50% 

Аа и 25% аа и др. 
В случае нескольких аллелей частота каждого аллеля равна сумме частоты гомо- 

зигот по этому аллелю и половине суммы всех гетерозигот, имеющих этот аллель. 

17.2. ЗАКОН ХАРДИ-ВАЙНБЕРГА И УСЛОВИЯ 

ЕГО ВЫПОЛНЕНИЯ 

В 1908 г независимо другот друга Г. Харди и В. Вайнберг показали, что менделевские 

закономерности наследования сами по себе не изменяют частот аллелей в популя- 
ции. Этот вывод называют законом Харди—Вайнберга: в бесконечно большой популя- 

ции диплоидных организмов, наследование в которой определяется одним аутосом- 
ным диаллельным локусом, осуществляется случайное скрещивание (панмиксия}, 
при отсутствии мутаций, отбора и миграции частоты генов остаются неизменными 
из поколения в поколение, при этом частоты генотипов связаны с частотами генов 

простыми соотношениями: . 
частота гомозигот АА — 2 = р?; 
частота гетерозигот Аа — Н = 2ра; 

частота гомозигот аа — А = 42. 
Случайным скрещиванием, или панмиксией, называют такую систему скрещива- 

ний в популяции, при которой вероятность формирования брачной пары не зависит 
отгенотипов особей. Следовательно, в случайно скрещивающейся популяции часто- 

та спариваний особей тех или иных генотипов равна произведению частот, с которы - 
ми эти генотипы представлены в популяции. Например, если у самок и самцов час- 
тоты 0, Н и В одинаковы, частота образования пары ® лАх 6 АА равна 1, частота 

пары ® дах 6 аа равна Нх К. 
Справедливость закона Харди—Вайнберга легко доказать. Пусть частоты аляслей 

у самок и самцов в исходном поколении одинаковы и равны р для аллеля А и д для 
аллеля а. При случайном скрещивании вероятности образования зигот равны произ- 
ведению частот соответствующих гамет самок и самцов. Тогда, в следующем поколе- 
нии потомков с генотипом АА будет р?, потомков с генотипом аа — 42, потомков с ге- 
нотипом Аа — 2ра (тк. слияние женской гаметы А с мужской а дает ра гетерозигот и 

слияние женской гаметы а с мужской А дает также ра гетерозигот). Используя фор- 
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мулы разд. 17.1, вычислим частоты аллелей А и а в этом поколении. Частота аллеля 

А равна р? + ра = рф +а) =р (напомним, что р +4 = 1). Частота аллеля а равна 4? + 
29 =9(2 +4) = 4. Итак, частоты аллелей в следующем поколении оказались равны - 

ми частотам в исходном поколении, и, значит, частоты генотипов во втором поколе- 
нии окажутся такими же, как в предыдущем. 

Из закона Харди—Вайнберга следует следующий вывод: если частоты аллелей у 

самнов и самок одинаковы, то при любом исходном соотношении частот генотипов 

равновесные частоты генотипов в каждом локусе достигаются за одно поколение. 

Если частоты аллелей у представителей разного пола исходно различны, то для ауто- 

сомных локусов они становятся одинаковыми в следующем поколении, поскольку и 

самцы и самки получают половину своих генов от отца и половину — от матери. Сле- 

довательно, в этом случае равновесные частоты генотипов достигаются за два поко- 

ления. В случае сцепленных с полом локусов равновесные частоты достигаются 
лишь постепенно. -- 

Закон Харди-Вайнберга описывает поведение системы во времени при указан- 

ных выше условиях, т.е. при соблюдении всех перечисленных условий будут наблю- 

даться соответствующие соотношения частот аллелей и генотипов. Обратное утвер- 

жление не верно, поэтому неправомочно делать вывод о свойствах системы (моно- 

генное наследование, отсутствие отбора ил.д.), если вданный моментмы обнаружи- 

ли в популяции соотношение трех фенотипов близкое р?:2р4:47. Известны примеры, 

когда соотношение Харди-Вайнберга обнаруживается на ограниченных выборках в 

каждом поколении в условиях сильного давления отбора и снижения частоты одно- 

го из аллелей. Однако отклонение от соотношения Харди—Вайнберга всегда свиде- 

тельствует о некоторых процессах, происходящих в популяции. 

17,3 ФАКТОРЫ ДИНАМИКИ ГЕНЕТИЧЕСКОЙ 

СТРУКТУРЫ ПОПУЛЯЦИЙ 

Закон Харди—Вайнберга — простейшая математическая модель генетической струк- 

туры популяции. В реально существующих популяциях всегда действуют факторы, 
изменяющие в чреде поколений частоты аллелей и генотипов. К. ним относятся от- 
сутствие панмиксии (случайного скрещивания), ограниченная численность популя- 
ции, мутации, миграция и отбор. Основы теоретических исследований влияния фа- 
кторов динамики генетической структуры и их соотношений заложены С. Райтом. 

17,3, ОТСУТСТВИЕ ПАНМИКСИИ 

В популяции могут существовать такие системы скрещиваний, при которых вероят- 
ности образования брачных пар зависят или от родственных отношений особей, или 

от степени их сходства. Скрещивания между родственниками называются инбридин- 
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гом, Если в популяции скрещивания между подегвенииками происходят чаше, чем 
случайно, популяция называется нибредной. В популяции, в которой скрещивания 

между родственниками происходят реже, чем случайно, осуществляется аутбрийниг. 
Если всроятность образования брачных пар зависит от сходства индивидуумов по ка- 
кому-либо локусу, говорят об ассортативных скрещиваниях в популяции. Ассортатив- 
ное скрещивание, при котором вероятность образования пар между похожими осо- 
бями выше, чем ожидается, называется положительным. Если эта вероятность ниже 
ожидаемой (т.е, чаще, чем случайно, скрещиваются непохожие друг на друга особи), 

скрещивание называют отрицательным ассортативным. 
Уровень инбридинга в популяции зависит от географического распространения, 

способа размножения, поведения. Например, у многих растений семена прорастают" 
поблизости от материнского растения, и пыльца летит на неболыное расстояние, по- 
этому часто происходит опыление между близкородственными особями. Самоопы- 
ление, встречающееся у многих растений, представляет собой самую крайнюю фор- 

му инбридинга. Мелкие млекопитающие, например мыши, живут в неболыних се- 
мейных группах и скрещиваются внутри этих групп. Поэтому степень инбридинга в 
их популяциях довольно высока. У человека, напротив, как правило, существуют за- 
преты на родственные браки, что ограничивает инбридинг. Примером положитель- 
ного ассортативного скрещивания у человека может быть образование пар по ивету 
кожи. ° 

Изменения генетической структуры популяции и при положительном ассорта- 
тивном скрещивании, и при инбридинге одинаковы. Они не влияют на частоту ал- 
лелей, но приводят к повышению частоты гомозигот по сравнению с ожидаемым на 
основании закона Харди-Вайнберга. Мерой степени инбридинга служит коэффи- 

циент инбридинга Е представляющий собой вероятностьтого, что у какой-либо осо- 

би вданном локусе окажутся идентичные по происхождению аллели. Вычислим ко- 
эффициент инбридинга для потомка [У\-1 (вероятность того, что он будет гомозиго- 

тен по какому-либо аллелю, полученному от прадедущки 1-1 или прабабущки |-2 от 

брака между двоюродными братом и сестрой (рис. 17.1). Предположим, что индиви- 

дуумы 1Т-[ и [-2 не имеют общих родственников, и следовательно, несут в локусе А 

разные по происхождению аллели. Обозначим генотип 1-1 как А ‚>, и генотии 1-2 - 
АзА.. Какова вероятность для 1У-1 быть гомозиготой, например, 4,А,. Вероятиость 

того, что {-1 передаст аллель А, своему потомку !|-2 или П-3 равна 1/2. Если И-2 по- 

лучил аллель А ‚, то вероятность передать его потомку ПТ-1 равна 1/2, следовательно, 
вероятность того, что И1-1 несет аллель А; равна 1/4. Вероятность того, что 1-1 ис- 

реласт аллель А, своему потомку [\-1, равна 1/2. Таким образом, вероятность того, 

что [\-1 получил аллель А, от прадедущки 1-1 на пути [-1-П-2—1Ш-1-1У-1 равиа 1/8, 

или (1/23. Рассуждая подобным образом, получим, что для потомка 1\-[ вероят- 

ность получить аллель А, на пути [-1-Н-3—И1-2-{У-1 также равна 1/8. Значит, веро- 

ятность того, что 1У-1 гомозиготен по аллелю А, равна 1/8 х 1/8= 1/64. Вероятность 
того, что этот потомок 1\- 1 может быть гомозиготен по каждому из аллелей предков 
1-[и1-2 А» Ау и А, также равна 1/64. И наконец, вероятность того, что 1У-| гомози- 
готен по любому аллелю предков 1-] и 1-2 (коэффициент инбридинга) равна сумме 
вероятностей гомозиготности по каждому аллелю: 1/64 +1/64 +1/64 +1/64 = 1/16. Нег 

необходимости каждый раз вычислять коэффициент инбридинга таким способом, 
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Ц 

Рис. 17.1. Родословная с близкородст- 
венным браком между двоюродными бра- 

Ш том и сестрой. 

ль 1 

так как можно пользоваться формулами или таблицами, составленными для разных 
типов близкородственных браков. 

17,3.2. ДРЕЙФ ГЕНОВ 

Изменение частот аллелей в ряду поколений в силу случайной ошибки выборки на- 

зывается случайным дрейфом генов, или просто дрейфом генов, или генетическим 

дрейфом, или генетико-автоматическими пронессами. В начале 30-х гг Н.П. Дуби- 

ниниДД.Д. Ромашов и С. Райт показали, что дрейф генов приводит к изменению ча- 

стот аллелей в популяциях конечной численности, 
Численность популяции, какой бы большой она ни была, всегда конечна. В по- 

пуляциях конечной численности даже при отсутствии действия всех других факто- 
ров динамики генетического состава всегда будет происходить изменение частоты 
аллеля от поколения к поколению в силу существования ошибки выборки. Эти из- 
менения случайны, в каждом последующем поколении частота аллеля может увели- 
чиваться или уменьшаться по сравнению с предшествующим. В популяции нет ни- 
каких сил, возвращающих частоту аллеля к исходному значению, говорят, что попу- 
ляция «не имеет памяти» о том, в каком состоянии она находилась много поколений 
назад. Конечным результатом таких случайных флуктуаций частоты аллеля в каждом 
поколении является фиксация одного из аллелей, т.е. частота аллеля А, например, 
может вконце концов достигнуть значения р = / илир = 0. Такие частоты аллелей оз- 
начают, что все особи в популяции становятся гомозиготными или АА или аа, и, зна- 
чит, дальнейшее изменение частоты становится возможным только за счет возник- 
новения новых аллелей А или а (например, за счет новых мутаций). 

Величина ошибки выборки обратно пропорциональна величине выборки, следо- 

вательно, изменение частоты аллеля будет происходить тем быстрее, чем меньше 
численность популяции. 

Эффект осиователя — одна из форм дрейфа генов, Если небольшая группа инди- 

видуумов покидает большую популяцию и основывает новую колонию, случайно в 
ней может оказаться совершенно иная частота аллеля, чем в исходной популяции. 
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Кроме тога, втечение первых поколений па новом месте численность популяции ос- 

тается неболыной, и эффекты дрейфа генов сильно сказываются в ней. Это может 

привести к тому, что частота аллеля в новой иопуляции будет значительно отличать- 

ся отчастоты в исходной популяции. Сейчас предполагают, что почти полное отсут- 

ствис группы крови В среди американских индейцев объясняется именно эффектом 

оспователя, когда их немногочисленные предки пересекли Берингов пролив при- 

мерно 10000 лет назад в конце последнего оледенения. 

Одним изрезультатов дрейфагенов является то, что большинство вновь возникших 

мутаций, даже если они нейтральны, практически не имеют шансов сохраниться в по- 

пуляции. В популяции численностью М вероятность того, что вновь возникшая мута- 

ция будет утрачена, равна (2№М — 1)/2М. Но если она сохранится, вероятность того, что 
она распространится в популяции и частота ее достигнет 1, равна 1/2. 

17,3.3. МУТАЦИОННЫЙ ПРОЦЕСС 

Частота спонтанных мутаций низка, поэтому изменение частоты аллеля только в ре- 

зультате мутационного процесса происходит чрезвычайно медленно. Обозначим ча- 

стоту аллеля А в поколении / какр,, и частоту мутаций А — а за поколение — и. Тогла 

частота аллеля А в следующем г + / поколении будет равна 

р = р. ИР, = РКТ. 

Изменение частоты аллеля за одно поколение составит 

Ар р, — В, =рг Ир, р, = — Вр, 

Эта формула показывает, что частота аллеля А уменьшается пропорционально ча- 
стоте мутаций и частоте этого аллеля в популяции. Следовательно, изменение часто- 
ты за поколение будет падать по мере уменьшения частоты аллеля. Если темп мути- 
рования аллеля А составляет 10-5 на одну гамету за поколение, то лля того чтобы ча- 

стота аллеля А уменьшилась с 1 до 0,99 потребуется 1 000 поколений, для уменыне- 
ния частоты аллеля Ас 0,5 до 0,49 (на ту же величину 0,01) потребуется 2 000 поколе- 

ний. Даже увеличение темпа мугирования вдвое не ускорит значительно процесс из- 
менения частоты аллеля. 

17,3,4, МИГРАЦИИ 

Если всоседних популяциях частоты аллеля А различны, при миграции особей изод- 
ной популяции в другую будет происходить изменение частоты аллеля в популяции, 
принимающей мигрантов. Пусть в поколении { частота аллеля А в популяции соста- 

вляст р, а в популяции из которой приходят мигранты Р; доля мигрантов в понуля- 
ции равна м, доля постоянных жителей — (1— м). Тогда, в следующем 1 + 1 поколе- 

нии частота аллеля будет равна 

21-4167 
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рр = (Т-— тр, + тР = р, — тр, + ТР =р, + тР-— ру 

и изменение частоты за одно поколение составит 

Др =р— р= р +т(Р-ру-р,=П(Р-Р,) 

Очевидно, что изменение частоты аллеля пропорционально разности частот в со- 
седних популяциях и доле мигрантов. Эти величины могут быть велики, и, следова- 
тельно, частота аллеля вслелствие миграции может значительно измениться. 

Если миграция происходит в течение нескольких поколений, суммарное измене- 
ние частоты за эти поколения можно приблизительно оценить по формуле 

Др = М(Р- р%), -- 

де М — сумма долей мигрантов за все поколения, Р — частота аллеля в популяции- 

доноре, ру— исходная частота аллеля в популяции-реципиенте. Тогда, 

М=р/Р- р) 

Используя эту формулу можно опенить интенсивность миграции в популяции. 
Например, в Америке происходила «миграция» генов европейцев в популяцию аф- 
риканцев, привезенных в качестве рабов. В штате Джорджия частота аллеля Ру (груп- 

па крови Даффи) среди белого населения равна 0,42, среди афроамериканцев — 

0,046. В африканских популяциях она равна 0. Следовательно, миграция этого гена. 

из популяции белых с восемнадцатого века, когда негры были завезены в Америку, 
равна 

М=АрКР- р) = (0,046 — 0)/(0,42 — 0) =0,1095 

17.3.5. ОТБОР 

Индивидуумы, которые лучше удовлетворяют требованиям среды, имеют болыне 

шансов выжить в борьбе за существование и оставить потомков. В этом суть посту- 

лированного Чарльзом Дарвином естественного отбора. 

17.351. ПОНЯТИЕ О ПРИСПОСОБЛЕННОСТИ 
ИКОЭФФИЦИЕНТЕ ОТБОРА 

Относительная вероятность выживания и оставления потомков для определенных 
фенотипов и генотипов называется дарвиновской приспособленностью (обозначается 
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буквой И/). Приспособленность служит оценкой средней выживаемости и интенсив- 

ности размножения, так как инливиды, имеющие совершенно одинаковые геноти- 

ны и живущие в совершенно одипаковых условиях вистиией среды, могут различать- 

хя по выживаемости и по числу потомков. Приспособленность генотипа 

{юрмируется как следствие всех фенотилических эффектов исследуемого гена. Если 

какой-либо аллель повышает вдвое плодовитость, но снижает на 10% продолжитель- 

ность жизни, он все же обеспечивает ббльшую приспособленность, несмотря на 

уменыление продолжительности жизни. 
Многис наследственные заболевания могут служить примером снижения при- 

способленности вследствие локального микронарушения хромосомы. Например, 

ен мышечной дистрофии Дюшенна, локализованный в Х-хромосоме, приводит к 

смерти в раннем возрасте, следовательно, приспособленность гемизигот по этому ге- 

пу равна нулю. Заболевание серповидноклеточная анемия вызвано гомозиготностью 

ио рецессивной мутации гена, кодирующего В-иепь гемоглобина. Приспособлен- 

ность гомозигот НЫЗНЬ$, несмотря на лечение, чрезвычайно низка, так как они стра- 

дают тяжелой формой анемии. При нормальных условиях среды приспособленность 

гомозигот по нормальному аллелю НЬАНЬА и гетерозигот НЬАНЬЗ практически рав- 

иы. Однако врайонах распространения малярии приспособленность гетерозигот вы- 

ик, чем у нормальных гомозигот, так как наличие измененного гемоглобина в крови 

защищает их от малярии. 

С приспособленностью связан другой параметр, характеризующий отбор, — ко- 

ирфициеит отбора 5 = 1 — И’. От величины коэффиниента отбора зависит скорость 

уменьшения частоты того или иного генотипа. 

17.3.5.2. ВЛИЯНИЕ ОТБОРА НА ГЕНЕТИЧЕСКУЮ СТРУКТУРУ 
ПОПУЛЯЦИИ 

Отбор в большой популяции ведет к увеличению частот генотипов с высокой при- 

способленностью и повышению средней приспособленности популяции. Рассмот- 
рим последствия отбора в панмиктической популяции. В момент образования зигот 

соотношение частот генотипов соответствует ожидаемому на основании закона Хар- 

ди-Вайнберга: 

Генотипы АА Аа аа 

Частоты р? 

Если разные генотипы имеют разные приспособленности (вероятности дожить 

до репродуктивного возраста и оставить потомство) — Ид, Иши Й/„, среди потом- 

ства достигшего репродуктивного возраста частоты генотипов составят: 

Генотипы АА Аа аа 

Частоты РИА 20а И, ФИ’. 
Так как величины И/ меньше |, сумма частот генотипов после действия отбора не 

равна единице, Чтобы нормализовать новые частоты генотипов надо частоту каждого 
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генотипа разделить на сумму частот генотинов И” = + 29 „+ 4" и: Величи- 

ну У! называют средней приспособленностью популяции, так как она равна сумме 

приспособленностей всех особей популяции. Тогда, выражение 

РИ + 209 ИРИ ИИ =1. 

Теперь можно найти частоту аллеля а в популяции после отбора 4': 

ФЕВРОНИИ И + 29 И И И РИ И. 

Изменение частоты аллеля за одно поколение составит 

44 =9-— 4 = РР, — И +40 ИИ. 

Это означает, что скорость изменения частоты аллеля зависит не только от соот- 
ношения приспособленностей, но и от частот аллелей в популяции. При низкой ча- 
стоте аллеля а произведение ра близко 0, и скорость изменения частоты будет мала. 
По мере увеличения частоты скорость изменения будет возрастать, а затем снова 
упадет, когда частота 4 приблизится к |, ар— к0. Подставляя в последнюю формулу 

значения приспособленностей получим оценки изменения частот аллелей для не- 
скольких частных случаев: гомозиготы по рецессивному аллелю не оставляют по- 
томков, гетерозиготы имеют наименьшую и наибольщую приспособленность. 

Отбор против ренессивных гомозигот. Как будетменяться частота вредного рецессив- 

ного аллеля, если гомозиготы аа не оставляют потомства? С этой ситуацией мы стал- 

киваемся в случае многих болезней обмена, обусловленных рецессивным геном. Гомо- 

зиготы и гетерозиготы имеют нормальную приспособленность. Тогда 
Генотин АА Аа аа 

Приспособленность 1,0 1,0 0 

ЧЕЕНРНЕФИ ИИ + ИИ И=ЧФИ + И= 
=арх 149х 0) Др? + 29 +Фх0) = рирф +а+4) =4/1 +9). 

Изменение частоты аллеля за одно поколение составит: 

Аа == ИИ, - ИБИИ = 
= райр(1 — 1) +40 — ИФ? + 2049 +Фх 0) = р4(-9/Р(1 +9) =-ФА! +9). 

Подставляя последовательно значения 9 для определения частоты в следующем 

поколении, получим частоту аллеля а в поколении г равной 

4, = 90/1 + 140), где 4, — начальная частота аллеля. 

По этой формуле можно определить необходимое число поколений для любого за- 

данного снижения частоты аллеля (табл. 17.2). Так, для того чтобы частота вредного ал- 

леля снизилась в два раза необходимо 1/4, поколений. Если частота какого-либо алле- 
ля в популяции человека составляет 0,01, потребуется 100 поколений (2500 лет), чтобы 

частота аллеля оказалась равной 0,005. Таким образом, изменение частоты рецессивно- 

го аллеля даже при столь интенсивном отборе происходит чрезвычайно медленно. 
Отбор против гетерозигот, В некоторых случаях гетерозиготы обладают более низ- 

кой приспособленностью, чем обе гомозиготы. С такой ситуацией мы сталкиваемся, 



тдлица 17.2. Число поколений, необхолимае лля определенного синжения частоты аллеля 

прв разных значениях приспособлелпости (Но: Азйала, Кайгер, 1988) 

Снижение частоты аллеля Число поколений 

#=0 = 0,5 #=09 | #=0599 

От 0,99 до 0,5 1 №] 56 556 
От0,5 до 0,10 8 20 102 1020 
От 0,10 до0,01 90 185 924 9240 
От 0,01 до 0,001 909 1805 9023 90231 

например, при несовместимости матери и плода по резус-фактору. Рассмотрим част- 

ный случай, когда приспособленности гомозигот равны. 

Тенотип АА Аа аа 

Приспособленность 1,0 И 10 
Теперь можно найти частоту аллеля а в популяции лосле отбора а’, обозначив 

Шд=1— 5: 

4=Е+ШНЯ (927 + А УИ = (971 + ра ЗИФ? + 204 И/„ +421) = 
= (а? +241 ЗФ + 9 (1-з) +) = 
= (4? + ра — 509)/ 0? + 24 — Ара +92) = (4 — 29/ - 2404). 

Изменение частоты аллеля за одно поколение составит 

49 =4— 4 = 5р9(4 — РТ — 259). 

Популяция будет находиться в равновесии (изменение частот аллелей Аа = 0}, ес- 
лид = р. Это равновесие неустойчиво. Если а в силу каких-либо причин станет боль- 

ше р, Ад будет положительно, и следовательно, частота аллеля а будет возрастать до 
тех пор пока частота его не станет равной 1. Если 4 меньше р, Ад будет отрицательио, 

и следовательно, частота аллеля а будет падать. 
Если приспособленности гомозигот не равны, популяция также может находить- 

ся всостоянии неустойчивого равновесия, однако равновесные частоты аллелей бу- 

дуттакже не равны. 

Преимущество гетерозигот. В этом случае максимальную приспособленность 

И/ „= 1 имеют гетерозиготы. Отбор в пользу гетерозитот приводит к устойчивому рав- 

новесию частот аллелей в популяции и созданию балансированного полиморфизма. 

Генотип АА Аа ва 

Приспособленность ил 1,0 р 
1-5, 1,0 1-5. 

Теперь можно найти частоту аллеля а в популяции после отбора 4: 

ФЕЕ+ИН= ищи Уи = [РА - 5) + ИТР — 55 + 204 + 91-8] 
= (9 ИТ - 5 - 8542). 

Изменение частоты аллеля за одно поколение составит 

44 =4— 9 = р9б5р — $ 5? - 842), 
Равновесие наступает, когда Аа = 0. Если р и 4 не равны нулю, это наблюдается 

при условии, что 5р — 524 = 0. Следовательно, равновесные частоты аллелей а и А 

равны 

94=5/$ +5) и р=5/(5 +5). 
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Равновесные частоты при преимуществе гетерозигот зависят только от соотно- 

ення коэффициентов отбора и приспособленностей. Если частота аллеля А по ка- 
ам-либо причинам станет больше равновесной, те. р больше 5,/(5} + 55), то 

р — 529) будет положительно, и следовательно Ад также положительно. Таким об- 

зом, частота аллеля а будет возрастать, а частота аллеля А — уменынаться до тех 

эр, пока система не вернется к равновесию. Если же частота р меныше равновес- 

ой, то изменение частоты Ад будет отрицательным, и следовательно, частота алле- 
я а будет уменьшаться, а частота аллеля А — возрастать пока не восстановится рав- 

овесие. Примером такого полиморфизма в популяциях человека, связанного с пре- 

муществом гетерозигот, является уже упоминавшаяся серповидноклеточная ане- 

ия, распространенная в некоторых странах Азии и Африки. 

17.4, ВНУТРИПОПУЛЯЦИОННЫЙ ГЕНЕТИЧЕСКИЙ 

ПОЛИМОРФИЗМ И ГЕНЕТИЧЕСКИЙ ГРУЗ 
юд полиморфизмом понимают сосуществование в пределах одной популяции вте- 

ение достаточно длительного времени двух или более генетически определенных 

юрм. при этом частота наиболее редкой из них не объясняется спонтанным мута- 
иопиым процессом. 

К ноддержанию устойчивого полиморфизма в популяции могут приводить разные 

хрмы отбора. Одна из них — отбор в пользу гетерозигот, рассмотренный выше. Другие 

еханизмы поддержания полиморфизма — это изменения направления отбора наразных 

гадиях жизненного цикла; отбор, зависящий от частоты, гетерогенность среды обита- 

ия и межпопуляционная миграция. Н.В. Тимофеевым-Ресовским исследован полимор- 

изм но окраске надкрылий у божьей коровки, связанный с изменениями приспособ- 

енности особей в летнее и зимнее время. Такой же механизм поддержания полиморфиз- 

ча по инверсиям описан Ф. Добжанским в популяциях ДиозорйНа руенасовясига. 

Исслелования полиморфизма белков в популяциях человека показали, что не ме- 

лес 30% локусов можно отнести к полиморфным системам. Генетическая гетероген- 

ость популяций человека беспредельно велика, она приводит к тому, что каждый 

леловек генетически уникален. Одинаковых по генотипу людей не было на протяже- 
(ии всей истории человечества. 

Не все генотипы в популяции имеют одинаково высокую приспособленность. Появле- 

ис в популяции особей с низкой приспособленностью возможно за счет постоянно воз- 

икающих мутаций, при отборе в пользу гетерозигот, за счет инбридинга идр. Все это при- 

одитгктому, что средняя приспособленность популяции оказывается ниже максимальной, 

зеличину(И/„„-— УИ” „„› показывающую, на сколько средняя приспособленность ниже 
эитимальной для популяции, Кроу предложил называтьгенетическим грузом. 

В этой главе мы рассмотрели действие каждого фактора, изменяющего соотно- 

иения частот аллелей и генотипов в популяции, отдельно от действия остальных фа- 

‹торов. В действительности все они действуют одновременно, усиливая или ослаб- 

яя эфуректы друг друга. 
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ГЕНОМИКА И ГЕНОМНЫЕ 
ТЕХНОЛОГИИ 

ХХ! век несомненно войлет в историю, как век молекулярной генетики. Бурное раз- 

витие молекулярнобиологических методов, появление новых, компьютерных, под- 

ходов к анализу данных обеспечили прорыв в нашем представлении о том, как уст- 
роен и как функционирует геном. Современные геномные технологии в зависимо- 

сти от целей их применения можно условно разделить на сканирующие, скриниру- 
ющие, функциональные и хромосомные (картирующие) (табл.18.1). Нолучаемые с 

помошью этих методов огромные массивы данных обрабатываются с применением 

биоинформационных технологий. Хорошее знание основных принципов и этапов 

молекулярно-генетического тестирования позволяет совершенствовать существую- 

щие технологии, учитывая открывающиеся с их помощью возможности и сознавая 

подстерегающие на этом пути опасности, 

18.1. ОСНОВНЫЕ ГЕНОМНЫЕ ТЕХНОЛОГИИ 

18.11. МЕТОДЫ ПОЛУЧЕНИЯ И ОБРАБОТКИ ДНК 

18.1.1.1. ВЫДЕЛЕНИЕ ДНК 

ДНК может быть выделена из любого биологического материала: из крови и других 

жидкостей организма, различных типов тканей и клеток, содержащих ядра. У чело- 

века ДНК чаще всего выделяют из лейкоцитов крови. Процесс выделения ДНК со- 
стоит из нескольких этапов: быстрый лизис клеток, удаление фрагментов клеточных 

органелл и мембран, ферментативное разрушение и экстрагирование белков, осаж- 
дение молекул ДНК в этаноле с последующим их растворением в буферном раство- 

ре. Оценку качества выделенной ДНК проводят на основании измерения оптиче- 

ской плотности раствора ДНК в области белкового и нуклеииового спектров погло- 

шения. В чистых образцах ДНК соотнощение А(260)/А(280) > 1,8; где А(260) и 
А(280) — оптическая плотность раствора при длине волны 260 и 280 нм, соответст- 

венно. 
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Таблица 18.1. Современные генетические технологии и методы 

Теномные технологии Методы 

т 
Выделение нативной ДНК_ Метод фенол-хлороформной экстракции 
СинтезДНК Химический синтез 

Получение и Ферментативный синтез (полимеразно- 
выделение ДНК] цепная реакция) _ 

Получение и выделение оп- | Методы гибридизации с ДНК-зондами 
ределенных фрагментов 
ДНК Клонирование 

Определение нуклеотидной |Секвенирование 
последовательности 

Методы детекции точковых | Анализ конформационного полимор- 
мутаций физма одноцепочечной ДНК ($33СР) 

Денатурирующий гель-электрофорез 
Сканирующие Тетеродуплексный анализ 
(поиск новых ал- Химическое расщепление некомпле- 
лелей/тенов, ментарных сайтов 
полиморфизмоз)| Методы, основанные на Анализ полиморфизма длин 

полиморфизме генома рестрикционных фрагментов 
|Анализ мини- и микросателлитных 
маркеров 

Анализ продуктов генов Тест на укороченный белок. 
Масс-спектрометрия. 

Бноинформационныетех- |Технология микрограмм (ДНК-чипы) 
Нологии 

Скринирующие | Аллель-специфическая гибридизация/амплификация 
{детекция извест-| Капиллярный денатурирующий гель-электрофорез 
ных генов/алле- 
лей; 

Минисеквенирование в твердой фазе 
-| Олигонуклеотид-лигазный анализ (ОРА)__ 

Функциональные 

Изучение транскриптов Технология микрограмм 
| (кспрессионные РНК-чипы) 

Изучение продуктов гена 

Двухмерный электрофорез 
Многомерная хроматография 
Изотопно-меченные афинные мишени 
(1САТ-технологии) 

Масс-спектрометрия (матричная 
лазерная десорбционная ионизация 
(МАГО\, электроспрейная ионизация 

(Е5) 
Белковые чипы (ЗЕ.ОЕ) 
Интерактивные протеомные технологии 
(прожжевая двухгибридная система, 
биомолекулярный интерактивный 
анализ (В1А)) 

Изучение локализации 

транскриптов и продуктов 
Гена 

ГТехнология микрограмм 
(экспрессионные РНК-чипы и бел- 
ковые чипы — анализ уровня экспрес- 
сии в различных органах и тканях, 
определение внутри/вне клеточной 

локализации) 
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18.1.1.2. ХИМИЧЕСКИЙ СИНТЕЗ ДНК 
Для научных исследований ДНК ис только выделяют из биологического материала, 

но и получают синтетически при использовании ДНК-синтезаторов — приборов для 

автоматического синтеза ДНК. Принципиальное отличие процесса химического 

синтеза от биологического состоит в присоединении каждого нового нуклеотида к 
5'-гидлроксильному концу цепи, а не к 3*-концу, 

Наиболее распространенным методом химического синтеза ДНК является фос- 
форамидитный (фосфиттриэфирный) метод. Для синтеза используют модифициро- 
ванные дезоксирибонуклеозилы. Для предотвращения неспецифического взаимо- 
действия 5’-гидроксильной группы первого нуклеотида до добавления в реакцион- 

ную смесь второго нуклеотида ее защшишают с помощью диметокситритильной 
(ДМТ) грунны. Каждый последующий присоединяемый к растущей цепи нуклеотил, 

добавляется в колонку в виде фосфорамидита, те. содержит ДМТ-группу и диизоиро- 

ииламинную группу на 3’-фосфитной группе, защищенную метильным остатком. 

Химический синтез необходим для получения одноцепочечных олигонуклеоти - 
дов длиной <50 п.н. Такие олигонуклеотиды используют для конструирования пелых 

геномов и их фрагментов, в качестве праймеров для амплификации снецифических 
последовательностей и секвенировании ДНК, для сайт-специфического мутагенези 

т Ио, в качестве зондов при гибридизации и в качестве линкеров, облегчающих 

клонирование, Химический синтез применяют при затруднении клонирования геиа 
(если известна аминокислотная последовательность белка). В тех случаях, когла ко- 
доны гена плохо считываются организмом хозяина, можно синтезировать ген с та- 
ким набором кодонов (онтимизация колонов), который сохраняет аминокислотную 

последовательность прежней, но транскрибируется более эффективно. Для того что- 

бы синтезировать ген, необходимо каждую из цепей составляющей его последова- 
тельности синтезировать отдельно. При большой протяженности гена его синтези- 
руют отдельными фрагментами, которые впоследствии «собирают» с помошью 
ДНК-полимеразы и ДНК-лигазы. 

18.1.1.3. АМПЛИФИКАЦИЯ И РЕСТРИКЦИЯ ДНК 

Все молекулярно-генетические методы основаны на использовании различных 

классов ферментов, два нз которых имеют наибольшее значение: ДНК-полимеразы 

и рестриктазы (их свойства подробно опнсаны в гл. 9). 

ДНК-полимеразы осуществляют синтез ДНК, и для их работы необходима одно- 

цепочечная матричная ДНК сдвухцепочечиым участком на 3'-конце молекулы и че 

тыре типа дезоксинуклеотидтрифосфатов (Я МТР: ЧАТР, ЧСТР, 9СТР и ЧТТР).ДИК 
полимеразы обладают различными видами активности, в том числе и экзонуклейз 

ной в направлении 3” -> 5’, что позволяет этим ферментам репарировать дефекта 

образовавшиеся при синтезе ДНК. Способность ДНК-полимеразы [ Е. сой иниции 

ровать репликацию в месте разрыва ДНК. и замещать гомологичный участок в дной 

ной цепи ДНК используется для введения в ДНК меченых нуклеотидов методом ник 
трансляции, а также для заполисния брешей ири сборке протяженного геца из хими 
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чески синтезированных олигонуклеотидных последовательностей. Основное свой- 

ство ДНК-полимераз — осуществлять синтез ДНК — используют при амплификации 

изучаемого фрагмента ДНК. Одним из видов амплификации является полимеразная 

цепная реакция. 

Полнмеразная цепная реакция (ПИР). Метод ПЦР был предложен в 1983 г. аме- 

риканским исследователем Кари Муллисом. Суть этого метода заключается в спе- 
цифической амплификации ДНК с помощью полимеразы, осуществляющей изби- 

рательный синтез взаимно комплементарных цепей ДНК, начиная с двух праймеров 

(затравок). Праймеры комплементарны противоположным цепям ДНК в участках, 
ограничивающих выбранную область ДНК, и ориентированы 3’-концами навстре- 

чу друг другу и в сторону той последовательности, которую необходимо амплифи- 
цировать. Длина амплифицируемого фрагмента определяется расстоянием между 
праймерами. Используя в качестве матрицы любые образцы ДНК, содержащие ам- 

плифицируемую последовательность, можно увёличить количество копий изучае- 

мого фрагмента ДНК в сотни миллионов раз. ТаКое увеличение, позволяющее ви- 

зуализировать заданный фрагмент ДНК на электрофореграмме, а также использо- 

вать продуктамплификации для дальнейшего изучения с помощью других методов, 
можно считать главным достоинством метода ПЦР. Основной недостаток этого ме- 

тода — необходимость знания ДНК-последовательностей, фланкирующих изучае- 

мый ген, для создания праймеров. 
Для проведения специфической амплификацин необходимы: 

1) матричная ДНК-мищень (достаточно даже одной молекулы) длиной от 100 до 

= 35 000 п.н.; 

2) два искусственно синтезированных праймера — олигонуклеотидные последо- 
вательности длиной [5—30 п.н.; 

3) термостабильная ДНК-нолимераза (чаще используют ДНК-полимеразу 

Трегтиз адиайсих, или Таа), сохраняющая свою активность при температуре 94 °С и 

выше; 
4) четыре дезоксирибонуклеотида. 
ПЦР состоит из многократных повторений цикла, состоящего из трех этапов; 

1) денатурации (плавления) двухцепочечных структур — перевод их в одноцепо- 

чечную форму путем нагревания до температуры 94 °С; 

2) ренатурации или гибридизации (отжига) комплементарных участков ДНК с 

праймерами при температуре 37—68 °С; 

3) синтеза последовательности, комплементарной матричной ДНК при 72 °С. 

В нервом цикле праймеры гибридизуются с исходной матричной ДНК и образу- 

юттак называемые «длинные матрицы». В последующих циклах праймеры спарива- 
ются с вновь синтезированными молекулами ДНК, образуя «короткие матрицы» 
(рис. 18.1). При этом синтез ДНК заканчивается не при изменении температурного 

режима, а но достижении ДНК-полимеразой границы амплифицированного участ- 

ка. Скорость синтеза определяется длиной амплифицируемого фрагмента, Как пра- 

вило, ПЦР включает 25—30 циклов, и к последнему циклу в реакционной смеси со- 

держатся практически только «короткие матрицы» (амплифицируемые фрагменты). 
ПЦР обычно проводят в автоматическом режиме, используя для этого специаль- 

ные приборы — термоциклеры или амплификаторы ДНК, позволяющие задавать 
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Рис. 18.1. Механизм ПЦР 

нужное количество циклов и выбирать оптимальные временные и температуру 

параметры для каждого этапа цикла. 

Существует ряд модификаций ППР, используемых в зависимости от канкрелт 

целей проведения реакции или от метода последующего молекулярного анализа 

плификатов. 

Одна из щироко используемых модификаций ПЦР -— метод мультнплекеной а 

лификации (МНА), позволяющий проводить НЦР нескольких изучаемых фраг 

ов в одной пробирке, что не только убыстряет и улешевляет анализ, но и позво 

рассматривать одни фрагменты, получающиеся в результате МПА, в качестве 

жительного контроля реакции для других. Добавляя в реакционную смесь мече 

ЧМТР, можно при необходимости получать меченые продукты ПЦР. 

Проведение ПЦР с молекулами кДНК позволяет анализировать экспрессик 

нов и получать болыние количества кКДНК. 

Реакцию амплификации можно проводить непосредственно на хромосом 

препаратах и при использовании меченых нуклеотидов визуализировать комнилс! 
тарные продуктам амплификации участки ДНК на хромосомах, (метод РКИМУ 

аптл. ройутелгазе геасйоп 1 5). 

Существуют варианты ПИР (ассиметричная ПЦР — с избытком одного из ол 

праймеров; ПЦР с использованием магнитных частиц с фиксированным на и: 
верхности стрептавидином и биотинопой метки одного из праймеров), почно 

ицие синтезировать и выделять преимущественно одноцепочечные фрагменты } 
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что значительно облегчает их секвенирование. В ряле случаев применяют метод 
СА\МТЗ (от англ. депоте атрИЙсанон ий ‘тапзенрЕ зедиепсез) — амплификацию с 

праймерами, несущими сайт узнавания для фермента Т7-РНК-полимеразы, с пос- 

лелующим секвенированием одноцепочечного РНК-транскрипта, полученного из 

амплификата при помощи Т7-РНК-полимеразы. 

Продукты ПЦР и любые другие фрагменты ДНК наблюдают в геле после прове- 

дения гель-электофореза и специфического окрашивания. Нри окрашивании геля 
бромидом этидия и просмотре в проходящем ультрафиолетовом свете места локали- 
зации ДНК выявляются в виде красной полосы. 

На электрофореграмме можно определять наличие или отсутствие амплифици- 

рованного фрагмента в изучаемом образце, обусловленное протяженными делеция- 
ми иструктурными перестройками, регистрировать изменение его длины. Причина- 
ми отклонения в размерах синтезированных молекул могут быть: 1!) инсерции или 

делеции нескольких нуклеотидов в исходной матричной молекуле ДНК, 2) конфор- 

мационные изменения в одноцепочечных молекулах ДНК, возникающие при заме- 
не оснований, 3) структурные изменения в дуплексах между нормальными и мутант- 
ными вариантами амплифицированных фрагментов ДНК. Таким образом, ПЦР 
представляет собой не только метод амплификации (синтеза), но и альтернативный 

метод анализа геномной ДНК. Однако в некоторых случаях для установления кон- 

кретной причины выявленных на электрофореграмме отклонений в размерах полу- 
ченных фрагментов ДНК необходимо дальнейшее изучение продуктов амплифика- 

ции с помощью блот-гибридизации со специфическими олигонуклеотидными зон- 

дами, рестрикционного анализа, 5$СР и других методов (в зависимости от цели). 
Рестрикция ДНК. Рестриктазы, или рестрикционные эндонуклеазы, — фермен- 

ты, обладающие эндонуклеазной активностью и участвующие в системе распознава- 
ния и защиты «своих» и уничтожения чужеродных ДНК и уго. Известно более 500 

различных типов рестриктаз бактериального происхождения, каждая из которых уз- 
нает свою специфическую последовательность в двухцепочечной молекуле ДНК. 

Длина распознаваемого участка варьирует от 4 до 12 нуклеотидов. Обнаружив эту 
последовательность, рестриктаза разрезает молекулу ДНК на фрагменты в местах ее 

локализации, называемых сайтами рестрикции. Чем больше сайтов рестрикции, тем 
больше образуется рестрикционных фрагментов. Длина рестрикционных фрагмен- 

тов зависит от распределения сайтов рестрикции в исходной молекуле ДНК: образу- 

ющиеся фрагменты тем короче, чем чаще расположены эти сайты. В зависимости от 

частоты расположения сайтов рестрикции в молекуле ДНК выделяют три класса рест- 

риктаз: частощепящие — как правило, узнают короткие специфические последователь- 
ности длиной в 4—5 н.н. (например, 7491); среднещепяшие — узнают средней длины 

(6-7 п.н.) специфические последовательности (например, ЕсоК!}; редкошепящие — 

узнают длинные снецифические последовательности в 8-12 п.н. (например, №1/). 

Сайты рестрикции часто используют в качестве генетических маркеров ДНК, так как 

образующиеся в результате рестрикции фрагменты ДНК. могуг быть упорядочены но. 
длине путем электрофореза в агарозном или полиакриламидном геле взависимости от их 
молекулярной массы. Зная молекулярную массу фрагментов, можно определить физиче- 

ское расстояние между сайтом рестрикции и концами исходного фрагмента ДНК, что 

является основой метода, получившего название физического картирования (рис. 18.2). 
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а М Есо Я! Ват Ват ННЕСо В} 

Ват НН-ЕСо В! 

Рис. 18.2. Картирование сайтов рестрикции 

а - результаты электрофоретического разделения фрагментов ДНК, полученных в результате 
рестрикции (М - маркер молекулярной массы; Есо 1, ВатН! - рестриктазы: ВатлН!+Есой! - 
смесь рестриктаз}. 

б - рестрикционная карта, построенная на основе определения длины фрагментов (п.н.), 
которая соответствует расстоянию между сайтами узнавания рестриктаз. 

При обработке тотальной теномной эукариотической ДНК, например ДНК чело- 

века, часто- или среднещепящими эндонуклеазами образуется огромное количество 
фрагментов различной длины (в среднем порядка | млн). Разделить эти фрагменты с 
помощью электрофореза и визуально идентифинировать каждый из них невозмож- 
но: на электрофореграмме видна полоса, равномерно окрашенная по всей длине ге- 
ля, — шмер. Обнаружение определенных фрагментов рестрицированной геномной 

ДНК на электрофореграмме возможно только путем гибридизации с мечеными 
ДНК-зондами. 

18.1.2, МЕТОДЫ ПОИСКА, ВЫДЕЛЕНИЯ И ИДЕНТИФИКАЦИИ 
ОПРЕДЕЛЕННЫХ УЧАСТКОВ ДНК 

Длительное время, ло разработки ПЦР, единственными методами обнаружения и 
выделения специфических фрагментов ДНК. (геномных и кДНК) с целью их после- 

дующего изучения были гибридизация с ДНК-зондами и клонирование, несмотря 
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на целый ряд ограничений их применения. К осповиым ограничениям относятся 
следующие: большой размер исследуемых фрагментов, значительно превосходящий 
длинуДНК-зондови препятствующий прямому молскулярномуанализу; невозмож- 
ность произвольного выбора концов изучаемых последовательностей, определяю- 
щихся наличием соответствующих сайтов рестрикции в исходной молекуле ДНК; 

необходимость большого количества хоропю очищенной высокомолекулярной ге- 
номной ДНК (не менее 10 мкг на одну реакцию, что равноценно 0,5—1 мл крови), для 

геномной гибридизации — наличие радиоактивных ДНК-зондов с высокой удельной 

активностью не менее 10? имп./(мин-мкг), действующих ограниченный промежуток 

времени, и специально оборудованного изотопного блока. К тому же длительная экс- 
позиция автографов значительно удлиняет время получения результатов. 

Все это, а также большая трудоемкость исслелований, ограничивают использова- 
ние методов блот-гибридизации и клонирования для пренатальной диагностики 
цлода (ответ в этом случае надо получить быстро) и диагностики наследственного 
заболевания при гибели больного вэтом случае невозможно получить большое ко- 
личество ДНК). Однако эти методы не нотеряли своей актуальности и используют- 

ся для картирования и изучения новых генов. 

18.1.2.1. ГИБРИДИЗАЦИЯ С ДНК-ЗОНДАМИ 

ДНК-зонд — одноцепочечная ДНК, длиной до 30 нуклеотидов, используемая для 

поиска комплементарных последовательностей в молекуле большего размера или 
среди множества разнообразных молекул ДНК. ДНК-зонды можно синтезировать 

искусственно либо выделить из генома. Затем эти последовательности клонируют, что- 
бы иметь возможность получать их в любое время и в неограниченном количестве. 

Блот-гибридизация. Это высоко чувствительный метод идентификации спенифи- 

ческих последовательностей ДНК. Денатурированные фрахгметы ДНК переносят на 

идотный носитель — нитроцеллюлозный фильтр или нейлоновую мембрану. Далее 

фиксированную на этом носителе ДНК гибридизуют с радиоактивно меченным 

ДНК- или РНК-зондом. Затем положение искомого фрагмента геномной ДНК на 

электрофореграмме определяют методом радиоавтографии. При длительной экспо- 

зиции (в течение нескольких дней) и при высокой удельной радиоактивности ДНК- 

зонда (более 103 расп./(мин-мкг)) этот метод позволяет выявлять менее чем 0,1 пг 

ДНК. Этапы блот-гибридизации схематически представлены на рис. 18.3. 
В зависимости от типа изучаемого вещества, способов его предварительной обра- 

ботки и переноса (блоттинга) различают несколько разновидностей этого метода. 

Саузери-блот, или блот-гибридизация по Саузерну — наиболее эффективный метод 

идентификации определенных молекул ДНК среди электрофоретически разделен- 

ных фрагментов, предложенный в 1975 г. Эдвардом Саузерном. Геномную ДНК об- 

рабатывают одной или несколькими рестриктазами и образовавииеся фрагменты 
разделяют по относительной молекулярной массе в агарозном или акриламидном 
геле. Далее фрагменты ДНК подвергают денатурации п $Ии и переносят с геля на 

пилотный носитель. В данном случае блоттинг (перенос) осуществляется за счет дей- 

ствия капиллярных сил, электрического поля или вакуума. 
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Гибридизационный 
Фиксация . фильтр с меченым 

ДНК ДНК-зондом 

на фильтре 

| | | Отмывка фильтров, 
высушивание, 

в | | | радисавтография 
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Конструирование плазмидной в ДНК-ЗоНд 

ДНК-зонда ДНК Денатуреция 

Фоо 

оо® 
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Рис. 18.3. Методика блот-гибридизации. (Из: В.Н. Горбунова, В.С. Баранов, 1997) 

а - блот-гибридизация по Саузерну; 6 - дот-гибридизация; в - слот-гибридизация. 

а в 

Методы дот- и слот-гибридизацин получили свой названия в зависимости от фор- 
мы анализируемого пятна ДНК на фильтре — округлой или продолговатой, соответ- 

ственно. На твердую матрицу препараты ДНК и РНК наносятся капельно. Принии- 

ниальное отличие этих методов в том, что с меченым ДНК-зондом гибридизуются 

молекулы ДНК или РНК без предварительной обработки рестриктазами и электро- 

фореза. 

Нозерн-блот (Мог#егиа-5100) — метод гибридизации ДНК-зондов с электрофорети- 

чески разделенными молекулами РНК. 

Вестери-блот (Меяегт-Шо(), или иммуноблот, — это связывание электрофоретиче- 

ски разделенных белков, фиксированных на фильтрах, с мечеными антителами. 
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Названия двух последних методов 

образованы по аналогии с Саузерн-блот 

(бошйеги-Ы0!). Их можно рассматривать 

как дань уважения сообщества молеку- 

лярных генетиков Эдварду Саузерну, 

внесщему неоценимый вклад в разра- 

ботку методов, используемых для анали- 

за ДНК. 

Перечисленные виды блот-гибриди- 

зации имеют ряд недостатков: необходи- 

мость использования хорошо очишен- 

ных препаратов ДНК и радиоактивных 

зондов, длительность и трудоемкость 

процедуры. Все это делает данные мето- 
Рис. 18.4. Кариотип больного с реци- ды весьма дорогостоящими. Тем не ме- 

прокной и 0; С нее, блот-гибридизация не утратила сво- 
пользовании 'ЛЬТИ! КСНОЙ . : 1. 

р. Саспиег, Е3.Сойте, Р.Олебше, 1998) — ®Го значения и в настоящее время. Ис- 
пользование различных вариантов нера- 

диоактивного мечения (биотин- или флуоресцеин-меченные ДНК-зонды) или окра- 

ски ДНК нитратом серебра позволяет применять этот метод для диагностики генных. 

болезней. 

Тибридизация и зйи. Метод гибридизации с ДНК-зондами на гистологических 

илн хромосомных препаратах (те. метод гибридизации, не требующий предвари- 

тельного выделения и очистки ДНК). В настоящее время наиболее широко исполь- 

зуется ЕГЗН (от англ. Лиомезсен! т зйи пуб хайон) — вариант метода, при котором в 

качестве зондов используют препараты ДНК или РНК, меченные флуорохромами, 
Меченый ДНК-зонд наносят на препараты дифференинально окрашенных и 

подготовленных лля гибридизации (денатурированных) метафазных хромосом. Пос- 
ле удаления не связавтиихся молекул ДНК и специфической обработки, в зависимо- 

сти оттипа нспользованного зонда, места хромосомной локализации последователь- 
ностей ДНК, комплементарных соответствующим ДНК-зондам, наблюдают в мик- 

роскоп в виде характерных светящихся точек (рис. 18.4). Гибридизация 11 Иа — один 

из наиболее эффективных методов картирования комплементарных ДНК-зонду по- 

слеловательностей ДНК на хромосомах. Его применяют при исследовании распреде- 
ления по геному повторяющихся последовательностей ДНК, клонированных после- 

довательностей ДНК анонимного происхождения; при определении хромосомной 

принадлежности и внутрихромосомной локализации уникальных генов, взаиморас- 
положения клонированных фрагментов ДНК даже в пределах одного хромосомного 

локуса. Разрешающая способность Е1$Н-метода достигает нескольких хромосомных 

бэндов: при проведении гибридизации Ш $Ии на интерфазных (растянутых) хромосо- 

мах человека она может достигать 50 т.п.н., что составляет около 5% величины срел- 

него хромосомного бэнла. 

Гибридизация ш зи молекул РНК скДНК-зондами, проводимая на гистологиче- 

ских препаратах, эффективно используется для анализа тканеспецифического рас- 

пределения и внутриклеточной локализации мРНК. 
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18.1.2.2. КЛОНИРОВАНИЕ: ВЕКТОРНЫЕ СИСТЕМЫ И МЕТОДЫ. 
СОЗДАНИЕ И СКРИНИНГ БИБЛИОТЕК ГЕНОВ 

Клонирование — один из методов выделения и идентификации фрагментов ДНК, а 
также получения их в неограниченном количестве. Выделенные и илентифициро- 
ванные фрагменты могут быть использованы для молекулярного анализа, в качестве 
ДНК-зонлдов и для создания библиотек генов. Метод был разработан на бактериях и 
сное название получил из-за того, что все производные одной бактериальной коло- 
нии содержат идентичные фрагменты ДНК, те. представляют собой клоны. 

Клонирование фрагмента ДНК включает несколько последовательных этапов 
(рис. 18.5}: 

1) встраивание клонируемого (чужеродного) фрагмента ДНК в векторную молс- 

кулу ДНК (образование химерной молекулы — рекомбинантной ДН к); 
2) проникновение этой конструкции в бактериальную клетку-хозяина; 
3) идентификация клеток, содержащих рекомбинантную ДНК, и их отбор (как 

правило, осуществляется на селективной среде); 

4) получение необходимого количества клеток, содержащих рекомбинантную 

ДНК (собственно клонирование). При необходимости индуцируют экспрессию кло- 

иированного гена в клетках-хозяевах и получают кодируемый им белок. 
Итак, клонирование предполагает встраивание (инсерцию} экзогенной ДНК в 

вскторную молекулу ДНК. Векторные системы, обеспечивающие доставку чужерод- 

ного фрагмента ДНК в клетку хозяина, для прокариот и эукариот различны. Для 

клонирования в прокариотических клетках используют плазмиды, фаги и космиды. 
В зависимости оттипа векторной системы, используемой для доставки клонируемо- 
го фрагмента ДНК, процесс переноса генов носит название: при использовании 
нлазмиды — трансформации; при использовании фага — трансдукцин. Перенос кзо- 

Клонируемая 
последовательность 

—_- = Лигирование Клетка-хозяин 
(встраивание 

Рестрикция фрагмента Трансформация 
в вектор} 

1 
Донорная ДНК 

Рокомбитиая Синтез белка, 
Ливаризация кодируемого 

клонированным 

3 
Отбор / клонов 

Клонирующий на селективной У среде 
вектор (плазмида) 

Рис. 18.5. Этапыклонирования фрагмента ДН К с использованием плазмидного вектор 
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пенной ДНК взукариотические клетки называют трансфекцией. В качестве вскторов 
для переноса ДНК в эукариотическис клетки используют дрожжевые плазмиды 
(единственные плазмиды, найденные вэукариотических клетках) и различные эука- 
риотические вирусы (чаще всего ретровирусы, аденовирусы или аденоассоциирован- 
ные вирусы). В ряде случаев введение векторных конструкций в эукариотические 
клетки осуществляют путем ко-трансформации — одновременного введения плазми- 
ды и сегмента чужеродной ДНК. В клетках эукариот векторные конструкции сохра- 
ияются в виде эписом (суперскрученных кольцевых молекул) в течение нескольких 
дней, а иногда экзогенная ДНК интегрируется в хромосомную ДНК и устойчиво со- 

храняется в геноме клетки-хозяина. 
Конструирование клонирующих векторов подразумевает встраивание или удале- 

ние удобных для идентификации клонов генетических элементов (специфических 
сайтов рестрикции, инициации и регуляции транскрипции), Например, при созда- 
нии нлазмидных клонирующих векторов ослабляют систему контроля репликации и 
добавляют или вырезают гены антибиотикоустойчивости. При формировании фаго- 

вой векторной конструкции экзогенную ДНК встраивают в район локализации мар- 
керного гена, позволяющего вести селекцию химерных фагов по экспрессии химер- 
ного белка (часть полипептидной цепи соответствует маркерному белку, а часть — 
информации, заключенной во встроенном фрагменте ДНК). Определение химерно- 

го белка возможно при использовании антител к фрагменту маркерного белка или 
участку, кодируемому чужеродной ДНК, а также путем выявления функпионально 

активного белка после протеолитического расщепления химерного полипептида. 
При конструировании искусственных дрожжевых хромосом УАС (отангл. уеазг а"!- 

Дет! сйготозотез} используют плазмидные векторы, содержащие в своем составе из- 

вестные центромерные и теломерные последовательности хромосом дрожжей, необ- 
ходимые для поддержания репликации векторов в клетках хозяина. Характеристики 
клонирующих векторов представлены в табл. 18.2. 

Некоторое время идентификапия нужных геномных клонов проводилась очень 
трудоемкими методами — «прогулки» и «прыжков по хромосоме». Ихэтапы схемати- 
чески представлены на рис. 18.6. 

«Прогулка по хромосоме», или скользящее зондирование, заключается в последова- 
тельном отборе клонов, несущих перекрывающиеся в концевых участках фрагменты 

ДНК из определенной области генома. Выделив клоны, например, путем скрининга 
библиотеки с помощью маркерной ДНК, сцеплениой с нужным геном, их используют 

в качестве ДНК-зондов для поиска других клонов с перекрывающимися последова- 
тельностями. В результате получают набор фрагментов, полностью перекрывающих об- 

ласть поиска гена, — контиги. С помощью методов физического картирования устанав- 
ливают размер перекрывающихся участков {в п.н.) и строят физическую карту данной 
области. Несмотря на то, что прогулку можно осуществлять в двух направлениях, при 
использовании рестрикционной карты, эффективность этого метода мала. При ис- 

нользовании космидных библиотек каждый шаг зондирования в одном направлении 
равен 20 т.п.н, (0,02Мб}, а из-за наличия в геноме повторяющихся и трудно клонируе- 

мых последовательностей можно пройти около 200—300 т.н. {0,2—0,3 Мб). 

Метод клонирования способом «прыжков по хромосоме» позволяет идентифици- 

ровать участки, отстоящие друг от друга на сотни тысяч нуклеотидов, не выделяя 
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Тиблица 18.2. Характеристика клонирующих векторов 

Вектор Г Длина ДНК Размер клопиру- Применение т Примеры 

вектора, п.м, емых вставок, 11. в. 

и —- 
8 1, Плазмиды 0т103 добх 10} Создание библиотек |РВЕЗ22, Со!Е1 
Е кДИК Е-плазмида 

до>5х 10$ | 1,5-3х 10$ Клонирование круп- 
Е ных фрагментов 

Е 2. Фаги <2х 104 Создание теномных |^- №91 10, ЕЕ 11, 
9 нкДНК-библиотек |АТар. 
8. 3. Космиды 5-х 03 | <4х 104 Создание теномных (рЬЕЕ-5 
Е библиотек 

1. Дрожжевые - >105—106 Клонирование 
минихромо- субхромосомных 

„ сомы (УАС) фрагментов ДНК, со- 

| держащих целые гены 
8 Создание геномных 
Е 2. Вирусы блиотек 
5  ретровирусы 8 т.п. 
5.  аленовирусы 8 тп.и. 
А аденоассоции- 2—5 ти,н. Генотерапия 

рованные 
Негрех зутрех | 152 т.п.н. З0тп.н. 

промежуточную последовательность. Для создания библиотеки генов методом 

«прыжков по хромосоме» проводят рестрикцию геномной ДНК редкощенящей рест- 

риктазой (как правило, наиболее удобен фермент, сайты рестрикции которого нахо- 

дятся на расстоянии примерно 200 тп.н. — длина прыжка). Эти фрагменты сшивают 

с небольшим маркерным геном, как правило с геном зирР (длина =7 т.п.м.) фага ^, 

что приводит к циклизации фрагмеита. В результате этого концевые участки, исход- 

но находившиеся на расстоянии несколько сотен т.п.н. удалены друг от друга лишь 

на длину маркерного гена. Обработав кольцевые молекулы среднешепянцей рестри- 

ктазой (наиболее часто используют ЕсоВ 1), отбирают фрагменты длиной примерно 

20 т.п.н., среди которых и содержащие маркерный ген и фланкирующие его последо- 

вательности. При встраивании в вектор амплифицироваться в клетках-хозяевах от- 

рицательных по маркерному гену будут только последовательности, содержащие 

этот ген. Далее идентифицируют клон методом гибридизации с ДНК-зонлом, спе- 

цифичным для исходной последовательности. При последующем субклонировании 

в плазмидном векторе получают два субклона. Один субклон гибридизуется с ДНК- 

зондом, специфичным для исходной последовательности, второй — ие гибридизует- 

ся с этим ДНК-зондом и содержит фрагмент ДНК, отстоящий от начала исходной 

молекулы на длину прыжка. 

После создания геномных библиотек, содержащих большие фрагменты ДНК, и 

построения карт контиг методы «прогулки» н «прыжков по хромосоме» утратили 

свою актуальность. 
Библиотеки геиов и их скрининг, На основе технологии клонирования, нозволяю- 

шей обнаруживать определенный фрагмент ДНК и получать его в необходимом ко- 
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Рис. 18.6. Принципиальная схема методов клонирования путем «прогулки» (а) и 
«прыжков» (6) по хромосоме 

а - для создания каждого последующего зонда гибридизовавшуюся последовательность суб- 
клонируют и строят ее рестрикционную карту. С помощью созданного зонда выбирают следу- 
ющую последовательность. В результате получают ряд перекрывающихся последовательно- 
стей общей длиной 40 т,п.н..х п, исключая перекрывающийся участок между ними (зонд}. Че- 

тыре таких фрагмента охватывают примерно 160 п.н. 6 - см. объяснение в тексте. 
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личестве, сконструированы библиотски тенов, служащие источником различных 
фрагментов ДНК. Библиотека генов — это полный набор клонированных перекрыва- 

ющихся ДНК-фрагментов, которые получены в результате рестрикции или механи- 

ческого разрезания исходной молекулы ДНК, выделенной из какого-либо биологи- 
ческого материала (тканей, культур клеток, отдельной хромосомы или из ее фраг- 

ментов). Количество различных клонов, или информационная емкость библиотеки, 

зависит от размера исходной ДНК (генома} и обязательности присутствия каждого 

фрагмента хотя бы в одном клоне. Оптимальный размер перекрывающихся фраг- 

ментов для клонирования при создании библиотеки генов должен соответствовать 
среднему размеру гена того вида или типа живых организмов (для млекопитающих — 
15—25 т.и.н.), для которого она создается. 

Библиотека может содержать всю геномную ДНК данного вида (экзоны, интро- 

ны и межгенные участки} или только кодлирующие носледовательности. 
Библиотеки, созданные на основе тотальной геномной ДНК и включающие эк- 

зоны, интроны и межгенные участки называют геномными. Информационная ем- 
кость геномных библиотек млекопитающих составляет не менее 8-105—10°. Фраг- 

менты оптимального размера из геномной ДНК человека получают при рестрикции 
частощепящими рестриктазами 5аи ЗА или Мбо1. 

Библиотеки кДНК состоят только из экзонов. Их конструируют из кКДНК, полу- 

ченной с помощью обратной транскрипции мРНК, которая выделена избиологиче- 

ского материала, экспрессирующего изучаемые гены. Различают библиотеки экс- 
прессирующихся кКДНК и селективных кДНК. 

Получив ДНК/кДНК, ее разрезают на фрагменты, длина которых зависит от вы- 
бранного клонирующего вектора, и конструируют векторную систему. В зависимо- 
сти от выбранного для клонирования вектора различают УАС-, ВАС (Басема! ан - 

са! сйготозотез)- и РАС (рюзт@ атийса! сйготозотез)-библиотеки, содержащие 

крупные фрагменты ДНК человека. Фаговые (Р1 ил) и космидные библиотеки генов 

наиболее удобны для хранения болыних количеств химерных ДНК. Для создания 

библиотек генов в основном используют фаговые, космидные и УАС-системы. УАС- 

библиотеки генов представляют собой фрагменты геномной ДНК человека разме- 

ром до | млн П.Н., «ешитые» с нентромерными районами хромосом дрожжей. После 

илентификации необходимого клона УАС-библиотеки вставочный участок может 

быть субклонирован в фаговых или космидных библиотеках. Наиболее удобно биб- 

лиотеки генов человека конструировать, используя клонирующие векторы на осно- 
не фага А — ЕМВЕЗ и ЕМВТА. Это обусловлено характеристиками векторов: интер- 
валом пакующей способности —9—23 т.п.н.; наличием больного количества удобных 

клонирующих сайтов {что позволяет использовать разные рестриктазы при получе- 
нии фрагментов ДНК для инсерции}; отсутствием последовательностей плазмид 

рВЕЗ22 и СоГЕ1, наиболее часто используемых для клонирования (что позволяет 

проводить отбор нужных клонов с помощью фаговой ДНК, не вырезая вставку). 

Скринируя библиотеки генов, осуществляют поиск нужных последовательностей 

ДНК. Выбор метода скрининга зависит от специфических особенностей этих после- 

довательностей. Для скрининга библиотек, как правило, используют блот-гибриди- 

зацию с ДНК-зондами (олигонуклеотидными, кДНК- и другими) или иммунноблот 

со специфическими антителами (если библиотека сконструирована на основе экс- 
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трессирующего вектора). Скрининг включает несколько последовательных этапов: 
зысевание химерных фагов библиотеки на газон бактерий, растущих на поверхности 

‘зердой питательной среды в чашках Петри (каждая литическая бляшка на бактери- 

:льном газоне — результат инфицирования клеток одним клоном фага); «перепеча- 
зывание» полученных культур на другие чашки Петри с целью их дублирования; пе- 
нас растущих и лизированных исходных колоний на фильтр с олновременным 
эаэрушением клеточных мембран, фиксированием белков и ДНК; блот-гибридиза- 

(ия с меченым ДНК-зондом или иммуноблот с мечеными антителами (для экспрес- 
змонных библиотек). Заключительный этап скрининга включает выявление поло- 

жительных колоний фагов методом радиоавтографии (после удаления несвязавших- 
м ДНК-зондов и антител темные пятна на рентгеновской пленке обнаружатся вме- 

ах локализации колоний, содержащих комплементарный зонду фрагмент ДНК, 

или сиецифический антиген) и их отбор на дублированных культурах. С целью избе- 

жания ошибок проводят неоднократный скрининг отобранных колоний. Далее для 

получения достаточного количества отобранного фрагмента с целью его исследова- 
ния или использования в качестве ДНК-зонда его субклонируют в плазмидном век- 

торс. 

18.1.2.3, МЕТОДЫ ПОИСКА ДНК-ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНОСТЕЙ, 
ОСНОВАННЫЕ НА ПОЛИМОРФИЗМЕ ГЕНОМА 

Последовательности ДНК человека идентичны между собой на 99,8%, однако, ос- 

чавшиеся 0,2% генома человека характеризуются значительной вариабельностью. 

Исследования генома, позволившие установить наличие вариабельных участков, а 

также широкое внедрение метода ППР, позволили разработать более легкие методы 

илентификации фрагментов ДНК, основанные на полиморфизме генома. Эти мето- 

ды имеют ряд преимуществ: 1} можно использовать один и тот же (универсальный) 

набор праймеров, 2} нет необходимости в ДНК-зондировании, гибридизации итд., 

3) возможность автоматизации анализа результатов. Все это позволяет быстро оха- 

рактеризовать болыное количество образцов. 

Как известно, полиморфизм генома обусловлен, главным образом, наличием ло- 

лиморфных локусов, представляющих собой нейтральные мутации, не проявляю- 

щисся фенотипически и не влияющие на жизнеспособность и репродуктивные 

свойства особей (гл. 13). Такиелокусы сконцентрированы в некодирующих областях 

уснома человека, более подверженных изменчивости, чем кодирующие участки. 

Наследование полиморфных локусов подчиняется менделевским закономерностям. 

Информативность полиморфных локусов определяется уровнем их генетической 

изменчивости в различных популяциях. 

С помощью молекулярных методов анализа наиболее просто выявляются два ТИ- 

па геномного полиморфизма: 1} количественные изменения мини- и микросателлит- 

ных последовательностей ДНК (уменыцение или увеличение числа повторов}, созда- 

ющие целую серию уникальных по характеру и частоте аллелей для каждого вариа- 

бельнюго локуса, и 2} качественные замены отдельных нуклеотидов, обусловливающие 
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появление полиморфных сайтов рестрикции, "Уги тины полиморфиых локусов предста- 

вляю` собой наиболее удобные генетические маркеры. Анализируя родословные 

можно проследить наследование аллелей этих маркеров в ряду поколений, оиреде- 

лить сцепление друг с другом, с известными генами и санонимными послеловатсль- 

ностями ДНК, что широко используется как для картирования геномов, так и для 

косвенной диагностики наследственных заболеваний. Феномен ДНК-полиморфиз- 

ма лежит в основе двух распространенных в настоящее время метолов идентифика- 

ции мутантных фрагментов ДНК: анализа полиморфизма длин рестрикционных 

фрагментов и анализа микросателлитных маркеров. 

Анализ полиморфизма длины рестрикциоиных фрагментов (ПДРФ-аиализ). Присут- 

ствие в геноме полиморфных сайтов рестрикции обусловливает вариацию (полимор- 
физм) длины рестрикционных фрагментов (ПДРФ). В геноме человека такие поли- 

морфные сайты рестрикции встречаются во всех хромосомах с частотой приблизи- 

тельно | : 300 — 500 п.н. 

Этот метод используется для предварительного уточнения локализапии мутации 

при наличии в амплифицированном фрагменте известных сайтов рестрикции и для 

выявления уже известных точковых замен, меняющих сайт узнавания рестриктаз. 
Для этого продукты амплификации разрезают соответствующей рестриктазой и на 
электрофореграмме сравнивают длину изучаемых рестрикционных фрагментов с 

контролем. При необходимости полученные фрагменты идентифицируют, исполь- 

зуя метод блот-гибридизации по Саузерну. 

ПДРФ-анализ можно использовать для диагностики гетерозиготного носитель- 

ства мутаций. При наличии точковых мутаций в гетерозиготном состоянии по дан- 

ному сайту рестрикции на электрофореграмме будут выявляться три фрагмента; 

один — исходной длины и два — полученные после рестрикции {рис. 18.7, а). При на- 

личии делеций в гетерозиготном состоянии наряду с фрагментами нормальной лли- 

ны будут присутствовать и необычные по размеру (рис. 18.7, 6). Выявление поли- 

морфного сайта в гетерозиготном состоянии позволяет отличить мутантный аллель 

от нормального, те. осуществить его молекулярную маркировку. Однако первичная 

идентификация полиморфного сайта рестрикции, сцепленного с определенным ге- 

ном, возможна только при наличии соответствующих ДНК-зондов. 
ИДРФ-анализ применяют как для прямой (определяют уже известные нуклео- 

тидные замены), так и для косвенной ДНК-диагностики (гл. 19). Косвенная диагно- 

стика проводится по полиморфным точкам, расположенным, как правило, в неко- 

дирующих областях либо в третьей букве вырожденного кодона, что позволяет раз- 

личать материнскую и отновскую хромосомы при семейном анализе в случае гетеро- 

зиготности по данному полиморфизму. С другой стороны, такие маркеры являются 

диаллельными, что приводит к невысокой гетерозиготности по данному локусу осо- 

бей в популяции (не более 50%), что накладывает существенные ограничения на их 

использование (в связи с их низкой информативностью). 

Анализ мини- и микросателлитных маркеров. В настоящее время хороню известно, 
что в неколирующих областях генома присутствуют так называемые тандемные по- 

вторы. Эти повторы представляют собой носледовательности, состоящие из раззич- 
ного количества мономеров. Мономеры в свою очередь могут содержать от одного и 

до нескольких десятков нуклеотилов. “ррективность использования мини- и мик- 
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а Нормальный аллель 6 
ГЕТЕ 

Е В ть Г РЕМЕТЕР 1 ГОРЕ Л делеции 

Аллель с делецией 
Течковая мутация Сайт 
в сайте узнавания рестрикции 

рестриктазы 

Рис. 18.7. Результаты ПДРФ-анализа при прямой и косвенной ДНК-диагностике 

а - прямая ДНК-диагностика (нуклеотидная замена в гене расположена в сайте узнавания ре- 

стриктазы В): дорожка 1 -— гомозигота ло нормальному аллелю; дорожка 2 - гетерозигота по 
нормальному аллелю; дорожка 3 - гомозигота по аллелю с точковой заменой в сайте узнавания 
рестриктаы В (нуклеотидная замена привела к отсутствию сайту узнавания даны последова- 
тельности рестриктазой); б-- косвенная ДНК-диагностика делеций (сайт рестрикции фланкиру- 

ет область делеции):дорожка 1 - нормальная гомозигота; дорожка 2 — делеция в гетерозигот- 
ном состоянии (присутствует фрагмент другой длины); дорожка 3 — делеция в гомозиготном 
состоянии (отсутствует один из фрагментов, имеющихся в норме}. 

росателлитных последовательностей (маркеров) в ДНК-диагностике обусловлена 

относительно равномерным распределением их на хромосомах и большим разнооб- 
разием. Полиморфизм мини- и микросателлитных повторов настолько высок, что 
на хромосомах разного происхождения (мать/отен), как правило, эти участки содер- 
жат разное количество мономеров, (т.е. отличаются по длине), что позволяет разли- 
чать хромосомы при семейном анализе, прослеживая их передачу в поколениях, и 
при идеитификации принадлежности биологического образца (например, постра- 
давший/подозреваемый). Информативность таких многоаллельных маркеров зна- 
чительно выше (уровень гетерозиготности достигает 70—90%), чем диаллельных 

(точковых замен), а характер расположения полос минисателитных ДНК на электро- 

фореграмме («ДНК-отпечаток») индивидуален практически также как и отпечатки 

пальцев (вероятность идентичности двух индивидов в популяции составляет 
10-5—10-8), что позволило дать название методу — геномная дактилоскопия (зенейс; Лн- 
вериптИи8). 

«Классический» метод геномной дактилоскопии представляет собой гибридиза- 

цию по Саузерну (см. 18.1.2.1.} фрагментов ДНК, полученных в результате рестрик- 
ции и разделения вагарозном геле. В качестве зондов для гибридизации использует- 
ся минисателлитная ДНК с длиной мономера от 9 до 40 п.н. и количеством его 
повтора от 10 до 30. Для установления или опровержения идентичности исследуе- 

мых образцов ДНК необходима последовательная гибридизания с 4—5 радиоактив- 
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Рис. 18.8. Установление биологического родства путем анализа минисателлитных мир- 
керов (диагностика отцовства) 

а - принципиальная схема диагностики кровного родства в семье из трех человек 
1 - предполагаемый отец; 2 - мать; 3 - ребенок; 6 - фрагмент электрофореграммы результа 

тов ПДРФ-анализа при установлении биологического родства в семье из трех человек по двук 

$ТЯ-маркерам. 21 и 12 - аллельные лэддеры, по которым проводится определение длин 

фрагментов и, соответственно, числа мономеров в повторе, АЕ - предполагаемый отец; С 
ребенок; М - мать. 

но меченными зондами. После каждой гибридизации на ралиоавтографе визуализу 

руют и сравнивают между собой наборы различающихся по длине фрагментов, с00’ 
ветствующих минисателлитным последовательностям образиов ДНК. К недости 

кам данной методики идентификации биологического материала можно отнест 

значительную длительность исследования {от нескольких недель до нескольких м 

сяцев) и необходимость достаточио болыпого количества ДНК. 
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В последние годы для обнаружения различных мини- и мнкросателлитиых пос- 

ледовательностей стали использовать различные модификации полимеразной пеп- 

ной реакции (мультиплексная ПЦР, ПЦР с использованием меченых нуклеотилов). 

На сегодняшний день наиболее эффективным (те. достоверным, ие требующим 
большого количества биологического материала и достаточно быстрым) методом 

идентификации личности считается сравнительный электрофоретический аиализ 
фрагментов ДНК, полученных в результате мультиплексной ПЦР $ТК (отангл. йо"! 

1ап4ет гереав)-последовательностей — тримерных и тетрамерных коротких тандем- 
ных повторов. Пример установления бнологического родства (диагностики отцовст- 
ва) ланным методом представлен на рис. 18.8. Одна половина полос «ДНК-отпечат- 

ка» ребенка должна соответствовать таковым у ети, а другая — у матери. 
Аналогичные методики используются и для ДНК-диагностики заболеваний. При 

прямой ДНК-диагностике, например, болезней, обусловленных экспансией трину- 

клеотидных повторов (5ТВ)} в регуляторных или транскрибируемых частях генов, 

выбор метода анализа количества повторов зависитот их протяженности: при числе 
повторов менее 200 для генотипирования аллелей используют электрофоретический 
анализ амплифицированных 5ТВ, в случаях больших размеров участка повторов ис- 

пользуют метод блот-гибридизации с соответствующими зондами. 

Для косвенной диагностики наследственных заболеваний применяют анализ ко- 

личества микросателлитных (динуклеотидных) повторов. Наиболее часто использу- 

ют СА-повторы, локализованные в интронах неследуемых генов или в непосредст- 
венной близости от кодирующей части гена. 

Анализ полиморфизма мини- и микросателлитных последовательностей незаме- 
ним и при картировании. Определив генотипы всех членов родословиой, можно Ус- 

тановить сцепление маркера с геном заболевания. 

18,1;3, МЕТОДЫ ВЫЯВЛЕНИЯ МУТАЦИЙ 

Наиболее эффективный способ выявления мутаций — секвенирование кКДНК или 

отдельных экзонов. Довольно часто первичный понск нарушений в кодирующих об- 
ластях гена осуществляют именно таким образом. Для генов, имеющих сравнитель- 
но неболыцие размеры (например, ген фактора [Х свертывания крови, детерминиру- 

ющий гемофилию В}, метод прямого секвенирования иногда используют как основ- 
ной метод сканирования мутаций. Однако, несмотря на наличие методик (различ- 
ные модификации ПЦР использование мРНК для получения КДНК), переводящих 

секвенирование в разряд рутинных методов, секвенирование полноразмерной 

КДНК (те. всех экзонов} для выявления мутаций у отдельных индивидов остается 

трудоемкой, дорогой и требующей больших затрат времени процедурой. Поэтому на 

практике полученные путем амплификации или клонирования фрагменты ДНК 

предварительно тестируют на наличие мутаций более простыми методами, основан- 
ными на сравнении физико-химических характеристик мутантных и нормальных 
последовательностей. Однако точные молекулярные характеристики каждой мута- 
ции независимо от ее природы (замены нуклеотилов, делеции, дупликации, инсер- 
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ПОЖАЛ ЕТО ВВЛЕНИЯ ИИ 
Спомощью ПИРи последующего электрофореза пролуктовамплификадии ииникнуи- 
ламивном или агарозном геле обанаруживают мутация, ИЗМЕНЯЮЩИЕ АлИНу лини. 
рованных фрагментов. К таким мутациям относятся делении и инсерции. 

Делеции регистрируют по разниие в размерах и числеамплифицирониных фр 
ментов на элехтрофореграмме нормального э мутантноло образнов НК, Приотут- 
ствии делеций на злекгрофореграмме выявляются все амплифицированные фиг 
менты в виде соответствующих полос. 

Беболыьние по размеру делеции и инсерини лишь слегха меняют размеры амоли- 
фицированных фрагментов ДНК. Имевнотак была обнаружена в теие нуховиснито- 
За делеция трех нуклеотидов —А2308 (гл, 21), 

Протяженные делецин в генах, находящихся в состоянии теми- илигомозилояо- 
сти, выявляют при электрофорезе продуктов мультиплексной амплификании экз 
нов, наиболее подверженных такой мутации, Воли в исследуемом образце ДНК к 
кие-то экзоны делетированы, то на электрофореграмме соответствующие ны полосы 
отсутствуют, Используя перекрывакищиеся участки тена для амплификации, можно 
оценить размер делеции и определить ее внуфигенную локализацию, Эрот меги 
применяю для выявления делеций в тене дистрофина (т. 22), 

Для обнаружения протяженных делеший, находящихся в летерозитотном сост 
нин, используют мультиплексную ПНР с обязательной количественной оценхой и: 
зультатовамилификации (количественная ПИР), Этот метод основан наамолифиц- 
ции кДНК, полученной путем обратной транскрипиии из эктопической мРНК ии 
из ыРНК, изолированной из экспрессирующих данный ген тканей иди утру ке 
ток пациента. В качестве олилопраймеров для ПЦР используют последовательно 
из фланкирующих делецию экзонов гена, При амплификации будуг Получены лн08 
фрагменты: мутнтной молекулы «ДНК, небольшие по размеру зслелствие блек? 
расположения лраничащих сделецией экзонов, Участок между фланкириющеня еле 

цию экзонами в нормальной молекуле КАНК можетбытьстишком великоляамиднйя- 
кации при выбранных условиях. 

На практике проводят мультиплексную ПЦР с использование набора олиге 
праймеров, обеспечивающего амплификацию фрагментов, полность перекрыв" 
щих всю молекулу кДНК, Наличие делеции регистрируют по поязлевию продуктов 
амплификации необычного размера, 

$1.32. ВЫЯВЛЕНИЕ ТОЗКОВЫХ МУТАЦИЙ 

Выявление мутаций, представляющих собой замену одного или нескольких рот 
тидов, с помощью ПИР-анализа невозможно: длина мутитиото фрагменти ДНКо2- 
тастся прежней, нарушается лить конформационная структура, анместес лей ни" 
которые физико-химические свойства молекулы ДНК, Для обипружении мумий й 

ввде замен используют анализ конформииониюно иеиимеци м улнокощчикя 
ДНК (5ЭСР) и метод денатурируюнень Ими ель "иекуриирещу ССВ 

Вщедий метода ВЫЯВЛЕНИЯ том МАИ тез оун НАриЯЯ- 
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мическое расщепление некомплементарных сайтов (СМС) — основаны на возник- 

новении структурных нарушений в месте негомологичного спаривания при гибри- 
дизации нормальной и мутантной цепей ДНК. Все эти методы анализа амплифици- 

рованных продуктов {кроме СМС-метода) для точной идентификации точковых замен 

в обязательном порядке предполагают секвенирование. Схематическое изображение 

принципов и методов идентификации точковых мутаций представлено на рис. 18.9. 

Анализ конформационного полнморфизма одноцепочечной ДНК (55СР — от англ. 

ние уго сопрогтаюн робутогри т). ЗЗСР-анализ — наиболее часто используемый 

метод для выявления точковых замен внутри фрагмента ДНК (как правило, разме- 
ром от 50 до 300 п.н.), полученного в результате ПЦР. Этот метод, предложенный в 
1989 году, чрезвычайно эффективен, так как основан на регистрации различий элек- 

трофоретической подвижности одноцепочечной ДНК исследуемого и контрольного 

образцов одинаковых по длине, но различающихся по нуклеотидному составу (см. 
рис. 18.9, а). Различие в нуклеотидной последовательности обусловливает разницу 

вторичной конформации одноцепочечных фрагментов, образующихся при денату- 
рации (химической или температурной). Именно от вторичной конформации зави- 

сит электрофоретическая подвижность молекул ДНК в полиакриламидном геле. На 

процесс конформации также влняют различные внешние факторы: температура, 
кониентрация акриламида и глицерина в геле, ионная сила буферных растворов. 

Эффективность выявления мутаций этим методом существенно зависит от раз- 

мера анализируемого фрагмента: при его длине менее 200 п.н. она составляет 

80—95%, а при размере более 400 п‚н. — около50%. 

После обнаружения фрагмента с измененной электрофоретической подвижно- 

стью, как правило, проводится секвенирование первичной послеловательности 
ДНК мутгантного фрагмента для определения конкретной нуклеотидной замены. 

Гетеродунлексный анализ (НА — отангл. йеегодир{ех впа|узб5). Метод НА позволя- 

ет идентифицировать мутации, находящиеся в компаунде (мутации в гомологичных 
тенах различные по молекулярной природе и внутригенной локализации) или в ге- 
терозиготном состоянии. Метод основан на выявлении различий электрофоретиче- 
ской подвижности гомодуплексов и гетеродуплексов, полученных при ПЦР (см. 

рис. 18.9, 6). При амплификации небольших фрагментов генов гетерозигот и гомо- 

зиготных компаундов образуются три типа молекул ДНК: два типа гомодуплексов — 
издвух нормальных и из двух мутантных цепей, и молекулы, несущие мутацию лишь 
в одной из цепей (гетеродунлексы). Отличие электрофоретической подвижности ге- 

леродуплексных молекул ДНК от обоих типов гомодуплексов обусловлено конфор- 

мационными особенностями вследствие наличия мест несовпадения нуклеотидов. 
Вероятность идентификации точковых мутаций методом НА при длине фрагментов 

ДНК <300 п.н. составляет 90—98%. 
Денатурирующий градиентный гель-электрофорез (ОСОЕ — от ангя. делаиганон 

дтафет ве @еслторйогез 5). Метод ОСОЕ — основан на различиях в условиях и 

характере денатурации нормальных и мутантных двухцепочечных фрагментов ДНК, 
выявляемых путем сравнения их электрофоретической подвижности в 
иолиакриламидном геле с линейно возрастающим градиентом концентраций дена- 
зурирукиких агентов (мочевины и формальдегида) (см. рис. 18.9, в). Скорость дена- 

турации (или плавления) зависит от соотношения А-Т/С-С пар в исследуемых 
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Рис. 18.9. Принципы и результаты идентификации точковых мутаций различными ме- 
тодами (По: В.Н. Горбунова, В.С. Баранов, 1997) 

а - $5СР-анализ; 6 - НА-метод; в - ОССЕ-метод; г} СМС-метод. 

Дорожка 1 - образец ДНК нормальной гомозиготы; дорожка 2 — образец ДНК гетерозиготы по 

точковой мутации; дорожка 3 - образец ДНК гомозиготы по точковой мутации. 
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{фрагментах (©—С-связь более устойчива). При известной нуклеотидной послелова- 

тельности для подбора условий плавления или определения скорости денатурации 

нри выбранном градиенте концентрации применяют сиециальную компьютерную 

программу. Плавление двухцепочечных фрагментов ДНК происходит в строго спе- 

цифичной для данной последовательности области, эквивалентной температуре 

нлавления (температура, при которой каждая пара оснований с 50%-ой вероятно- 

стыо может соединиться или разойтись), После начала плавления продвижение 

двухцепочечного фрагмента ДНК в геле резко замедляется, вследствие изменения 

пространственной конфигурации молекулы, до момента полной денатурации. 

Скорость дальнейшего продвижения денатурированных фрагментов ДНК зависит 

от их нуклеотидного состава. 
Для предотвращения денатурации концов молекул ДНК до достижения опти- 

мальной области плавления (обусловлено определенным нуклеотидным составом 
фрагмента ДНК), к концам молекул ДНК присоединяют так называемые зажимы 

{синтетические фрагменты из СС-нуклеотидов размером в несколько десятков 

и.1.). Использование СС-зажимов позволяет выявить все мутации, локализованные 

вблизи концов амплифицированных участков ДНК, и при длине цепи до 600 п.н. 
эффективность выявления мутаций методом ОСОЕ достигает 95%. 

К достоинствам этого метода, отличающим его от $5 СР и НА, следует отнести 

возможность его использования для анализа крупных амплифицированных фраг- 

ментов ДНК и высокую чувствительность (позволяет улавливать точковые мутации, 
возникшие даже в одной из 100 обработанных мутагеном клеток, что используется 

ири анализе индуцированных мутаций). Чаще всего ОССЕ применяют для скри- 

ннига мутаций в амплифицированных экзонах, при этом в качестве матрицы ис- 

пользуют теномную ДНК. К недостаткам метода, отраничивающим его широкое 

применение в диагностике наследственных заболеваний следует отнести техниче- 

скую сложность получения равномерного градиента концентрации денатурирующе- 

го агента в полиакриламидном геле и высокую стоимость искусственно синтезиро- 

ванных СС-концов. 

Химнческое расщепление некомплементарных сайтов (СМС отангл. сйелиса! тб- 

тасй сеауаве). Метод СМС основан на способности ряда химических агентов спе- 

цифически разрывать цепь ДНК в месте локализации неспаренного основания: на- 

нример, цитозин чувствителен к действию гидроксиламина, тимин — к действию ос- 
мия тетраоксида, а тимин и гуанин — к карбодиимиду. Тестируемые образцы ДНК 

(или РНК) смешивают с образцом радиоактивномеченного ДНК-зонда и создают 

условия для образования дуплексов (нагревание с целью полной денатурации и по- 

следующее охлаждение}. При наличии мутации в тестируемых молекулах образуют- 

ся гетеролуплексы с участками негомологичного спаривания, что и является мише- 

ныю для специфического химического агента. Последующая обработка пипериди- 

ном приводитк полному разрыву молекулы ДНК вданной точке и образованию двух 

коротких фрагментов, обнаруживаемых при электрофорезе (рис. 18.9, г) и Последу- 

ющей радиоавтографии. При определении длины каждого фрагмента не составляет 

труда установить локализацию мутации. Эффективность выявления мутаций мето- 

дом СМС при использовании радиоактивно меченных ДНК-зондов составляет 

95— 1009. 
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Метод СМС пригоден для тестирования протяженных участков ДНК — ло 

27. п.п. Кроме того, с помошью этого метода можно одновременно выявить и лока- 

лизовать как несколько одинаковых мутиций, так и разных (при использовании ис- 

скольких ДНК-зондов — мультиплексный вариант метода) водном фрагменте ДНК, 

о можно отнести к огромным преимуществам метода. Основной недостаток мето- 

да СМС — высокая токсичность используемых химических агентов (карбодиимид 

менее токсичен). 

Методу родственен метод расщепления гетеродуплексов РНКазой А: гетеролуп- 

лексы в этом случае образованы тестируемой ДНК и комплементарной ей радиоак- 

тивно меченной РНК-пробой, а РНКаза А разрезает молекулу РНК вместах наруис- 

ния спаривания оснований. Однако с помощью этого метода можно выявить лишь 

около 50% точковых мутаций. 

18.1,3.3. ДРУГИЕ МЕТОДЫ ВЫЯВЛЕНИЯ МУТАЦИЙ 

Для первичной идентификации мутаций можно использовать и анализ аминокис- 

лотной последовательности продукта гена. Этот метод целесообразно применять для 

выявления редких (не мажорных) мутаций в протяженных генах с болышцим числом 

экзонов (ген миопатии Дюшенна, ген нейрофиброматоза Г). Метод включает вылс- 

ление тотальной мРНК излейкоцитов крови, обратную транскрипцию, амплифика- 

цию специфических экзонов КДНК, встраивание амплифицированной области 

ДНК в экспрессирующую систему и анализ образовавшегося продукта (выявление 

преципитации с антителами к домену белка). 

18.1.3.4. СЕКВЕНИРОВАНИЕ 

Секвенирование — последний этап молекулярного анализа предварительно отобран- 
ного, клонированного и протестированного более простыми методами фрагмента 
ДНК. Секвенирование представляет собой определение нуклеотидной последова- 

тельности фрагмента ДНК путем получения серии комплементарных молекул ДНК, 
различающихся по длине на одно основание. 

Существует два основных метода секвенирования: метод Максама-Гилберта {(ос- 

нован на химическом расщеплении ДНК по одному основанию) и метод Сангера 
(дидезокси-метод). Метод Сангера более надежен и прост в исполнении, и на прак- 
тике его используют чаще, 

Метод Сангера или дидезоксисеквенирование основан на синтезе изучаемой цс- 

пи ДНК м У с остановкой синтеза на заданном основании путем присоединения 

дидезоксинуклеотида. Дидезоксинуклеотид лишен гидроксильных групп при атомах 
сахарного кольца не только в 2”-, но и в 3”- положении, что делает его неспособным 

формировать фосфодиэфирную связь со следующим нуклеотидом. Такие дилезокси- 

нуклеотиды получают путем синтеза. 
Для проведения секвенирования исобходимы: секвенирующий праймер (искус- 

стленно синтезированная олигонуклеотидная носледовательность, комплементар- 
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ная определенному участку исходной молекулы ДНК), четыре пробирки с набором 

из четырех дезоксинуклеотидов ЧАТР, ЧСТР, ЧСТР и АТТР, один из которых изотоп- 

но меченный соответственно добавляемому одному из четырех дидезоксинуклеоти- 
дов (ЧЗАТР, ЧАСТР, 44СТР и 49ТТР), и ДНК-полимераза. 

Сам метод включает следующие этапы: 1) гибридизацию изучаемого фрагмента 
ДНК с праймером, 2) ферментативный синтез ДНК, 3) денатурацию полученных 

продуктов формамидом (в результате образуются уникальные различающиеся по 
длине олигонуклеотидные послеловательности, содержащие праймер), 4) электро- 

форез в полиакриламидном геле на четырех дорожках (по числу типов нуклеотидов) 
и 5) анализ результатов на радиоавтографе. На большинстве радиоавтографов можно 

четко различить 250—350 полос, те. прочитать последовательность в 250-350 п.н. 

Нуклеотидная последовательность на радиоавтографе считывается снизу вверх 
(рис.18.10, а). Таким образом, по размеру синтезированных фрагментов может быть 

определена локализация дидезоксинуклеотидов и порядок соответствующих им ну- 
клеотидов в исходной молекуле ДНК. - 

Для прочитывания более длинных последовательностей существует ряд методов, 
представляющих собой разные модификации метода Сангера. Эти методы основаны 

на предварительном клонировании ДНК в векторах, сконструированных на основе 

@ — Исследуемая последовательность ДНК\», 
1 —=— > 

у а. Праймер 
..СААСТСАТЬЕ.... 

3, 

2 6 б 

399 809 810 

бя бес бТАсся яств ятвяятсте 

Рис. 18.10. Секвенирование ДНК. (Предоставлено Т.Э. Иващенко) 

а - этапы дидезоксисекаенирования по методу Сангера; б - автоматическое дидезоксисекве- 
нирование 
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фига М1З Е.сой для получения протяженных олнопепочечных участков ДНК, кото- 
рыс могуг быть непосредственно секнениронаны бел денатурации и праймирования. 
Особенность фага М13 Е.сой состоит в возможности его существования в двух фор- 

мах: двухцепочечной репликативной, функционирующей как плазмида, и одноцело- 
чечной фаговой, использующейся в качестве матрицы для секвенирования. Выделив 
после клонирования одноцепочечные фаговые ДНК со вставкой (размер около 500 
л.н.), праймер гибридизуют с последовательностью вблизи вставки, и проводят ди- 

дезоксисеквенирование. . 
Для секвенирования крупных фрагментов ДНК (около 2000 п.н.) используют бо- 

лее сложные (комбинированные) подходы. Один из них заключается в предвари- 
тельном клонировании данного фрагмента в плазмидном векторе и построении его 
подробной рестрикционной карты, идентификации перекрывающихся рестрикци- 
онных фрагментов длиной 100—500 п.н. Далее, субклонировав каждый из этих фраг- 

ментов в ДНК М13 Ессой, их секвенируют и определяют последовательность исход- 

ного участка ДНК. Так как субклонированные фрагменты могут быть встроены в 

противоположных направлениях, то праймер в одном случае будет инициировать 
синтез первой пепи, а в другом — комплементарной ей, а значит возможно одновре- 
менное секвенирование обеих цепей. 

Для секвенирования фрагментов ДНК более 5000 п.н. используют методы секве- 

нирования двухцепочечных плазмидных ДНК, не требующие субклонирования. 

Один из них носит название «нраймер-опосредованной прогулки» («блуждающей за- 

травки»). Суть метода заключается в последовательном дидезоксисеквенировании 
по 250—350 п.н. Этапы метода представляют собой цепочку циклов, включающих 

синтез праймера, дидезоксисеквенирование и идентификацию нуклеотидной после- 
довательности (рис. 18.11): 1) отжиг плазмидной ДНК, содержащей вставку, с прай- 

мером, комплементарным последовательности одной из цепей векторной ДНК; ди- 

дезоксисеквенирование и идентификация первых 250—350 п.н. вставки; 2) сиитез 

второго праймера, комплементарного сегменту вставки, который отстоит от меств 

связывания первого праймера примерно на 300 п.н., и секвенирование следующих 
250—350 п.н., и так далее, пока не секвенируют весь фрагмент. Обязательное условие 

при секвенировании очень длинных фрагментов иметь праймер длиной не менее 24 
нуклеотидов. Это необходимо для того, чтобы избежать спаривания праймера внуг- 

ри вставки более одного раза. Этим методом были секвенированы фрагменты ДНК, 

клонированные в бактериофаге /. (=20т.п.н.) и космидном векторе (=40 т.п.н.). 
В настоящее время широкое распространение получила методология автоматическо- 

гоДНК-секвенирования с использованием меченных различными флуорохромами диде- 

зоксинуклеотидов — электрофорез в этом случае проводят на одной дорожке и на элект- 
рофореграмме каждому из нуклеотидов соответствует свой цвет полосы, которую скани- 
руютвлуче лазера, занося данные в компьютер, который сопоставляет их и идентифици- 
рует, выводя на экран нуклеотидную последовательность (см. рис. 18.0, 6). Этот метод 

широко применялся в ходе реализации программы «Геном человека». Использование ав- 

томатических секвенаторов снизило стоимость секвенирования одного звенас 1$ до 0,1$, 
Однако существуют еще более быстрые методы автоматического секвенирова- 

ния. Один из них — секвенирование путем гибридизации исследуемой последава- 
тельности ДНК с набором олигонуклеотилов (олигонуклеотидной матрицей), вклю- 

23-4167 
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Клонированная 
последовательность 

ДНК-вектора 

3. 

Рис. 18.11. Секвенирование методом праймер-опобредованной прогулки («блуждаю- 
щей затравки») 

чающим все возможные варианты Перестановок из 4 стандартных нуклеотидов (А, 

С, С, Т) определенной длины. Наиболее удобными считаются наборы матриц (чипы) 

изоктануклеотидов., при этом количество возможных вариантов нуклеотидов соста- 
вляет 65536. Секвенируемый фрагмент ДИК, меченный радиоактивным фосфором, 
гибридизуется только с комплементарными его участкам октануклеотидами. 

В результате определяется спектр октануклеотидов, составляющих исследуемый 
фрагмент ДНК. Локализация октамеров в изучаемом фрагменте ДНК устанавливает- 

ся при помощи специальной компьютерной программы. 

18,1,4, КАРТИРОВАНИЕИ СКРИНИНГ ГЕНОМА 

Секвенирование к 2003 г. всего генома человека позволило значительно облегчить 
процедуру картирования, так как анализируя уже известную нуклеотидную последо- 
вательность определенного региона можно более точно и быстро выбрать ген-канди- 
дат для подтверждения его роли в развитии наследственного заболевания. Расшиф- 

ровка генома позволила упростить и процесс построения физических карт. Однако 
знания первичной структуры ДНК не достаточно для определения функциональной 

роли той или иной нуклеотидной последовательности. На повестке дня формирова- 

ние нового направления программы «Геном человека» — функциональной геномики. В 
связи с этим построение/обновление карт генома не потеряло своей актуальности. 

18.1.4.1. КАРТЫ ГЕНОМА И МЕТОДЫ ИХ ПОСТРОЕНИЯ 

Карта генома — это схема, определяющая хромосомную принадлежность и взаимо- 
расположение (порядок и расстояние) генов и других компонентов генома. Карты 

генома можно классифицировать по объему предоставляемой информации (разре- 



Глава 14. бномика и гепомные технологии = 

шающей способности) и методам ностуюения, В зависимости от разрешаюней сно- 
собности выделяют мелкомасштабные кирты (с низким уровнем разрешения), на- 

нример, картина дифференциального окрашивания хромосом или генетические 
карты с расстоянием между соседними маркерами в 7—10 миллионов п.н. (мегабаз — 
Мб), и круиномасиитабные, в идеале — полная последовательность нуклеотидов. 

По методам построения различают физические и генетические карты (карты сиеп- 

ления). Физические карты целой хромосомы или ее сегмента строятся на основе прямо- 
но исследования генетического материала и дают представление о реальном расположе- 
нии генов вДНК, расстояние между которыми и фланкирующими их маркерами выра- 

жастся в п.н., что облегчает их идентификацию и изучение, а также секвенирование. /- 
нетические карты показывают линейное расположение маркерных сайтов, расстояние 
между которыми измеряют в СМ (сантиморган — условная единица частоты рекомби- 

нации; см. гл. 7). Расстояние между локусами равно 1СМ при частоте рекомбнации 1% 

и соответствует физическому расстоянию приблизительно в 1 Мб (Ё млн. п.н.). Часто- 

ты рекомбинации, а значит и реальная длина 1СМ, варьируют в различных частях гено- 
ма, что обусловливает возможность получения лишь ориентировочной информации о 
физическом (реальном) расстоянии при использовании генетических карт. 

Физические карты хромосом н методы их построения, В зависимости от использус- 

мого метода можно получить физические карты хромосом с различной степенью 

разрешения. Соответственно этому выделяют мелкомасштабные физические карты, 
к которым относятся цитогенетические (хромосомные) и транскрипционные (карты 

кДНК), и крупномасштабные — макрорестрикционные карты и карты контиг Физи- 

ческие карты можно построить как для всего генома, так и для изолированной хро- 
мосомы. Изолированные хромосомы можно получить путем сортировки хромосом В 
потоке по размеру (проточная цитометрия), а также из гибридных клеточных линий 
{гибридные клетки «человек х мышь» при делении теряют преимущественно челове- 

ческие хромосомы, в результате чего остается лишь одна хромосома, такую гибрид- 
ную клетку размножают и поддерживают клеточную линию). При необходимости 
получения болыших количеств определенного фрагмента ДНК при построении 

крупномасштабных карт используют методы ПЦР и клонирования. 

Цитогенетические карты дают информацию о расположении гена на хромосоме 

относительно ее участков, идентифицируемых методами дифференциального окра- 
шивания. Благодаря такому окрашиванию хромосома в поле зрения микроскопа Вы- 
ГЛЯДИТ «поперечно исчерченной». Расположение окрашенных участков (бэндов) 

специфично для каждой хромосомы (см. гл. 19). Использование Е1$Н-метода позво- 

ляет построить цитогенетические карты с разрешением 2—5 Мб, а его модификации 
для интерфазных хромосом — 0, 1 Мб. Таким образом, локализация картированног © 

помощью ЕГЗН-метода гена может быть установлена с точностью до субсегмента и 

локуса бэнда. Например, согласно принятой цитогенетической номенклатуре 1$СМ- 

1995 и номенклатуре используемых в качестве маркеров сегментов ДНК. с неизвест- 

ной функцией, запись 2241.2 (022575) означает, что ген локализован во 2-м 

субсегменте 1-ого сегмента 1-го района длинного плеча хромосомы 22 методом гиб- 

ридизации п зи в локусе 0222575 (0 — ДНК, 22 — № хромосомы, $ — уникальный 

маркер, 75 — № зонда в данном районе хромосомы). 
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'Транскрипинонные карты предоставляют информацию о расположении на хромо- 
Соме кДНК, что позволяет выявлять тены-кандидаты для тех или иных заболеваний. 

Искусственно синтезированные с использованием в качестве матрицы мРНК или 
химическим путем (по известной аминокислотной последовательности) и меченые 

«ДНК-зонды локализуют методом гибридизации п зи. Другой, более перспектив- 
ный, метод построения транскрипционной карты основан на частичном секвениро- 
\цнии отдельных кДНК-клонов и выявлении специфических маркерных сайтов 

(575 — зедиетсе авве зйез), называемых эксирессируемыми маркерными сайтами 
($Т$). Для определения хромосомной принадлежности е5 Т5-сайта проводят ПЦР 

< ДНК монохромосомных гибрилов с использованием е$ТЗ-праймеров. Далее, про- 

Вводят ПЦР с ДНК клеточных линий гибридных клеток, содержащих только опреде- 

ленные фрагменты конкретной хромосомы человека, и устанавливают локализацию 
<ЗТ$ на хромосоме. Также картирование можно осуществить нанеся е5Т$ методом 

гибридизации п $Ёи на карты радиационных гибридов. 

Макрорестрикцнопные карты — дают информацию о взаиморасположении сайтов 
Рестрикции редкощепящих рестриктаз и расстоянии между этими сайтами. Такие 
Карты получают в результате последовательного разрезания ДНК отдельной хромо- 

сомы различающимися по сайту узнавания рестриктазами и упорядочения получае- 
Мых фрагментов после обработки каждой рестриктазой (собственно физического 

картирования). При одномоментном использовании нескольких рестриктаз получа- 
Юг фрагменты ДНК, соответствующие по длине расстоянию от концов молекулы 

АНК ло сайтов рестрикции, и фрагменты, размер которых соответствует расстоянию 

между сайтами рестрикции. В любом случае для физического картирования исход- 

ной молекулы ДНК необходимо знать расположение одного из использованных 

ПДРФ-сайтов независимо от количества локализованных в этой молекуле сайтов 

Рестрикции. Мечение рестрикционных фрагментов позволяет автоматизировать 
процесс. Преимущество этого метода состоит в возможности получения полных, без 
пробелов, карт достаточно больших участков хромосомы. Разрешающая способ- 
ность такой карты варьирует от 0,1 Мб до 1Мб, что однако ниже чем у карт контиг. 

Контиг — это набор упорядоченных перекрывающихся клонов ДНК, охватываю- 

их всю хромосому или какой-либо ее участок. Охватываемый контигом участок из- 

мерястся в п.н. До полной расшифровки генома человека контиги служили основой 

Лля построения окончательных вариантов физических карт. Контиги были получе- 

ны на основе УАС-, ВАС-, РАС- , Р1-, ^- и космидных библиотек ДНК человека. 
Для построения контигов из геномных библиотек, содержащих крупные вставки 

(УАС-, ВАС-, РАС-библиотеки), используют метод картирования, основанный на 
Эбуаружении в индивидуальных клонах библиотеки различных маркерных сайтов 

(3Т$). Таких сайтов (как правило, это короткие тандемные повторы 2—4 нуклеоти- 
Дов) в геноме человека идентифицировано около 10 000. Зная распределение марке- 
Ров в клонах, рассчитывают вероятный набор перекрывающихся клонови определя- 
Ют относительное расположение имеющихся маркерных сайтов. 

Контиги из небольших фрагментов ДНК, полученные изР1-, ^.-- икосмидныхби- 

блиотек, более удобны, Наиболее часто для построения контигов используют кос- 
мидные библиотеки, перекрывающиеся клоны которых идентифицируют методом 
геномной дактилоскопии. ДНК каждого клона, обработанная рестриктазой, форми- 
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рует уникальный набор фрагментов, выяпляемых на электрофореграмме или радио- 
автографическими методами, в зависимости от способа нанесения метки. Для орга- 
низации контига из анализируемых клонов проводят поиск меченых рестрикцион- 
ных фрагментов (общих лля пары клонов) с помощью компьютерных программ. На- 
личие перекрывающихся участков в клонах контига подтверждается построением их 
рестрикционной карты. Пробелы между контигами (поиск недостающих участков) 
заполняют нутем скрининга библиотек из крупных вставок, используя зонды из бли- 

жайших концов соседних контигов. 

Процесс определения места положения и взаиморасположения генов, КДНК или 
каких-либо маркеров (сайтовузнавания рестриктазами, ЗТ$-маркеров), присутству- 

ющих в исследуемой молекуле ДНК, называют физическим картированием. 

Генетические карты и методы их построения. Построение генетических карт осно.. 
вано на анализе сцепления полиморфных маркеров с хромосомами и сцепления оп- 
ределенных генов с этими маркерами. Оценку сцепления между генами проводят на 
основании статистического анализа сегрегации призиаков в родословной методом 
максимального правдоподобия, подсчитывая десятичный логарифм шансов (Юв8 оЁ 

Пе 044$), или ГОО-балл. Шансы рассчитывают как отношение вероятности наблю- 
дения родословной с наличием сцепления двух генов (частота рекомбинации мень- 
ше 0,5) к вероятности наблюдения родословной с отсутствием сцепления этих генов 

(частота рекомбинации равна 0,5). Гены сцеплены при ГОО > +3, и не сцеплены — 
при ГОР < —2. Методика анализа сцепления подробно описана в гл. 19. 

Методика построения генетических карт включает, формирование групп сцепле- 
ния генов, контролирующих различные наследственные признаки; исследование 
взаимного расположения генов вэтих группах и определение соответствия между ге- 
нетическими группами сцепления и цитогенетически идентифицируемыми фраг- 
ментами или целыми хромосомами. Для построения полных карт сцепления необхо- 
димо наличие в локусах каждой хромосомы часто встречающихся аллелей (марке- 

ров), принадлежность которых можно идентифицировать. Для картирования генома 
человека в качестве таких маркеров в основном используют минисателитные повто- 
ры типа ТВ (отангл. зол! аяйет гереа!з). Карты сцепления хромосом человека но- 

стоянио обновляются по мере идентификации дополнительных полиморфных мар- 
керов и локализации признаков. В результате разрешение карты постоянно повыша- 
ется. К настоящему моменту в геноме человека установлена локализация примерно 
6 000 полиморфных ДНК-маркеров, среднее расстояние между которыми =] сМ. На 

таком участке может локализоваться около 10 генов. 

18.1.4.2. СТРАТЕГИИ КАРТИРОВАНИЯ ГЕНОВ ЧЕЛОВЕКА 
И МЕТОДЫ ПОЛНОГЕНОМНОГО СКРИНИНГА 

Выбор стратегии картирования гена определяется имеющейся информацией о про- 

дукте гена и/или о функции гена. Существует две основных стратегии: «прямая гене- 
тика» — основанная на принциле «от белка к гену», и «обратная генетика» — «от ге- 
на к белку» и «от нормального гена к мутантному аллелю». Естественно, что первы- 
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ми были исследованы те гены человека, иролукт которых был охарактеризован на 
уровне белка, а метод картирования, основапный ни стратегии «прямой генетики» 
получил название функционального картирования. В большинстве случаев ни о 

природе конкретного гена, ни о его продукте, ни о механизме патологии , вызывае- 
мой мутацией этого гена, ничего не известно. Это привело к необходимости разра- 
ботки новых подходов к картированию тенов, основными из которых являются кан- 
дидатное, позиционное и позиционно-кандидатное картирование. Однако независимо 

от используемого подхода необходимо подтверждение ассоциации гена с данным за- 
болеванием путем обнаружения у больных изменений нуклеотидной послелователь- 

ности этого гена, отсутствующие у здоровых. 
Функциональное картирование используется при известном продукте гена и 

включает следующие этапы: определение аминокислотной последовательности бел- 
ка (или выделение мРНК) и реконструкция кДНК; синтез олигонуклеотидного зон- 
да и скрининг кДНК-библиотек для выделения кДНК-клона; установление хромо- 

сомной локализации гена-мишени (методом гибридизации {п зйи или др.); скрини- 

рование контигов, охватывающих район локализации тена-мишени, для определе- 
ния клонов, гибридизующихся с данным кДНК-клоном; секвенирование позитив- 
ных клонов и характеристика тена-мишени (выявление мутаций). С использовани- 

ем этого подхода у человека были картированы гены темоглобина и факторов свер- 
тывания крови. 

Кандидатное картирование основано на выборе белка-кандидата, аномалии кото- 
рого могут привести к симптомам изучаемого наследственного заболевания. Далее 
выбирают ген(ы)-кандидат(ы), исходя из данных о нуклеотидной последовательно- 

сти всех клонированных генов, и вырабатывают стратегию поиска мутаций для под- 
тверждения/опровержения ассоциации гена-кандидата и изучаемого заболевания. 
Данная стратегия не очень эффективна для картирования генов болезней человека, 

что обусловлено недостатком информации о них. С другой стороны ценность отри- 

цательного результата определяется возможностью исключитьданный ген из списка 
ответственных за данное заболевание. Наиболее успешно этот метод применяется 
ири картировании генов мультифакториальных заболеваний: так были исследованы 
некоторые гены, продукты которых участвуют в патогенезе сосудистых заболеваний 
и диабета. 

Позиционное картирование (клонирование) — наиболее перспективный метод 

картирования локусов различных наследственных заболеваний с неизвестным био- 

химическим дефектом. Этот метод, предложенный в 1980 г, основан на анализе сце- 

пления между геном заболевания и аллелями полиморфных ДНК-маркеров в семь- 
ях, что стало возможным лишь при построении подробной генетической карты ге- 
нома человека. По сути метод является генетическим картированием, но обязателен 
и последующий скринингна мутации в генах-кандидатах, лежащих внутри картиро- 
ванной области (позиционных кандидатов). Именно таким способом в настоящее 
время выявляют гены, ответственные за наследственные заболевания, и изучают ге- 
нетические механизмы сложных мультифакториальных заболеваний, в том числе и 
рака. Можно с уверенностью утверждать, что с помощью этого метода при наличии 
сиквенса всего генома человека будет достигнут значительный прогресс в дальней- 
щих исследованиях по генетике человека, как в норме, так и при патологии. 
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Методика картирования локуса наследетиенного заболевания подробно описана 
вил. 19. Метод позиционного картирования лежит в основе классической схемы 
полногеномного скрининга, 

Применение метода позиционного картирования имеет и свои ограничения. 
При наличии карт сцепления с разрешающей способностью [СМ и использовании 

дополнительных маркеров из области сцепления на практике критический размер 
области локализации патологического гена составляет 3—5 сМ. Это связано с ог- 

рапиченным числом мейозов, доступных для анализа. Для регистрации рекомби- 
наций между повреждением вДНК, приводящим к заболеванию, и аллелем поли- 
морфного маркера, удаленного на расстояние 1 СМ, в среднем необходимо иро- 

анализировать 100 мейозов, а в большинстве работ по картированию анализирует- 

ся меньшее число. К.тому же в интервале 3—5 сМ может находиться от 30 до 50 ге- 
нов, что значительно затрудняет выявление конкретного гена заболевания. Таким 
образом, классическая схема полногеномного скрининга позволяет опрелелить 
локус заболевания, но не обладает разрешающей способностью, достаточной для 
последующей идентификации патологического гена. 

Генетические технологии, обеспечивающие более точную локализацию генов на- 
зывают тонким генетическим картированием. Тонкое генетическое картирование ос- 
повано на определении гаплотинов (сцепленных групп аллелей) в популяциях боль- 
ных и здоровых индивидов по нескольким полиморфным маркерам, которые наибо- 
лее тесно спеплены с геном, ответственным за заболевание (рис. 18.12). Этот метод 

эффективен, если среди мутаций, приводящих к заболеванию, имеются одна или не- 

сколько частых. Хромосомы, несущие мажориые мутации, в большинстве случаев 
представляют собой потомки одной мутантной хромосомы — те. наблюдается так 

пазываемый «эффект основателя». Очевидно, что изначально все потомки хромосо- 
мы-основателя имели один и тот же гаплотип, который постепенно размывался в по- 
следующих поколениях за счет рекомбинационных событий. 

Анализ производных гаплотипа хромосомы-основателя, специфического лля 
данной мутации, позволяет локализовать древние сайты рекомбинаций, которые 
привели к распаду гаплотипа и, таким образом, уточнить место мутационного повре- 
ждения в гене. Параллельно данный подход позволяет определять порядок тесно 
снепленных полиморфных маркеров. В отличие от традицнонного генетического 
картирования, где для каждой семьи выявляются рекомбинации, произошедшие в 
течение нескольких мейозов, при таком подходе анализируются рекомбинации, 
произошедшие за времена, сравнимые со временем жизни мутации в популяции. 
Соответственно значительно возрастает и разрешающая способность метода. 

Эффективность этого подхода определяется, прежде всего, наличием мажорной мута- 

ции и ее возрастом. Если такой мутании не существует, имеет смысл провести аналогич- 
ные исследования в других популяциях. Обнаружение неравновесия только в одной по- 
пуляции может обеспечить успешность проведения тонкого генетического картирования 
гена, ответственного за возникновение заболевания. На основании анализа неравиовес- 

ного спепления можно определить возраст мутации. Описанная схема позволяет карги- 
ровать локус, повреждения в котором приводят к заболеванию, с точностью порядка 0,1 

СМ, что соответствует длине последовательтости 100-200 т.л.н. Втакой достаточно узкой 

области может быть провелеи поиск мутаций во всех расположенных в ней генах. 



360 Часть Г. Общая генетика 

1 

П 

ш 

ГУ 

У 

УТ 
085322] 25 31 Ш ОФ нс больные 

085136| 41 12 СО здоровые 

"ов5у76 Я з Неизвестный НМСН - статус 

Рис. 18.12. Анализ сегрегации гаплотипов маркеров на 8р21 в семье М. с наследствен- 
ной моторно-сенсорной нейропатией П типа (НМСН П). (АД-заболевание) 

Анализ генотипов в семье М. по трем маркерам: (08$322 {2}, 0851769 (3} и маркеру 08$136, 

представленному двумя аялелями (4 и 6}} позволил установить минимальную область локали- 
зации гена, ответственного за НМСН в данной семье. НМСН П-фенотип сцеплен с одним из ал- 

лелей маркера 08$136 {6} в правой ветви родословной, а в левой ветви родословной - с дру- 

гим аллелем этого маркера {4), следовательно, маркер 08$136 является дистальным (тело- 

мерным) фланкирующим маркером для локуса НМСН?Е. Обратная рекомбинация, в результа- 

те которой сцепленный с заболеванием аллель маркера 08$1769 (3} присутствует у здорово- 

го сибса №-6, позволила определить маркер 28$1769 как проксимальный {центромерный] 

фланкирующий маркер для локуса НМСН?Е. Таким образом, ген НМСН2Е находится между 
маркерами 085136 и 2851769 (интервал 16 сМ}. 
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Успешность ирнменения различных вариаитов поиска сцепления зависит от кон - 
хретной ситуации. Классический полногеномный скринингхорошо зарекомендовал 
себя лля анализа больших семей с количеством мейозов, достаточным для установ- 

ления достоверного сцепления. Этот метод применим и к выборке семей с одинако- 
во четкой клинической картиной заболевания. При исследовании ограниченного 

числа мейозов или выборок с возможной генетической гетерогенностью заболева- 
ния эффективность полногеномного скрининга снижается. Для малого числа мейо- 

зов невозможно получить достаточный [04-балл (больше трех). С другой стороны, 

высока вероятность получить положительный Год-балл меньше трех в нескольких 

независимых точках. Для гетерогенной выборки возможно ложное исключение ис- 

тинно сцепленного локуса. В этих случаях имеет смысл проводить поиск сиепления 
скандидатными локусами, анализируя каждую из имеющихся семей по отдельности. 
В случае определения сцепленного локуса для эффективного уменьшения области 
возможной локализации мутации, приводяцей к заболеванию, хорошо зарекомен- 

довал себя метод тонкого генетического картирования. 
Позицнонно-кандидатиое картировапие основано на выявлении кодирующих пос- 

ледовательностей (кДНК или внутритенных е5 Т$} вобласти хромосомной локализа- 

ции гена с неизвестным биохимическим продуктом путем анализа генетических и 
транскрипционных карт. Вероятность того, Что одна из таких послеловательностей 
окажется геном данного заболевания, достатдчно высока. При наличии молекуляр- 
ных характеристик гена-кандидата проводят его мутационный анализ. В ряде случа- 
ев для выделения геномного клона используют «кандидатные» маркеры экспресси- 
рующихся последовательностей (ЕЗТ — от англ. ехриехзей зедиепсеу 185) в качестве 

зондов. Выделенный клон секвенируют и проводят его мутационный анализ. Этот 

метод очень эффективен при наличии высокоразрешающих физических и транс- 
крипционных карт. 

Использование для картирования локусов наследственных заболеваний ЕТ 

предполагает предварительные исследования по их скринингу. Скрининг ДНК-мар- 

керов, распределенных по геному, может быть оптимизирован, если принять во вни- 
мание особенность организации генома, заключающуюся в том, что картированные 
ЕТ распределяются по хромосомам неравномерно — имеются «богатые» и «бедные» 
генами участки. На основании этого рекомендуется в первую очередь использовать 
для картирования микросателлитные маркеры, лежащие в ЕЗТ-богатых участках 

хромосом. Разработано два набора таких маркеров: набор А включает 40 маркеров, 
покрывающих примерно 1/10 тенома (принимая, что каждый маркер позволяет ана- 

лизировать 10 сМ прилежашей теномной области) и набор В, состоящий из 25 мар- 

керов, который позволяет проанализировать сцепление еще с 2200 ЕЗТ; лежащими в 

пределах 10 сМ-интервала от каждого маркера (на каждый маркер из набора В при- 

ходится в среднем по 88 картированных ЕЗТ}. Таким образом, исследование 65 мар- 

керов из наборов А и В, покрывающих лить 17% всего генома, позволяет анализи- 

ровать сцепление с -40% всех известных ЕЗТ. Такой подход сокращает время и стои- 

мость исследования по определению локусов наследственных заболеваний. 
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ПЕРСПЕКТИВЫ, НАДЕЖДЫ И ОПАСЕНИЯ 

Комплексное изучение структуры и функции генома привело к формированию са- 

мостоятельной научной дисциплины, названной <теномикой». Предметэтой науки — 
строение геномов человека и других живых существ (растений, животных, микроор- 

ганизмов и др.), задача — применить полученные знания для улучшения качества 
жизни человека. В рамках этой новой научной дисциплины проводятся исследова- 

ния по функциональной геномике, сравнительной 2еномике, а также по генетическому 

разнообразию человека. 

Бурное развитие молекулярной биологии и генетики во второй половине ХХ ве- 

ка, появление технологий рекомбинантных ДНК дали в руки исследователей моз- 

ный инструмент для изучения молекулярных механизмов болезней, для разработки 
новых молекулярных методов диагностики, терапии и профилактики различных за- 
болеваний. Итогом и продолжением развития этих исследований явился проект «Го- 
ном человека». Как следует из названия этого проекта его цель заключалась в секве- 
нировании всего человеческого генома. Расшифровка генома, состоящего из Зх 109 

п.н. и содержащего 20—28 тыс. генов, завершена в 2003 г., о чем было объявлено 
17.04.2003 г. Международным консорциумом по секвенированию генома человека. 
Знание полной нуклеотидной последовательности генома человека позволит созда- 
вать более точные генетические карты и, кроме того, ускорит илентификацию генов, 
которые были локализованы путем анализа сцепления с конкретным маркером. К. 
2001г. было идентифицировано 1,42 миллиона случаев полиморфизма по отдельным 
нуклеотидам (те нисеоН4е роутогритз, 5МРз). ЭМР-маркеры встречаются с ча- 

стотой 1 на 500 оснований; опубликована их карта. При изучении генетической вос- 

приимчивости к заболеваниям наиболее перспективно использовать внутригенные 
УМР, число которых в настоящее время составляет 60 000. Важно, что маркеры встре- 

чаются именно в гаплотипах, различающихся между индивидами, и, возможно, раз- 
работка карт гаплотипов окажется более перспективным подходом к идентифика- 
ции генов. Значительная вариабельность по разным видам ДНК-маркеров, отража- 

юшая степень изменчивости геномов, предоставляетбольшие возможности для изу- 
чения эволюционной истории разных видов организмов. 

Важнейший элемент геномных исслелований — характеристика различных ге- 
нов, составляющих эти геномы, изучение механизмов их регуляции, взаимодейст- 
вия друг с другом и с факторами среды в норме и при патологии. Охарактеризовать 
таким образом как можно большее количество генов — основная задача функино- 
нальной геномикн. Чтобы ответить на вопрос, как функционируют и как регулируют- 

ся примерно 25 000 генов, составляющих геном человека, необходимы длительные 

мультидисциплинарные исследовавния. 
Как говорилось выше, анализ любого генома включает определение нуклеотид- 

ной последовательности, белковых продуктов генов, изучение взаимодействия раз- 
ных генов и белков и механизма регуляции всей системы. После расшифровки гено- 

ма усилия исследователей фокусируются на изучении белковых продуктов генов. 
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"Угим занимается протеомика. Ее задича определить все белки, синтезируемые в 
клетке, выяснить их строение, количество, локализацию, модификацию и механиз- 

мы взаимодействия. 
Ее одно важное направление функциональной геномики — транскриитомнка — 

изучает координированную работу генов, образование первичных транскриитов, 
процессы сплайсинга и формирования зрелых мРНК. Благодаря технологии микро- 

чинов удается одновременно анализировать картину траискрипции мРНК со статы- 

сяч генов. Исследование «транскриптома» этим методом позволяет установить раз- 
личия между экспрессией генов в разных тканях, проанализировать характер экс- 
прессии в разные периоды болезни, а также классифицировать белки — на секретируе- 

мые и связанные с мембранами (определяя положение ихмРНК). 

В рамках еще одного направления функциональной геномики — питомики- ис- 

следуют генетические механизмы и генетический контроль клеточной дифференции- 
ровки и гистогенеза, а также образования субклеточных структур. 

Технологии, позволяющие анализировать молекулярные механизмы путем срав- 
нения генов или их продуктов в разных органах и тканях, а также геномов различных 
организмов, развиваются в рамках сравнительной геномики. Так, сравнения белковых 
последовательностей внутри и между видами организмов помогают получить ин- 
формацию об их потенциальных функциях. Однако при неудаче простого сравни- 
тельного анализа, основанного на гомологии с другими белками и/или на их трех- 
мерном строении, определяют разные компоненты белковых комплексов и/или клс- 
точных структур перед тем, как их истинная функция станет очевидной. Изучение 
координации внутри клетки и организма действия пакетов генов путем сравнения 
геномов разных видов основано на том, что жизненно важные регуляторные функ- 
ции сохранились у многих видов организмов на протяжении эволюции. Например, 
информация о регуляции клеточного цикла, необходимая для понимания процесса 
канперогеиеза у человека, была получена путем сравнения с аналогичными пронес- 
сами у дрожжей. Избирательная инактивация у мышей позволила определить фупк- 
ции многих эффекторов иммунной системы и регуляторов ранних стадий кроветво- 
рения, 

Параллельно с программой «Геном человека» шла работа по секвенированию ге- 
номов организмов, имеющих значение для здоровья и жизнеобеспечения человека. 
Такая информация необходима, чтобы наиболее эффективно использовать знания, 

полученные при разработке проекта «Геном человека» . 
Наибольший успех достигнут в секвенировании геномов патогенных для челове- 

ка организмов и переносчиков заболеваний, что имеет непосредственное приложе 
ние к профилактике, диагностике и лечению инфекционных и трансмиссивных за 
болеваний. Уже секвенировано или частично секвенировано более 30 геномов важ 

ных бактерий и паразитов, среди которых НаеторйЙиз тЛиепгае, Зассйатотусех сете 

убае, Мусобаслетит шфетсио5, СатруюБачег дейить, Езсйенсйа сой, ИБО спреи 

Мусораченит 1ергае, Мебуейа тети, Утерюсоссих рпеитотае, Уегута рез 

Зартопейа прититит. В ближайшие 2—4 года ожидается завершение проектов по сс 

квенированию более 100 других видов, среди которых В/азто@ит ДиИетрагип 

Гезйтата, Тпрапозота Бгисер, Тпрапозота сгизр, АзрегаШиз /ипиваиих, ВасШиу атйтиа 

Ссквенированы практически все геномы вирусов и почти все белок-кодирукиии 
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районы геномов прокариот. Расшифровка вирусных теномов, знание механизмов 
инфицирования, репликации и формирования новых вирусных частиц, позволяют 
проектировать новые антивирусные лекарственные нрепараты, которые разрушают 

вирусный геном, мешая синтезу белков или блокируя передачу вируса из клетки в 
клетку. Широкое использование ИЦР для идентификации организмов, трудно вы- 
рашиваемых в культуре, неоценимо для диагностики и контроля инфекционных за- 

болеваний. Например, ПЦР-метод позволяет отслеживать и оценивать активность 

инфекционного процесса до и по ходу лечения при вирусном гепатите С. С помо- 
цью микрочипов можно изучать экспрессию различных наборов генов у микробов 
и паразитов на разных фазах инфекции, анализировать механизмы вирулентности и 
устойчивости патогенов к зашитным механизмам хозяина и лекарственным средст- 
вам. Информация о характере генной экспрессии на разных стадиях клеточного ци- 
кла у патогенных микроорганизмов, обнаружение генов их вирулентности позволя- 
ет выявить новые точки возможного приложения лекарственной терапии. С помо- 
щью этого подхода, а также данных по секвенированию генома Р/азтофит К/с! 

рагит, удалось выявить блокатор ключевого для Разтофит ЛИсрагит, метаболиче- 

ского пути, называемого ООХР. Данный путь характерен для всех растений и бакте- 

рий, но отсутствует у человека, Блокатор ООХР-пути — препарат фосмиломицин — 

эффективен против полирезистентных к хининовым препаратам штаммов плазмо- 
дия и является родоначальником нового класса антималярийных лекарственных 
средств. 

Секвенирование геномов патогенных организмов предоставляет информацию и 
о новых генах с неизвестной функцией, которые могут быть использованы для раз- 
работки не только новых классов диагностикумов и лекарственных срелств, но и 
вакцин. Так, при секвенировании генома вирулентного штамма М№5ейа тетя 

группы В, приводящего к гнойному менингиту, было определено свыше 500 поверх- 

ностно-экспрессирующихся или секретирующихся белков (поверхностных антиге- 
нов). Соответствующие им последовательности ДНК были клонированы и экспрес- 

сированы в бактериях, а продукты экспрессии, предположительно являющиеся зна- 
чимыми поверхностными антигенами, использованы для иммунизации мышей. В 
результате появилисьдве высоко устойчивые вакцины-кандидаты. В настоящее вре- 

мя вакцины против №е5зейа тептата! групп А и С, широко используются в прак- 

тике и присутствуют в календаре прививок. Продолжаются испытания на модель- 
ных объектах, в частности на мышах, кандидатных противотуберкулезных вакцин, 

одна из которых представляет собой фрагмент ДНК, кодирующий белок теплового 

ока М. дибегси(ояй (генная иммунизация). Эта вакцина не только защищает здоро- 

вых мышей от болезни, но и лечит уже инфицированных. Предварительное клини- 

ческое тестирование проходят и другие вакцины, основанные на ДНК: среди них 
вакцины для профилактики малярии. В настоящее время у животных проводится 
генная иммунизация лля выработки иммунитета к некоторым вирусным патогенам 
(ВИЧ, вирусы гепатита, герпеса, бешенства) и малярийному плазмодию. 

Определение полной нуклеотидной последовательности ДНК комара Апорйеез 
яатЫае, (переносчика малярии} позволит выявить различия в геномах комаров, свя- 
занные со способностью к передаче заболевания. Полученную информацию можно 
использовать для «конструирования» с помощью транспозонов таких особей, у кото- 
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рых эта способность спижена. Внедрение транстенных комаров в природную эко- 

систему приведет к снижению заболеваемости малярией. 

эазличия индивидуальных ответов организма хозяина на инфекционный агент, 

летермипированы генетически. Необходимо идентифицировать семейства генов, 

участвующих в модификации восприимчивости к заболеваниям. Например, вслучас 

малярии это гены серповидноклеточности и наследственного овалоцнтоза, что сле- 

луст учитывать при оценке эффективности противомалярийной вакцины. Обнару- 

жение мутаций, изменяющих структуру хемокинового рецептора (он участвует в 

проникновении ВИЧ в клетку) и проявляющихся выраженной резистентностью к 

СПИДу, послужило толчком к разработке нового подхода к терапии этого заболева- 

ния — создания аналога хемокинового рецептора, препятствующего проникновению 

вируса в клетки. Можно надеяться, что полученные знания о тонких механизмах ор- 
танизма против инфекционных агентов помогуг нам в поиске наиболее логичных 

путей лечения большинства инфекционных болезней. 

Анализируя вместе данные о структуре геномов патогенных организмов, геномов 

переносчиков заболеваний, а также генома человека, можно выявлять причины ин- 

дивидуальных различий в восприимчивости к ряду заболеваний в человеческих по- 
пуляциях. Такие исследования позволят более эффективно использовать информа- 

цию о распространении инфекционных заболеваний внутри тех или иных популя- 

ций и прогнозировать эпидемиологическую обстановку в отношении «новых» опас- 

ных инфекций, например, одного из вариантов болезни Крейтифельда-—Якоба, фа- 

тальной инсомнии, новых штаммов вируса гриппа, хантавирусов. Это обеспечит 

своевременную разработку новейших подходов к профилактике этих заболеваний. 

Ценная информация может быть получена при расшифровке геномов таких хо- 

рошо изученных биохимически и генетически модельных организмов, как нематода 

Саепограф ай еевапх, плодовая мушка ОгозорйЙа тевповаяег и дрожжи бассйатотусеу 

сегеузае. 

Известно, например, что процессы старения могут быть связаны с ослаблением 

механизмов защиты от вредных воздействий эндогенных и экзогенных оксилантов 

на ДНК и белки. Такая физиологическая система может быть чрезвычайно консер- 

вативной и присутствовать у эволюционно далеких видов. И действительно, у дрозо- 

филы обнаружена копия аллельного варианта гена нематоды (4/2), участвующего в 

процессе старения. 

Простота генома рыбки Дан также открывает хорошие перспективы для инен- 

тификации и изучения функций генов, которые сохранились на протяжении эволю- 

ции. Для идентификации кодирующих последовательностей и регуляторных рай- 
онов в геноме человека и патогенных организмов наибольшее значение играет изу- 

чение генома мыши. Это связано с наличием у мыши и человека больших сегментов 

хромосом, имеющих одинаковый порядок расположения генов (синтення). К. тому 

же ряд болезней мыши сходны с таковыми у человека. Используя методику эмбрио- 

нальных стволовых клеток, можно «нокаутировать» гены по одному и исследовать их 

функции, а также воспроизводить не сушествующие в природе у мыши аналоги за- 

болеваний человека. Изучение вариаций клинического фенотипа моногенных бо- 

лезней иа мышах, подвергнутых зутбридингу, позволяет выявлять гены, меняющие 

лечение таких заболеваний, и находить аналогичные гены-модификаторы у челове- 
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ка. Таким образом, мыши служат хорошей моделью при расшифровке молекуляр- 

ных механизмов патогенеза как моногенных, так и сложных мультифакториальных 
заболеваний. Чрезвычайно полезны они и при испытании новых лекарственных 
средств. 

Проекты по картированию и секвенированию геномов растений направлены на 
выявление генов, контролирующих рост, плодовитость, устойчивость к патогенам, а 
также на «конструирование» трансгенных растений с необычными свойствами, на- 
пример: картофеля, вырабатывающего токсичный для колорадского жука белок; ри- 
са, продунирующего провитамин А, необходимый для профилактики заболеваний 

глаз и инфекций, и других. На основе генетически модифицированного картофеля 
получена и испытана рекомбинантная вакцина против гепатита В (поверхностный 

антиген). Разрабатываются подобные съедобные вакцины против холеры, кори и 
вируса папилломы человека, участвующего в развитии рака шейки матки. Инфор- 

мация о геноме высокоурожайных и устойчивых к неблагоприятному воздействию 
среды растений используется не только вгенной инженерии, она чрезвычайно важ- 
надля анализа геномову других организмов. Например, анализ взаимодействия раз- 
ных генов у растений, в результате которого меняется их фенотип (скажем, рост и 
устойчивость к болезням у томатов), указывает направление поиска похожих меха- 
низмов, действующих у животных и человека. Методики, применяемые лля перено- 
са генов у растений, выяснение их достоинств и недостатков, позволяют избежать 
ошибок при использовании аналогичных подходов в генной терапии человека. 

Достижения функциональной геномики уже сейчас находят применение вмеди- 
цинской практике. За последние 20 лет идентифицировано около 1700 генов, мута- 

ции в которых приводят к моногенным болезням, выявлено =100 генов, обусловли- 

вающих различные формы рака. Установлено, что моногенные болезни характери- 
зуются значительным клиническим полиморфизмом даже внутри семей с одинако- 
вой мутацией, Тяжесть клинической картины определяется присутствием в геноти- 
пе различных модифицирующих генов, действие которых часто отсрочено. Средо- 

вые факторы также могут изменять фенотип. Эти данные используются для опреде- 
ления носительства мутаций, популяционного скрининга, пренатальной диагнос- 
тики. 

Молекулярнобиологический подход оказался полезным и при изучении канце- 

рогенеза. Данные о механизмах трансформации протоонкогенов и генов-супрессо- 
ров опухолевого роста позволили классифицировать определенные опухоли по ха- 
рактеру экспрессии различных наборов генов, а благодаря технологии микрочипов 
удалось показать, что разные варианты генной экспрессии определяют различный 
прогноз. Этот факт дает возможность сделать терапию рака более функционально 
направленной. Например, при формах рака, сопровождающихся низкой активно- 

стью тирозинкиназы, вместо радио- и химиотерапии, уничтожающих и злокачест- 
венные и здоровые клетки, можно назначать больным тирозинкиназу, действую- 
щую только на клетки опухоли. ДНК-диагностика помогает выявлять носителей 

мутаций и проводить своевременное профилактическое лечение пораженных ин- 
дивидов. Например, диспансеризация и своевременное хирургическое лечение но- 
сителей гена семейного аденоматозного полипоза могут предотвратить развитие у 
них рака толстой кишки. Исследования по ДНК-диагностике и терапии рака по су- 
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ги дела только начались, но, возможно, что со временем они послужат основой для 
разработки программ понуляциопного скринишя рака. 

Для исслелования генов мультигениых систем, обусловливающих развитие 
мультифакториальных заболеваний, восновном применяется два подхода: изучение 
каидидатных генов и анализ сцепления. Однако в ряде случаев при изучении этой 
груины патологии необходимо сравнение полных геномов. Использование полио- 
теномного скрининга позволило идентифнцировать ген предрасположенности к 
диабету второго типа, продукт которого является представителем кальпаинподоб- 
ного цистеинового семейства протеаз, Этот результат может свидетельствовать о су- 
ществовании до сих пор не описанного пути регуляции метаболизма глюкозы и, 
следовательно, о недостаточности наших знаний о биохимических процессах, про- 
исходящих в организме, и непонимании механизмов развития мультифакториаль- 
ных заболеваний. 

Индивидуальная вариабельность ответа на прием лекарственных препаратов ио- 
служила основой для развития нового направления исследований — фармакогеноми- 

ки, Эта область геномики изучает вклад генетической компоненты в токсичность и 
эффективность лекарственного препарата для данного организма. Было обнаруже- 

но, например, что у людей, страдающих недостаточностью глюкозо-6-фосфат-де- 

гидрогеназы, в ответ на противомалярийные и другие оксиданты возникает тяжелая 
гемолитическая анемия. Эффективность и токсичность противотуберкулезного 

препарата изониазида обусловлены скоростью инактивации этого лекарства у кон- 
кретного больного. Такие исследования создают предпосылки для подбора лекарст- 

венного препарата и его дозы строго индивидуально, в соответствии с данными 
ДНК-типирования и биохимичесими особенностями каждого пациента, В популя- 

циях с высокой частотой побочных эффектов на лекарственный препарат, исполь- 

зуемый для лечения распространенного заболевания, генетический скрининг про- 
водить особенно важно. Идентификация генов резистентности к лекарствениым 
препаратам у патогенных организмов позволяет скринировать их популяции с по- 
мощью ДНК-технологии. Подобные эпилемиологические исследования необходи- 

мы для повышения эффективности терапии инфекционных заболеваний в каждой 

конкретной популяции. 

Данные функциональной геномики должны учитываться не только в терапии 

широко распространенных заболеваний, на их основе разрабатываются новые мето- 

ды лечения моногеных заболеваний. К.таким методам можно отнести генную тера- 
пию и терапию стволовыми клетками (гл. 26}. 

Несмотря на колоссальные возможности геномных технологий для профилакти- 
ки, диагностики и лечения заболеваний, не следует пренебрегать традиционными 
подходами и методами клинической медицины. Более того, стремительное развитие 
геномики привело к постановке ряда вопросов о целесообразности, экономической 
эффективности, безопасности и доступности использования ряда ее резульгатов, а 

использование геномных технологий породило ряд биоэтических, социальных и 
правовых проблем. 
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18.2.1. БИОЭТИЧЕСКИЕ ПРОБЛЕМЫ ГЕНОМИКИ 
ВХХ веке к традиционным методам и средствам медицинского вмешательства добави- 

лись новые, втом числе, генетические. На протяжении 100 лет своего развития тенетика. 

человека и медицинская генетика поступательно продвигались по пути: 1} выявления на- 
следственной природы отдельных признаков и недугов человека, 2) демонстрации при- 
ложимости к человеку правил Менделя и хромосомной теории наследственности, 3} раз- 

работки базовых генетико-статистических методов прогноза здоровья в семьях. 

В настояшее время известно, что носителем генетической информации, передающей- 

ся отродителей к детям, служит ДНК хромосом клеточных ялер, составляющая его геном. 

Одна из основных функций ДНК -— кодирование генетических текстов (генов), 

определяющих время, место и интенсивность синтеза каждого белка в организме. В 
строении генов и хромосом изредка возникают нарушения. Их масштаб варьирует 
от перемешений, замены, добавления или утраты единичных нуклеотидов до замет- 
вых под микроскопом аномалий отдельных хромосом и даже всего хромосомного на- 
бора. Нарущения в строении ДНК и хромосом часто приводят к патологии, вызывая. 

енные и хромосомные болезни или способствуя развитию разнообразных хрониче- 

ских заболеваний и пороков развития человека. 

Обилие новых данных о тонком строении генома человека, полученных в рамках 
одноименной международной программы, породило целый рял прикладных разра- 
боток, ориентированных на решение основных задач медицины — диагностику, ле- 
чение и профилактику заболеваний человека. Тонкие методы выделения, фрагмен- 

тации, полимеризации, картирования и гибридизации ДНК уже вошли в лаборатор- 

ную и клиническую практику. Причем, в диагностике разных форм патологии про- 
грессивно возрастает значение геномных технологий. 

Современные молекулярнобиологические методы позволяют расщеплять хромо- 
сомную ДНК человека на относительно короткие отрезки, доступные для полной рас- 

шифровки. Благодаря этому появилась возможность выявлять и картировать нахромо- 
сомах избыточные, недостающие или измененные послеловательности ДНК. К. насто- 

ящему времени обнаружено и изучено несколько сотен патологически измененных по- 
следовательностей ДНК, обусловливающих развитие различных заболеваний. Практи- 

чески это означает возможность точного диагноза и прогноза заболеваний, поскольку 
изменения в геноме присутствуют и передаются от клетки к клетке не только во время 
уже разыгравшейся болезни, а постоянно, во всех клетках тела с самого начала эмбри- 
онального развития, В последние годы активно разрабатываются методы сенно-инже- 
нерного конструирования срелств переноса корригирующих ДНК-последовательно- 

стей. Существование таких средств «доставки» делает молекулярную заместительную 
терапию геиетических дефектов реальностью, 

Сходное с генетикой положение имеет место и в других разделах биомедицины — 
репродукции человека, трансплантации клеток, тканей и органов и тд. Все нараста- 
ющее проникновение в медицину различных биотехнологий привело к вычленению 
из общей и медицинской этики специального раздела — биоэтики, имеющей уже 20- 

летнюю международную историю. 
При ближайшем рассмотрении совокупность этических (биоэтических) норм пове- 

дения человека складывается изтрех составляющих: врожденной, доктринальной и кон- 
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венциональной этики. Правила врожденной „ники устанавливаются обычно как инстин- 

ктивное поведение человека, им не обучаюг сознательно, с ними появляются на свет. 

Доктринальная этика — это, прежде всего, этика религиозная или базирующаяся 

на какой-либо иной идеологической доктрине и присутствующая во всех человече- 

ских сообществах, начиная с самых древних. 
Наконец, есть этика конвенциональная, которая устанавливается по взаимной до- 

говоренности людей или человеческих общностей: взаимосогласованные правила 

поведения по отношению друг к другу. 
Соблюдение норм этики особенно важно в эру высоких гено-, био- и иных тех- 

нологий, инвазивных по отношению к человеку, и не только к его соматическому 

статусу, но и кего интеллектуальной, эмоциональной, духовной сфере (что тоже бы- 

вает) и даже кего потомству. 

Ввиду того, что мир населен многими народами с разными религиозными и идеоло- 

гическими воззрениями, нормы биоэтики варьируют. Так, водном международном об- 

следовании по биоэтике, которое было организовано Национальным институтом здо- 

ровья США и в котором участвовали исследователи из 39 стран (в том числе, и группа 
из России), выявилось, что есть некоторые частные этические понятия, действие кото- 

рыхограничено какой-либо одной общностьюлюдей, например, одной нацией, одним 

этносом или адептами определенной веры. Вместе с тем, есть нормы этики общепри- 

нятые на более высоком наднациональном, региональном уровне. Наконец, сушеству- 

ютеще и некоторые этические элементы глобальной значимости. Все эти аспекты в на- 

стоящее время широко обсуждаются международным сообществом, 

В глобальной биоэтике есть некоторые ключевые понятия или постулаты. Четыре 

из них можно назвать наиболее важными: 1} «автономия личности» — право челове- 

ка самому решать все вопросы, которые касаются его тела, психики, эмоционально- 

го статуса; 2} «справедливость», которая подразумевает равный доступ всех людей к 

общественным благам, это касается и медицинского обслуживания; 3) гиппократов- 

ское «не врели», означающее, что эгично применять к какому-либо лицу лишь те 

воздействия, которые не причинят ему вреда и 4) «не только не вреди, но и сотвори 

благо». Эти четыре принципа рассматриваются как центральные на всех уровнях 
биоэтики и во всех ее разделах и аспектах во всем мире. 

Широкое клиническое применение генодиагностики и генетического скриниига 

привело к накоплению образцов ДНК вспециализированных «банках». Использова- 

ние этих образцов для исследовательских и диагностических целей требует регла- 

ментации. Разработку нормативных документов в этой сфере осуществляет этиче- 

ский комитет Всемирной Организации Здравоохранения. Информация о ДНК важ- 

на не только для самого индивида, но и для его родственников, поэтому в первую 

очередь должен быть решен вопрос о доступности для них хранящихся образцов. 

Супруг донора может быть проинформирован о факте помещения ДНК в банк, 

но не должен получать информацию о ней без согласия донора. Работодатели, стра- 

ховщики, работники образования и др. третьи стороны не должны иметь доступа к 

хранящейся информации. При проведении научных исследований образцы в обез- 

личенном виде могут быть предоставлены банком ДНК с согласия донора. Слелует 

иметь в виду, однако, что использование обезличенных образцов исключает возмож- 

ность применения полезных для данного донора результатов научного исследования 
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для блага его собственного здоровья и здоровья членов его семьи. Для регламента- 
ции работы банков ДНК представляется наиболее правильным получение письмен- 

ного информированного согласия донора ДНК на предоставление его образца для 

научных исследований. Согласие может также включать разрешение на предостав- 
ление образца родственникам или супругам. 

Этические проблемы исследования генома человека и практического использования 
геномныхтехнологий находятся в центре внимания ВОЗ, Международных комитетов по 

бисэтике при Совете Европы и ЮНЕСКО, Названными организациями уже разработа- 

ны основные документы по рассматриваемой проблематике. 

ЮНЕСКО в 1997 г единогласно принята «Всеобщая декларация о геноме челове- 

ка и о правах человека», которая стала первым всеобщим правовым актом в области 
биологии, гарантирующим соблюдение прав и основных свобод и учитывающим не- 
обходимость обеспечения свободы исслелований. Свобода проведения научных ис- 

следований является составной частью свободы мысли, Цель прикладных исследо- 

ваний генома человека — уменынение страданий людей и улучшение состояния здо- 
ровья каждого человека и всего человечества. Ученые, а также лица, принимающие 
политические решения в области науки, обязаны учитывать этические и социальные 
последствия исследований генома человека, 

Этими проблемами занимается и Совет Европы, который принял в 1996 г. «Кон- 
венцию о правах человека и биомедицине». В ней уже нашли отражение особенно 

близкие к генетике и геномике проблемы. Сейчас этот документ конкретизируется и 

детализируется. Четыре группы экспертов: по генетике человека, по эмбриологии, 
но репродукции и по социальным аспектам здравоохранения готовят дополнитель- 
ные протоколы к принятой конвенции, которые должны быть предложены на утвер- 
ждение Европейскому парламенту. 

В России существуют Основы законодательства по охране здоровья, в которых 
изложены правила поведения врача по отношению к пациенту, Правда, специфика 
поведения врача с больными наследственными болезнями, там никак не обозначе- 

на. Имеется Федеральный закон о генно-инженерной деятельности. Есть проект за- 

кона «О правовых основах биоэтики и гарантиях ее обеспечения». Это один иззако- 

нопроектов, вызвавших у общественности оживленные дебаты, так как оказалось, 
что разброс мнений относительно биоэтики в нашем обществе очень велик, 

Большое значение для общества имеет взгляд на биоэтические проблемы Русской Пра- 

вославной церкви. В ряде документов даны взвешенные оценки основным направлениям 
прикладной геномики и репродуктивной медицины и их совместимости с Православием. 

Представляется, что правовая и этическая регламентация медицинских прило- 
жений генотехнологий в России должна строиться с учетом и международного опы- 
та, причем для решения возникающих проблем требуются совместные усилия меди- 
ков, генетиков, юристов, философов, социальных работников и богословов. Однако 
существующая система образования мало способствует их взаимопониманию. Осо- 

бое значение имеет и повышение информированности всего общества и отлельных 
его групп в вопросах генетики и использования современных генетических техноло- 
гий. Важно, чтобы люди не испытывали излишних страхов перед достижениями ге- 
негики, и в то же время пе имели завышенных ожиданий, 
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МЕДИЦИНСКАЯ 
ГЕНЕТИКА 



лава 

НАСЛЕДСТВЕННОСТЬ 
И ПАТОЛОГИЯ ЧЕЛОВЕКА 

19.1. ПРЕДМЕТ И ЗАДАЧИ МЕДИЦИНСКОЙ 
ГЕНЕТИКИ 

Медицинская генетика — важный раздел современной генетики, изучающий роль 
наследственных факторов в возникновении патологических симптомов и признаков 
в организме человека. Человек, как объект генетических исследований сложен и 
вместе с тем удобен, Сложность связана с существованием ряда ограничений, возни- 
кающих при проведении научного эксперимента. Например, к человеку абсолютно 
неприменим метод экспериментальной гибридизации, не всегда возможно одновре- 
менное обследование представителей трех и более поколений семьи и тд. С другой 

стороны, бурное развитие молекулярной и клеточной биологии существенно расши- 

рило наши представления о биохимических, физиологических, молекулярных и дру- 
гих важных процессах, происходящих в организме здорового человека, что позволя- 
ет судить о тонких патогенетических механизмах отдельных клинических симпто- 
мов и заболеваний. Известно, что наследственные болезни — это часть общей на- 

следственной изменчивости человека как биологического вида, обеспечивающей 
его эволюцию и приспособление к меняющимся условиям внешней срелы. Кроме 
того, существует довольно много человеческих популяций, характеризующихся вы- 
соким уровнем инбридинга и изоляции. Изучение таких популяций позволяет су- 
дить о механизмах распространения мутантных генов и поддержания их частоты на 
определенном уровне из поколения в поколение. 

Развитие медицинской генетики происходило скачкообразно. Каждый новый 

прорыв был результатом появления нового эффективного метода исслелования. Так, 
ощутимого прогресса в области медицинской генетики удалось достигнуть в 50-е го- 

ды ХХ столетия, когда были разработаны методы кариотипирования. Именно в это 

время, выявлены и охарактеризованы основные синдромы трисомий по аутосомам и 
половым хромосомам. Однако революционный прорыв в медицинской генетике 
стал возможен благодаря молекулярно-генетическим методам и, прежде всего, гиб- 
ридизации нуклеиновых кислот. Метод амплификации ДНК (получение множества 

копий нужного фрагмента генома) в значительной степени компенсировал отсутст- 
вие гибридизационного метода в медицинской генетике. Использование молекуляр- 
ных подходов позволило не только картировать гены человека, но и идентифициро- 
вать в них основные типы мутаций, обусловливающих развитие наследственных за- 
болеваний. К настоящему времени картировано более 1000 генов человека, контро- 
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лирующих возникновение той или иной патологии; больше половины этих генов 

клонированы. Данные о вновь идентифицированных генах и болезнях со всего мира 

стекаются в лабораторию генетики, руководимую профессором Мак-Кьюсиком в 

Университете Джона Хопкинса в Балтиморе, США. Каждое идентифицированиое 

наследственное заболевание вносится в созданный в данной лаборатории «Каталог 

наследственных болезней человека», ему присваивается индивидуальный номер, 

первая цифра которого определяет тип наследования болезни. Так, для аутосомио- 

доминантного типа используется номер 1, для аутосомно-рецессивного — 2; Зи 4 — 
для Х- и У-сцепленного типов, соответственно, и 5 — для митохондриальных заболе- 

ваний. В последние годы в Каталоге появился еще один номер — 6. К этой группе от- 

носят вновь выделенные генетические варианты уже известных нозологических 

форм и идентифицированных генов. Большую роль в решении проблем медицин- 
ской генетики играет создание и исследование генетических линий животных, имс- 

ющих сходные нуклеотидные последовательности кодирующих, регуляторных и ии- 
тронных областей многих генов с генами человека. Проводимые параллельные ис- 

следования генома человека и мыши позволяют существенно повысить эффектив- 

ность исследования молекулярных основ наследственных болезней человека. 
Использование лабораторных животных, имеющих мутации в генах, гомологичных 

генам человека, в ряде случаев даетединственную возможность выявления основ па- 

тогенеза наследственных болезней. 

Изучение реализации генетических механизмов на клеточном, молекулярном, 

организменном и популяционном уровнях привело к выделению различных разде- 

лов медицинской генетики — популяционной, клинической, биохимической, цито- 

генетики, иммуногенетики, генетики развития, генетики соматических клеток, мо- 

лекулярной генетики, фармакогенетики и других. 

Популяционная генетика изучает поведение мутантных генов в популяциях чело- 

века. Этот раздел медицинской генетики посвящен анализу влияния генетико-авто- 

матических процессов (дрейфа генов), миграции, отбора, скорости мутационного 

процесса на частоту генов и отдельных генотипов. Одновременно с этим популяци- 

онная генетика изучает эпидемиологию (распространенность и спектр) наследстве! - 

ных заболеваний в популяциях с различной структурой. 

Бнохнмнческая генетика — изучает особенности патогенетических механизмов на- 

следственных заболеваний, протекающих с нарушением различных биохимических 

процессов в организме человека. Особое внимание исследователей, работающих в 

области биохимической генетики, привлекают наследственные болезни обмена ве- 
ществ, то есть, те заболевания, при которых известен белковый продукт гена и иден- 

тифицированы основные пути его биохимических превращений в организме. Один 

из разделов биохимической генетики, интенсивно разрабатываемых в последние го- 

ды — так называемая протеомика — наука, основной задачей которой является иден- 

тификация белковых продуктов, экспрессируемых генами, и анализ их биохимиче- 

ских превращений. 

Клиническая генетика — наиболее практически важный раздел медицинской гене- 

тики, направленный на выявление симптомов наследственных болезней и разработ- 

ку способов их профилактики и лечения. Одно из наиболее перспективных направ- 
лений клинической генетики — анализ признаков и показателей, характеризующих 
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генетически гетерогенные варианты сходных по клиническому течению заболева- 

ний. Выявление таких особенностей будет способствовать созданию алгоритма их 

адекватной диагностики с помощью молекулярно-генетических и биохимических 

методов обследования. К. сожалению, в настоящее время, для большинства наслед- 

ственных заболеваний не разработаны методы эффективного лечения, в связи с чем 

на первый план выступают проблемы их точной диагностики и профилактики. Наи- 

более эффективным способом профилактики наследственных заболеваний является 

медико-генетическое консультирование семей. Более подробно © проведении меди- 

ко-генетического консультирования будет рассказано в тл. 25. 

Клиническая цитогенетика — раздел современной медицины, занимающийся раз- 

работкой способов диагностики хромосомных аномалий у человека и изучением 

особенностей их клинических проявлений. 

Молекулярная медицинская генетика — раздел медицинской генетики, задача 

которого состоит в картировании и анализе мутаций, детерминирующих различные 

наследственные заболевания человека. 

Помимо этих основных разделов медицинской генетики, выделяют иммуногене- 

тику, изучающую генетические механизмы иммунного ответа, онкогенетику, опре- 
деляющую генетические механизмы опухолевого роста клеток, генетику онтогенеза, 

выядляющую особенности генетического контроля процессов раннего эмбриональ- 

ного развития, В последние годы в рамках различных медицинских специальностей 

стали выделять разделы, посвященные изучению наследственных болезней, напри- 

мер, нейрогенетику, изучающую особенности наследования болезней нервной систе- 

мы, офтольмогенетику, изучающую наследственные заболевания органа зрения и др. 

19.2. КЛАССИФИКАЦИЯ НАСЛЕДСТВЕННЫХ 

БОЛЕЗНЕЙ 

Систематика наследственной патологии человека всегда представляла одну изсамых 

сложных задач медицинской генетики. Классификация наследственных болезней до 

сих пор окончательно не разработана. Это в значительной степени связано с трудно- 
стями, возникающими при выборе критерия, который должен быть положен в осно- 

ву выделения отдельных групп и форм наследственной патологии. В качестве одно- 

го изтаких критериев можно было бы использовать общность патогенетических ме- 

ханизмов наследственных болезней. Однако такое деление может привести к тому, 

что в одну группу попадут заболевания, различные по клиническим проявлениям, 

что значительно затруднит использование этой классификации в клинической пра- 

ктике. В последние годы в связи со значительными успехами, достигнутыми при изу- 

чении природы большого числа наследственных заболеваний, возникли все предпо- 

сылки для создания генетической классификации, основанной на различиях в 

этиологии. Однако и в этом случае при создании единой классификационной стру- 

ктуры наследственных заболеваний возникают трудности. Они связаны с наличием 
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тепетической гстерогеиности, в резульйие которой может не наблюдаться прямой 

корреляции между генотипом и енотином. Хороию известно, что идентичное по 

клиническим проявлениям заболевание может быть обусловлено мутациями в раз- 

иых тенах (локусная гетерогеиность), в то же время, различные мутации В одном и 

том же гене в ряде случаев, могут детерминировать совершенно разные болезни (ал- 

дельная гетерогенность). Все это приводит к тому, что в настоящее время оказывает- 

ся певозможным создание такой классификации наследственных болезней, которая, 

как мечтал выдающийся отечественный генетик С.Н. Давиденков, будет не «систе- 
мой фенотипов, а системой генов». 

В настоящее время в качестве рабочей классификации наследственных болезней 

человека, наиболее часто используется их деление на четыре основные группы: 

1) болезни, обусловленные мутацией водном гене, наследование которых подчи- 

няется менделевским закономерностям (так называемые, моногенные менделирующие 

заболевания); 
2) хромосомные синдромы, являющиеся следствием структурных или количествен- 

ных перестроек хромосом; 

3) мульпифакториальные заболевания, для возникновения которых необходимо 

сочетанное действие генетических и средовых факторов, в том числе и болезни со- 

матических клеток, к которым относятся ряд опухолей и заболевания, возникающие 

в связи с процессами старения организма; 

4} маногенные заболевания с нетрадиционным, отличающимся от менделевскоед, ти- 

пом наследования — эта группа выделена в последнее десятилетие. 

В рамках этих четырех групп болезней выделяют различные подгруппы, объеди- 

ненные на основании органного принципа (например, наследственные болезни 

нервной системы, скелета, глаз и др.), типа наследования (аутосомно-доминантные, 

аутосомно-рецессивные, Х-сцепленные ломинантные и Х-сцепленные репессивные 

заболевания), сходства патогенетических механизмов и других критериев. В рамках 

такой классификационной структуры, в свою очередь, выделяют подклассы в зависи- 

мости от преимущественной топографии пораженного отдела, особенностей клини- 

ческих проявлений или преимушественной локализании ферментов, функции кото- 
рых нарушаются при мутациях. Так, например, в структуре наследственных нейроде- 

генеративных заболеваний выделяют нервно-мышечные, экстрапирамидные болез- 

ни, спастические параплегии, атаксии и тд., характеризующиеся преимущественным 

поражением различных отделов нервной системы, В ряде случаев при классификации 

используют, так называемый, функциональный подход, при котором заболевания 

группируются на основе общности патогенетических механизмов. Например, выле- 

ляют каналопатии, возникающие при нарушении функционирования ионных кана- 
лов в различных клетках организма, болезни обмена, болезни обусловленные 

нарушением сигнальной трансдукции, мембранопатии, коллагенопатии, болезни иа- 

рушения репарации ДНК и др. При классификации наслелственных болезней обме- 

на в одну группу часто объединяют болезни, связанные с недостаточностью фермен- 

тов, локализованных в тех или иных клеточных органеллах, например, выделяют ли- 

зосомные, пероксисомные, митохондриальные болезни, Особенности этиологии, па- 
тогенеза, клинических проявлений, а также способы диагностики и профилактики 

различных групл заболеваний описаны п соответствующих разделах. 



380 Часть !. Медицинская генетика 

19.3, МЕТОДЫ МЕДИЦИНСКОЙ ГЕНЕТИКИ 
В медицинской тенетике используется набор специальных методов исследования, 
позволяющих решать как научные, так и прикладные залачи. В первом случае основ- 
ной интерес исследователей направлен на установление роли наследственных фак- 
‘торов в возникновении того или иного заболевания человека и изучение его этиопа- 
тогенетических механизмов, во втором — на разработку способов диагностики и про- 
филактики наследственной патологии в отягощенных семьях. 

19.31. КЛИНИКО-ГЕНЕАЛОГИЧЕСКИЙ МЕТОД 

В основе генеалогического метода, предложенного в конце ХХ века Ф.Гальтоном, ле- 

жит составление родословных, на основании выявления всех членов анализируемой 

семьи, установления степени их родства, и прослеживания того или иного признака 

в ряду поколений. 

Применительно к целям медицинской генетики этот метод часто называют кли- 

пико-генеалогическим, так как наибольший интерес исследователей в этой области 

вызывает изучение сегрегации патологического симптома или болезни. Клинико-ге- 

иезлогический метод наиболее универсальный и поэтому используется для решения 

широкого круга задач медицинской генетики. Несмотря на появление новых лабора- 

горных методов, анализ родословных не потерял своей актуальности и успешно при- 

меняется для установления наследственного характера признаков и заболеваний. 

Правильно составленная родословная с выявлением всех членов семьи, установле- 

нием между ними родственных связей и оценкой состояния их здоровья позволяет с 

достаточно высокой вероятностью установить тип наследования и определить пене- 

трантность и экспрессивность мутантного гена. 

Тщательный анализ клинических проявлений заболевания у больных из одной и 

той же семьи может быть использован при расшифровке механизмов взаимодейст- 

вия генов. Например, если в семье отмечаются различия в тяжести и особенностях 

клинических проявлений заболевания с аутосомно-доминантными типом наследо- 

вания у родителя и потомков, то можно предположить наличие модифицирующего 

влияния рецессивного аллеля здорового родителя на патологический аллель с доми- 

наитным эффектом. Продемонстрируем это на примере родословной, представлен- 

ной нарис. 19.1. 

В данной ядерной семье отец и двое его сыновей страдают заболеванием с ауто- 

сомно-доминантным типом наследования, возникновение которого обусловлено 

мутацией в аллеле гена А, обладающего доминантным эффектом в гетерозиготном 

состоянии. Второй, рецессивный, аллель, обнаруженный у больного отца, обозна- 

чим а. Если для данного гена существует система множественных аллелей, то здоро- 

вая мать больных сибсов может иметь различное сочетание рецессивных аллелей (в 

представленной родословной показано, что она имеет аллели а; иа,). При выявле- 

нии различий в клинической картине заболевания у пораженного отца, имеющего 

генотип Аа; и его детей с генотипом Аа›, можно предположить наличие модифициру- 
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Рис. 19.1. Модифициру- Аа! а.аг в 
юшее влияние рецессив- И - ‘яжелое течение заболевания 

АНИ - менее выраженные клинические 
но-доминантном заболе- | симптомы заболевания вании Ааг | Аа) 

ющего влияния аллеля а) на доминантный аллель А. 
Клинико-генеалогический метод демонстрирует генетическую гетерогенность 

многих заболеваний, например, таких как альбинизм, тугоухость, наследственная 
моторно-сенсорная нейропатия и других. 

В последние годы возросла роль клинико-генеалогического метода при проведе- 
нии анализа сцепления локуса заболевания с полиморфными маркерами ДНК. 

Именно тшательно собранные ролословные и идентификация генетического стату- 
са всех ее членов могут быть основой для локализаций генов и их последующей иден- 
тификации. 

Применение клинико-генеалогического метода может быть полезным и при изу- 
чении интенсивности мутационного процесса. 

Медико-генетическое консультирование немыслимо без клинико-генеалогиче- 
ского метода, поскольку именно он позволяет выявить в родословной лиц, являю- 
щихся гетерозиготными носителями мутантного гена, и определить прогноз потом- 
ства в семье, где имеется или предполагается рождение ребенка с наследственной па- 
тологией (гл. 25). 

Клинико-генеалогический метод включает три основных этапа: клиническое об- 

следование, составление родословной и генеалогический анализ. 

При составлении родословных принято использовать унифицированные симво- 
лы, представленные на рис. 19.2. Составление родословной начинается с пробанда 
(отангл, ргофе — зондирование), т.е. с лица, первым попавшего в поле зрения иссле- 
дователя. Чаше всего им оказывается больной или носитель признака, сегрегацию 
которого необходимо проследить при анализе родословной. Однако им может быть 
и любой родственник больного, обратившийся за медико-генетической консульг- 

цией. Всех детей одной супружеской пары называют енбеамн (от англ. аббревиатуры 

5ГВ$: $151е15 — ВтоШег$). Если общим у братьев и сестер является только один из ро- 
дителей, их называют полусибсамн. В родословной сибсы располагаются в порядке 

рождения горизонтально слева направо, начиная со старшего. 
При составлении родословной желательно получить сведения о максимальном 

количестве родственников 3-4 поколений. Чаще всего родословная бывает предста- 

влена последовательными, соединенными между собой горизонтальными рядами 
(рис. 19.3, а), однако, втом случае, если членов родословной оказывается очень мно- 

го, эти ряды могут быть представлены в виде концентрических окружностей (рис. 

19.3, 6). Все члены одного поколения располагаются строго в одном ряду. Ряды ио- 

колений обозначают римскими цифрами. Представители одного поколения нумеру- 
ются арабскими цифрами, последовательно — слева направо. Таким образом, каж- 
дый член родословной имеет свой шифр двоичной системы, например — 1-1, 1-1, П- 

итд. (см. рис. 19.3, а) 
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Рис. 19.2. Символы, используемые при составлении родословных 

Необходимо указывать возраст всех членов родословной, так как некоторые забо- 
левания проявляются в различные периоды жизни, и отмечать лично обследованных 
знаком «». Супруги родственников пробанда, если они здоровы, могут не изобра- 
жаться. При рассмотрении нескольких признаков прибегают к буквенным или 

штриховым изображениям внутри символов. 
Далее, внизу под родословной записывается легенда (данные о состоянии здоро- 

вья родственников, причинах и возрасте смерти и др.) и указывается дата составле- 
ния этого документа. 

Использование клинико-генеалогического метода предполагает тщательное кли- 
пическое обследование всех членов родословной с целью выявления у них стертых 
или атипичных признаков заболевания. Иногда это оказывается возможным только 
с помощью дополнительных параклинических методов исследования (например, 
ренттенологических, биохимических, электрофизилогических, морфологических и 

других). При невозможности обследования всех членов родословной сбор информа- 
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Рис. 19.3. Примеры составления родословных: 

а - классическая родословная: пример нумерации в ряду поколений; 6 - концентрическая 

родословная. (Из: Бочков, 2001} 

1 — больные гемоглобинозом Е; 2 - больные талассемией, 3 - больные гемоглобинозом Е и 
тапоггокилой 



злу оуине лая зоне 

ции о наличии в семье пробанда заболеваний или иризиаков, указывающих натако- 
вое, можно проводить разными методами. Например, лутем опроса или анкетирова- 

ния. К сожалению, в настоящее время составление родословных представляет собой 
сложную задачу, вследствие того, что люди зачастую имеют скудные, отрывочные 
или неточные сведения о своих родственниках и состоянии их здоровья. Все это за- 
трудняет постановку диагноза. 

Сбор анамнестических данных проводится по определенной схеме. 
1. Сведения о пробанде — анамнез заболевания, включающий начальные признаки 

и возраст их манифестации, последующее течение болезни; если это ребенок — све- 
дения о раннем психомоторном и последующем умственном и физическом разви- 
тии, 

2. Данные о сибсах (братьях и сестрах) и родителях пробанда — возраст, здоровы 
или больны, проведение аналогии с заболеванием пробанда в случае болезни, 

3, Сведения о родственниках со стороны матери (родители, их дети, внуки). 
4. Сведения о родственниках со стороны отца (родители, их дети, внуки). 
Полученные данные записываются в этой последовательности в медико-тенети- 

скую карту. Чем больше родственников пробанда будет непосредственно опроше- 
ию или обследовано, тем выше шансы на получение более лостоверных и полезных 
сведений, так как наследственные заболевания в семье частоскрываются или непра- 
вилью диагностируются. Необходимо внимательно анализировать сообщения об 
нифекциях и травмах, характер течения которых может указывать на сопутствующее 
пислелственное заболевание или предрасположенность к нему, Важно учитывать ге- 
нетическую гетерогенность и варьирующую экспрессивность наследственных забо- 
леваций, 

При сборе анамнестических данных необходимо выяснять акушерский анамнез 
уженщин: как протекала беременность, на каком фоне она наступила, подробности 
озссхслучаях спонтанных абортов, мертворождений, наличии бесплодных браков и 
ранней детской смертности, что наиболее важно при подозрении на хромосомную 
патологию. Следует отмечать девичьи фамилии женщин иместо жительства семьй и 
предков, национальность, что помогает выявить кровно-родственные браки, кото- 
рые увеличивают вероятность рождения детей с АР наследственным заболеванием. 
Если родители пробанла ролом из одного небольшого по числу жителей населенно- 
г пучкта (особенно изолироваиного географически), можно преллоложить, что 
они имеют общих предков, а, следовательно, и общие патологические гены 
(слуайный инбридинг). 

При составлении родословных необходимо учитывать наличие и характер про- 
фессиональных вредностей (особенно для родителей, имеющих детей с врожденны- 
ми пороками развития или хромосомной патологией), факторов, влияющих на в0з- 

иикновение патологии плода и новорожденного (прием лекарственных препаратов, 
заболевания матери, воздействие химических и радиационных мугагенов), время их 
действия (до или во время беременности). 

Заключительный этап — анализ родословной — требует хорошего знания крите- 
рисв типов наследования, которые представлены в гл. 21 и 22. Кроме того, необхо- 
димо учитывать возможность фенокопий наследственных заболеваний, 
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ющий соотносительную роль (удельный вес) генетических (иленелеиие иных} и сре 
довых факторов в формировании признака. Авторство близнецов меи прини- 

сывают Ф.Гальтону (1876), который сформулировал кониенцию: «ПРирода» или 
«воспитание» (Магиге ог Мипиге), и изложил основные положения воника в кпиге 

«Близнецы, как критерий силы наследственности и среды». Этот метод сытал очень 

большую роль в развитии генетики человека, и одно время рассматривался как свое- 
образная «королевская дорога» в генетическом анализе человека. В последние годы, 

несмотря на возможности близнецового метода для понимания роли наследственно- 

сти и срелы, он не имеет столь широкого практического применения, как ранее. Это 

обусловлено появлением более точных современных методик, дающих однозначный 
ответ относительно генетической предраслоложенности к конкретному заболеванию. 

Принцип близнецового метода прост и заключается в сравнении моио- и дизи- 
готных близненов. Бяизнены - потомство, состоящее из одновременно родившихся 

особей у одноплодных млекопитающих (человека и животных). Монозиготные 

близнецы развиваются из одной оплодотворенной яйцеклетки и нмеют 100% общих 

тенов, те. выявляемые между ними различия не связаны с наследственным факто- 

ром. Дизиготные близнецы развиваются из разных яйцеклеток, оплодотворенных 

разными спермиями. Онн имеют 50% общих генов, как обычные сибсы, но, благода- 

ря одновременному рождению и совместному воспитанию имеют общие средовые 

факторы, следовательно, степень их различия определяется степенью несхолства гено- 

типов. Результатом сравнения этих двух групп близнецов является расчет показателей 
соответствия (конкордантности) и несоответствия (дискордантности), 8 также вычис- 

ление частоты возникновения заболевания / признака в каждой группе близнецов. 

Методологические осмовы близнецового метода были разработаны в 1924 т. Си- 
менсом, который показал необходимость исследования близнецов обоих типов и 

возможность надежной диагностики типа зиготности на основании анализабольшо- 
го числа критериев. Кроме того, Сименс сформулировал принципы составления 

близнецовой выборки, создав предпосылки для изучения генетики нормальной из- 

менчивости. 

Таким образом, бяизнецовый метод включает следующие этапы: 

1) составление выборки, 
2) определение типа зиготности, 
3) собственно оценка результатов сопоставления пар. 

25-4167 
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При составлении выборки иеобходимо соблюдать ряд условий: 

1) обязательно обследовать обоих членов близнецовой пары (из выборки исклю- 

чаются пары в случае невозможности обследования одного из близнецов); 
2) иметь статистически достаточное количество пар близнецов, причем соотношение 

пар близнецов Мру/ЛМ м» должно совпадать с таковым для изучаемой популяции, так как 
и процент многоплодия, и указанное соотношение варьируют у разных рас и наролов. 
Рассчитать количество ди- (М) и монозиготных (Мм) пар достаточно легко: 

а) Мох = 2х (количество разнополых пар), так как рождение однополых и разно- 

полых дизиготных близнецов равновероятно, отсюда Мми = Моя +мх — Мол; 
6) или по формуле Вайнберга 

Р7р _ 2ра М» = 22р/2ра; Ми’ = Мох + ме — Мо 

№ р +2ра+а 

3) учитывать соответствие возраста и пола близнецов в сравниваемых выборках. 

Для установления типа зиготности можно использовать следующие методы: 
метод оценки количества плодных оболочек (плаценты и хориона) и метод поли- 

симптомного сходства, предложенный Сименсом и Фершуером в [924 г. и основан- 

пый на сравнении партнеров по внешним морфологическим признакам. Но самым 
надежным диагностическим тестом является метод оценки частоты встречаемости 
моногенных полиморфных признаков, впервые примененный Смитом и Пенроузом 
при анализе зиготности близнецов по группам крови. Для установления типа зигот- 
ности этим методом можно использовать анализ эритроцитарных и лейкоцитарных 
антигенов, белков сыворотки крови, ПДРФ-маркеров, восприятие вкуса фенилтио- 

карбамида, а также содержание различных веществ в слюне, моче, поте. Сущность 
этого метода заключается в вычислении по теореме Байеса вероятности дизиготно- 
сти и монозиготности пары близнецов одного пола при наличии у них одинаковых 
маркеров. Вероятность наличия у дизиготных близнецов одинаковых показателей в 
п-системах, равна произведению вероятностей по каждому тесту (РА = РА х Ра2х ... 
х Рап), а то, что они монозиготны — Ри = (1 -- Ра}, Результаты расчетов вероятно- 

стей встречаемости признаков показали, что сходство дизиготных близнецов по пя- 
ти локусам от двух гетерозиготных родителей ожидается лишь в 1,4%. 

Оценка результатов сопоставления пар включает расчет конкордантности пар, а 
также доли наследственной обусловленности признака. 

Конкордантность (С) — показатель идентичности близненов пары по определен- 
ному признаку; соответствует доле сходных (конкордантных) по изучаемому призна- 
ку пар среди обследованных пар близнецов для каждой группы): 

Сма = (им/Мирх 100%, Срз = (пре/Мор)х 100%, 

где п — число пар близнецов соответствующей группы, у которых признак отмечен у 
обоих партнеров, М — общее число обследованных близнецовых пар этой же группы. 

Днскордантность (0) по признаку, как правило, рассчитывается для дизиготных 

близнецов, как доля дискордантных (т.е. признак выявлен только у одного из двух 
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партнеров) по изучаемому признаку пар срели всех обследованных дизиготных пар 
близнецов или по формуле: 

Бу = 100% — Сре. 

Аналогично можно рассчитать и дискордантность для монозиготных близнецов, 
Существуют таблицы конкордантности близнецов по различным признакам иза- 

болеваниям, составленные эмпирически (табл. 19.1.). Чем больше наследственная 

компонента, тем больше различаются по конкордантности моно- и дизиготные 
бяизнецы. Для определения доли наследственной обусловленности признака рас- 
считывается коэффициент наследуемости (Н) по формуле Хольцингера: 

Н= (Су —- Со А - Сы) или Н= (Сы»- Со/Орр. 

Если Н 2 0,7 (70%), то решаюгная роль в проявлении признака принадлежит на- 

следственным факторам, есяи показатель Н находится в интервале 0,3—0,7 

{30—70%), то на проявление признака оказывают влияние как наследственные, так и 

внешнесредовые факторы с тем или иным преимуществом. Основная роль факторов 
внешней среды в проявлении признака предполагается, если Н < 0,3 (30%). 

Близнецовые исследования, (определение коэффициента наследуемости и кон- 
кордантности пар) сыграли значительную роль при изучении генетики поведения, 
многих инфекционных и, так называемых, мультифакториальных заболеваний. 

Довольно часто в генетике человека используется не классический близнецовый 
метод, а его модификации, например, для изучения возможностей улучшения опре- 

Таблица 19.1. Конкордантность моно- и дизнготных близнецов 

Признак Монозиготные близнецы Дизиготные близнецы 

Количество обеле- с, % Количество обсле- с, % 
дованных пар — дованных пар 

Косолапость 35 2259 135 2,3 
Врожденный вывих бедра 29 41,4 109 2,8 

Расщелины губы и нёба 125 29,6 236 4,7 

Рак 196 17,4 546 10,8 
Ишемическая болезнь 21 19 47 8,5 
сердца 

Диабет 181 55,8 394 11,4 
Атопии 12 50 23 4,4 
Желчнокаменная 49 26,6 62 6,5 
болезнь 

Псориаз 31 61 46 13 
Туберкулез 381 51,6 843 22,2 
Саркоидоз 4 50 И 8,5 
Корь 1629 97,4 2016 94,3 
Скарлатина 321 54,6 381 47,1 



388 ` Часть И. Медицинская генетика 

деленных характеристик интеллекта путем психологической тренировки — метод 
контроля по партнеру, для исследования сахарного диабета — метод близнецовых се- 
мей. Наследование психологических особенностей личности и интеллекта удобно 

анализировать на разлученных близнецах, которые были разделены в младенческом 
или раннем возрасте и воспитывались раздельно, не имея влияния общей среды и 
специфического взанмодействия между собой. 

Однако не всегда возможно получить достоверные данные при изучении призна- 
ков близнецовым методов. Это связано с систематическими различиями между 
близнецами и не близнецами по ряду признаков (по массе, частоте врожденныхано- 
малий, индексу 10) и психологическими и социальными особенностями развития 

близнецов в постнатальный период. Эти факторы и являются ограничениями ис- 

пользования данного метода. 

19,3,3, ПОПУЛЯЦИОННО-СТАТИСТИЧЕСКИЕ МЕТОДЫ 

Методы, используемые для установления частот генов и генотипов в популяции, 

демонстрирующие характер их изменения под влиянием окружающей среды и раз- 

личных факторов популяционной динамики, носят название популяционно-стати- 

стических. 

С помощью этих методов можно: 

® определить частоты генов, степень гетерозиготности и полиморфизма, 

установить, как меняются частоты генов под действием отбора, 

выявить влияние факторов популяционной динамики на частоты тех или нных 

генотипов и фенотипов, 

проанализировать влияние факторов внешней среды на экспрессию генов, 

определить степень межпопуляционного генетического разнообразия и вычис- 

лить генетическое расстояние между популяциями. 

Так же методы популяционно-статистического анализа могут быть использованы 

для определения и подтверждения типов наследования заболевания, являясь осно- 

вой применения математической статистики в клинико-генетическом анализе. 

Популяционно-генетические исследования включают следующие этапы: 

1} подбор популяции с учетом демографических характеристик, 

2) сбор материала, 

3) выбор метода статистического анализа. 

Генетическое изучение популяций человека предполагает знание их демографи- 

ческих характеристик (размер популяций, рождаемость, смертность, возрастная 

структура, национальный состав), а также географических и климатических условий 

жизни, религиозных убеждений итд. Это связано с некоторыми особенностями по- 
пуляций человека, которые могут быть панмиксными (случайные браки) и инбред- 

ными (высокая частота кровнородственных браков). В популяциях человека форми- 

рование субпопуляций связано с такими формами изоляции, которые свойственны 

только человеку, например расовая, социальная (социальное положение, экономи- 

ческие, этнические, языковые, административные), конфессиональная и идеологи- 

ческая. Все это необходимо учитывать при интерпретации полученных при популя- 
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ционню-генетических исследованиях резульниов. Во избежание получения нелосто- 
нерных результатов, выбираемая для изучения популяция также ие лолжна быть 
очень большой или очень малой. Чем больше но размеру популяция (но недо беско- 

нечности), тем выше уровень се разнообразия и тем сложнее ее генетическая струк- 
тура, а также ближе соответствие между реально наблюдаемыми и ожидаемыми ген- 
ными частотами. Так для генетических исследований оптимальным считается размер 
популяции с численностью от 0,5—5,9 млн. человек. 

В настоящее время для сбора материала при проведении популяционно-генети- 
ческого исследования используется обзорный метод и его различные модификации, 
те. можно исследовать всю наследственную патологию, или отдельную группу заболе- 
ваний, или только одно заболевание, но изучая все население выбранного региона. 

Наследственные заболевания распределены по различным регионам земного ша- 
ра, среди разных рас и народностей неравномерно, а знания о распределении частот 
заболеваний и количестве гетерозигот в регионе способствуют правильной органи- 
зации профилактических мероприятий. Если известна частота заболевания в попу- 
ляции, и при допущении, что эта популяция находится в генетическом равновесии 
по данному признаку, для расчета частот генотипов и фенотипов наиболее широко 
применяется формула Харди--Вайнберга. Для диаллельной системы — она имеет вид 

р? +2ра + 4? = (р+ 9)? = |, для трехаллельной — (а +5 + с)? = 1). (Подробнее о зако- 
не Харди Вайнберга и условиях его выполнения см. гя. 17). Например, частота ФКУ 

в популяции составляет 1:10000, те. 42 = 0,0001, значит 4 = 0,01. По закону Хар- 

ди-Вайнберга р + 4 = 1, отсюда р = 1-4 = 1-0,01 = 0,99, а 2ра =2х 0,99х 0,01 = 
0,0198. Таким образом, частота гетерозигот по гену ФКУ в изучаемой популяции со- 
ставляет приблизительно 2%. 

На практике при расчете частоты гетерозигот иногда принимают приближенное зна- 
чение р (р = 1) и, соответственно, 2ра = 24. Рассмотрим следующий пример. Частоти му- 
ковисцидоза 1:2500, значит 4? = 0,0004, 4 = 0,02. По определению р +4 = 1, отсюда р - | 
—9=1—0,02=0,98, а2ра=24 =2х0,02=0,04. Таким образом, частота гетерозигот по 1е- 
ну муковисцидоза в изучаемой популяции составляет приблизительно 4%. 

Для установления и подтверждения Типа наследования заболеваний необходимо 
проверить соответствие сегрегации (расщепления) по исследуемому признаку в отя- 
гошенных семьях данной популяции менделевским закономерностям. При правиль- 
ном сборе материала соотношение больных и здоровых сибсов одного и того же 110- 
коления и сегрегационная частота (частота с которой ген сегрегирует в исследуемых 
семьях) будут соответствовать определенному типу наследования. Методом д-квод- 

рат подтверждается соответствие количества больных и здоровых сибсов для ауто- 
сомно-доминантной патологии в семьях с полной регистрацией (через больных ро- 

дителей): 

= (0 — Но, + 0 - Ни) /О,, 

где О — ожидаемое, Н — набяюдаемсе количество больных или здоровых сибсон п 
выявленных семьях. 

Для расчета сегрегационной частоты (р) можно использовать ряд методов: метод 
сибсов Вайнберга, пробандовый метод, 
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Методы сибсов Вайнберга и пробандовый используются в случае регистрации се- 

мей через больных детей: при рецессивной патологии (родители здоровы) и при ау- 

тосомно-доминантных заболеваниях в случае неполной регистрации. 

Метод сибсов Вайнберга может применяться только при исследовании всей попу- 

ляции или случайной выборки, в которой каждый больной имеет одинаковую веро- 

ятность попасть в нее и все больные имеют равные шансы стать пробанлом, иными 

словами все пораженные дояжны являться пробандами. Сущность этого метода со- 

стоит в подсчете отношения суммарного количества больных сибсов к общему коли- 

честву их здоровых братьев и сестер, соответственно: р = Ук(г-— 1)/55(5 — 1) ‚гдег 

число больных в семье, $ — число детей в семье. 
При использовании этого метода существует вероятность получения искаженных 

результатов, что обусловлено следующими причинами: малое количество детей в 

семьях, попавших в выборку; непояная пенетрантность или скрытое носительство 
мутантного гена; наличие стертых форм и разных стадий болезни; пропуск семей в 

случае рождения здорового ребенка от гетерозиготных родителей. 

Пробандовый метод применяется в практике популяционно-генетических иссле- 

дований гораздо чазне. Он используется при изучении клинического материала слу- 

чайно попавшего под наблюдение, Т.е. если не все пораженные сибсы были зареги- 

стрированы в качестве пробанлов. 

Так как на практике в поле зрения исследователя попадают семьи, в которых хо- 

тя бы один ребенок болен, для восстановления истинного соотношения при учете 

сибсов Вайнберг предложил исключать пробанда. В результате формула расчета сег- 

регационной частоты имеет вид: 

р = ха(г — П/2ав— |, 

где а — число пробандов, г— число больных, $ — число детей в данной семье. 

Ктому же, при помощи пробандового метода можно оценить полноту выявления 
семей с данной патологией или вероятность регистрации: 

п = Ха(а — 1)/Ха(т- 1). 

При современных популяционных исследованиях используются более сложные, 
модифицированные и компьютеризованные методы расчетов (методы взвешенных 

шансов и линейной интерполяции), но основанные на тех же принципах. 

19.3,4, МЕТОДЫ ГЕНЕТИЧЕСКОГО КАРТИРОВАНИЯ 
НАСЛЕДСТВЕННЫХ ЗАБОЛЕВАНИЙ 

Одно изважнейших направлений медицинской генетики — генетическое картирова- 

ние наследственных заболеваний, В последние годы наиболее перспективным счи- 

тается метод позиционного клонирования генов. Установление хромосомной лока- 

лизации гена, ответственного за определенную нозологическую форму, его иденти- 
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фикация и выявление типов патологических мутаций, позволяст понять этиологи! 

заболевания, и разработать паиболее алекнагные методы его ДНК-диагностики 

профилактики. , 

До 1980-х годов открытие новых генов было чрезвычайно редким событием, ис 

скольку единственный подход к их идентификации опирался на знание первично! 

биохимического дефекта и происходил по следующей схеме: биохимический дефек 

— дефектный фермент (белок) —> мРНК > кДНК - геномная ДНК (ген) > локали 

зация гена. Такой подход носит название традиционной или «ирямой» генетики. ( 

помошью этого подхода были картированы гены фенилкетонурии, гемоглобиноии 

тий, гемофилии А и многие другие. Однако локусы, ответственные за большинств 

наследственных заболеваний не могут быть картированы в рамках стратегии «иря 

мой» генетики, поскольку для них первичный биохимический дефект неизвест 

Одним из важнейших достижений молекулярной генетики последнего десятиле 

тия явилось построение подробной генетической карты генома человека с локали’! 

ванными на ней примерно 6000 полиморфными ДНК-маркерами. Наличие таки 

маркеров, их «привязка» друг к другу и к цитогенетическим сегментам хромосом ли 

ло вруки генетиков мощный инструмент, позволяющий картировать и идентифипи 

ровать гены таких наследственных заболеваний, для которых неизвестен биохимиче 

ский дефект. Метод картирования локуса заболевания на основании анализа сценле 

ния между заболеванием и аллелями полиморфных ДНК-маркеров в семьях бы 

предложен американским генетиком Ботстейном в 1980 г, (Вочейл е( 21. в 1980). а 
кая стратегия получила название «обратной генетики», или позиционного клонире 
вания. Использование этой стратегии лежит в основе крупнейшей международно 

программы картирования генома человека. Процедура картирования гена, ответе! 

венного за ту или иную патологию, представляет собой объемное, дорогостояще 

трудоемкое, но рутинное исследование. 

Позиционное клонирование включает следующие этапы: 

1) подбор семей с сегрегацией наследственного заболевания в нескольких покое 

лениях (с несколькими случаями заболевания); 

2) генетическое картирование (установление сцепления локуса заболевания с па 

лиморфным ДНК-маркером); 

3) построение физической карты области локализации гена из перекрывающих 

ся клонов геномной ДНК; 

4) поиск в этих клонах возможных продуктов генов («транскриптов»); 

5) исследование генов-кандидатов на наличие мутации, сцепленной с заболева 

нием, идентификация гена; 

6) исследование белка. 
В настоящее время, взвязи с успехами программы по секвенированию генома че 

ловека, для многих районов генома человека имеются полные или частичные после 

довательности ДНК. Таким образом, отпадает необходимость в построении физиче 

ской карты кандидатной области, что сильно упрошает поиск позиционных 'енов 

кандидатов. 
Первый этап исследования по генетическому картированию заболевания вклю 

чает формирование выборки семей с сегрегацией заболевания в нескольких поколе 

ниях. Объем этой выборки зависит от размера семей и информативности родослов 
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ных, плотности распределения ДНК-маркеров изучаемого хромосомного региона, а 

также сго размера. Показано, что для картирования моногенного заболевания, не 

сцепленного с полом, при анализе олной большой семьи с сегрегацией заболевания 

в нескольких поколениях обычно достаточно набора из 300 микросателлитных мар- 

керов, распределенных ию геному с интервалом - 10 сМ. Наборы с числом маркеров 

от 300 до 600 используются для анализа выборок, состоящих из нескольких неболь- 

ших семей, Анализ генетического сцепления проводится на основании частоты сов- 

местной передачи потомству двух или нескольких признаков — генетических марке- 
ров, одним из которых может являться наследственное заболевание, а вторым — опре- 

деленный аллель полиморфноголокуса ДНК. Чем ближе другк другу располагаются ге- 
нетические маркеры в пределах одной хромосомы, тем больше вероятность того, что 

они не будугрекомбинировать и передадугся потомству совместно. Для небольших ро- 

дословных и небольшого количества семей совместное наследование может быть про- 

сто случайным событием, но при большом количестве проанализированных мейозов 

вероятность такого случайного совпадения становится очень незначительной. 

Скрининг семей на совместное наследование заболевания и аллелей пояиморф- 

ных маркеров, распределенных по геному, позволяет выявить маркеры, сцепленные 

стеном заболевания. /ёнетическое расстояние между двумя локусами рассчитывается, 

исходя из частоты рекомбинаций между ними на один мейоз. При анализе сцепле- 

ния важно различать фактическую рекомбинацию маркеров и кроссинговер хромо- 

сом, в результате которого рекомбинация может наступить. Лишь нечетное количе- 
ство кроссинговеров приводит к рекомбинации, то есть к расхождению признаков. 

Однако с частотой рекомбинаций между локусами не слишком удобно работать, по- 

скольку это неаддитивная величина, которая не может быть больше 0,5. Аддитивной 

величиной является генетическое расстояние (тар @51апсе), равное среднему кояи- 

честву кроссинговеров между двумя точками на один мейоз. Генетическое расстоя- 

ние удобно использовать при построении карт сцепяения и выборе маркеров для 

анализа сцепления. 

Учитывая то обстоятельство, что маркер и исследуемый признак могут быть еце- 

плены не абсолютно, мы должны предполагать существование определенной часто- 

ты рекомбинаций между ними (6). С математической точки зрения локусы не сцеп- 

лены, если 60 = 0,5 ‚ и сцеплены, если @ < 0,5. Для количественного анализа сиепле- 

ния используется величина, называемая Год-баллом (от ангя. /08 04 — логарифм шан- 

сов). Расчет величины Го4-балла проводят исходя из правдоподобия двух событий: 

® наличие данного распределения двух признаков в семье Е при условии, что ихло- 

кусы сцеплены (0 < 6 < 1/2). 
® наличие данного распределения аллелей двух признаков в семье Е при условии, 

что их локусы не сцеплены (6 = 1/2) 

Величина Го4-балла представляет десятичный логарифм отношения правдопо- 

добий данных гипотез и определяется по формуле: 

РЕ) _ 
Р(Е! (1/2) ' 

гдеР(Е | 0) —- правдоподобие первой гипотезы, а Р(Е/2) — правдоподобие второй ги- 
потезы. 

2= 1020 (1) 



Глава 19 Ник пдственность и патология человек и — 

По определению, 

о=-Г, (2) 
п 

гле г — наблюдаемое число рекомбинаций, а п — число информативных мейозов. 

Правдоподобие каждой из гипотез рассчитывается по формулам: 

Р(ЕВ) = 01 — 6)"; в) 

и тогда: 

Р(Е1/2) = 0,51; (4) 

_ РЕ _ Ц $ 
1 2ла(1 — в)" (5) о о РЕ | (1—6) ] 

Реально расчет Го4-балла проводится для различных значений 6 с заданным ши- 

гом (например, 0 = 0,01; 0,05; 0,10;0,20; 0,30; 0,40). Значения ги п определяются для 
каждого маркера из анализа наследования его аллелей в изучаемой семье. 

Преимущество испояьзования логарифмов вместо самого отношения правдоно- 
добий состоит втом, что дает возможность суммировать Го4-баллы, полученные лля 
исскольких семей с одним и тем же наследственным заболеванием. 

Положительная величина означает, что гипотеза о сцеплении с данным 9 являет- 

ся более вероятной, чем отсутствие сцепления, а отрицательная — наоборот. Изфор- 

мулы (1) следует, что величина [04-балла возрастает с увеличением числителя, Те. ве` 

роятности того, что два исследуемых маркера наследуются совместно. 

Согласно принципу наибольшего правдоподобия, наилучшей оценкой длЯ реал! 

ной частоты рекомбинаций будет 6, при которой достигается максимальная величи- 

на Го-балла. Таким образом, в результате такого рода анализа получаются две Нели- 
чины: 8, характеризующая степень генетического сцепления между маркерами, и 

104, характеризующий определенность, надежность вывода о наличии или отсутст- 

вии сцепления. Обычно величина 7. > 3 рассматривается как доказательство сиепле- 

ния (вероятность сцепления между двумя маркерами в 1000 раз больше, чем вероят- 

ность их независимой сегрегации). Эта величина выбрана не случайно, и опрелеля- 

ется в первую очередь размером генома человека. Упрощенно критерий доказатель- 

ства сцепления 7, >3 можно объяснить следующим образом. Поскольку размер гено- 

ма составляет 3300 сМ, в нем существует 66 псевдонезависимых локусов, удалентых 

друг от друга на 50 сМ, и наследуемых независимо. Для достижения 95%-0й ЛОСТО- 
верности сцепления необходимо иметь двадиатикратный запас по количеству таких 

‘точек, т.е. около 1300 локусов. Десятичный логарифм данной величины равен 3.2. 1и- 
ким образом, 7. > 3 гарантирует с высокой достоверностью, что обнаруженное сиеи- 
ление не случайно. При десятикратном увеличении размера генома для доказатель- 

ства сцепления потребовалась бы величина 7. > 4, а при соответствующем уменыйе- 
нии — достаточна была бы менышая неличина .. Величина 7, < —2 обычио рассмат- 
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ривается как доказательство отсутствия сцепления (отсутствие сцепления в 100 раз 

более вероятно, чем его наличие) и не зависит от размеров изучаемого генома, 

Значение 8, при которой достигается максимальное значение 1о4-балла, может 

служить оценкой генетического расстояния между двумя сцепленными маркерами. 

Зависимость между вероятностью рекомбинации 6 и генетическим расстоянием 

сильно отличается от линейной зависимости при 9 -› 0,5. Для вычисления генетиче- 

ского расстояния между двумя маркерами, исходя из числа наблюдаемых между ни- 
ми рекомбинаций, используется формула Косамби: 

1+ 20 
хи, 6) 

где Х — генетическое расстояние в СМ, а 9 — доля рекомбинаций. 
При значениях 6 < 0.10 вероятность двойных кроссинговеров между двумя иссле- 

дуемыми локусами очень мала, и генетическое расстояние можно принять равным 
рекомбинантной фракции: Х = 6. 

В настоящее время вычисление Го4-баллов полностью автоматизировано. Нро- 
грамма 1 МКАСЕ — пакет компьютерных программ, который дает оценки макси- 

мального правдоподобия параметров сцепления на основании всех данных о родо- 
словной. Эта программа вычисляет наиболее вероятные гаплотипы членов родо- 
словной и использует эти данные для вычисления наиболее вероятной частоты ре- 
комбинации. Программа ГИМКАСЕ стала стандартным инструментом при изучении 

тенстического сцепления у человека. 
Наряду с изложенной классической схемой геномного скрининга существуют и 

другие варианты анализа сцепления. Выбор стратегии поиска генетического сцепле- 
ния зависит от изучаемого заболевания, от структуры и количества семей, доступных 
для анализа. Классическая схема пояногеномного скрининга имеет ряд ограничений 
в своем применении. Прежде всего, она плохо применима к генетически гетероген- 
ным заболеваниям. Осуществление картирования такого заболевания, представляет 
собой серьезную проблему, поскольку сцепление с определенным локусом, которое 
наблюдается в одних семьях, может отсутствовать в других, приводя к отрицательно- 
му суммарному значению Год-балла и последующему ложному исключению данно- 
го локуса из дальнейшего анализа. Один извозможных способов преодоления слож- 
ностей картирования, обусловленных генетической гетерогенностью, заключается в 
пыявлении диагностического признака (или группы признаков), по которым раз- 
личные генетические формы четко отличаются. К сожалению, в большинстве случа- 
евтакие клинические признаки выявить не удается. Стандартный подход при прове- 

дении картирования локусов генетически гетерогенных заболеваний заключается в 
выборе семей с четко определенным клиническим фенотипом. Наилучший подход, 

позволяющий избежать осложнений, вызванных генетической гетерогенностью, — 

это работа с одной родословной, достаточно большой для проведения анализа сцеп- 

ления. Проводя анализтакой родословной с моногенным заболеванием, можно быть 
уверенным в идентичности генного локуса у больных. Другой подход к эффективно- 

муанализу сцепяения состоит в изучении отдельной изолированной популяции (эт- 
нического, социального, или географического изолята). В этом случае высока веро- 
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ятиость того, что мутация, имевиая место у олного из «основателей» популяции, по- 

лучила распространение в рамках ланнего изолята и все больные данным заболева- 
нием в популяции являются потомками одного и того же человека. 

Елие один способ оптимизации геномного скрининга — анализ сцепления с локу- 

сами генов-кандидатов. Геном-кандидатом называют ген, продукт экспрессии кото- 

рого может прямо или косвенно участвовать в развитии изучаемой болезни. Весьма 

илодотворным для поиска генов-кандидатов оказался подход, заключающийся в ис- 

следовании генов, мутации в которых приводят к сходной патологии у трансгенных 

животных. Например, ген ЕСК2 был предложен в качестве гена-кандидата для тяже- 

лых форм демиелинизирующих нейропатий на основании наблюдавшейся демиели- 

низации нервных волокон в онтогенезе у мыщей, нокаутных по этому гену. 

Анализ сцепления заболевания с полиморфными маркерами из области локали- 

зации генов-кандидатов в семьях предпочтительнее, чем скрининг известных генов 

на наличие мутаций у отдельных пациентов, поскольку позволяет избежать ошибок, 

связанных с методами регистрации мутаций (гл. 18). 

Таким образом, различные варианты поиска сцепления могут быть успешно при- 

менены в каждой конкретной ситуации. 

19.4. ЛАБОРАТОРНЫЕ МЕТОДЫ ДИАГНОСТИКИ 

НАСЛЕДСТВЕННЫХ БОЛЕЗНЕЙ 

19,41. МЕТОДЫ КАРИОТИПИРОВАНИЯ 

19.4.1.1. ОСОБЕННОСТИ СТРОЕНИЯ И КЛАССИФИКАЦИЯ 
ХРОМОСОМ ЧЕЛОВЕКА 

Набор хромосом человека, находящихся в ядре соматической клетки, называют ка- 
риотипом. В 1956 г. шведские ученые Дж. Тио и А, Леван убедительно доказали, что 

число хромосом во всех клетках человека, кроме половых, равно 46. Этот набор хро- 
мосом называют диплоидным (парным). В пояовых клетках человека хромосом вдвое 

меньше —23, т.е. эти клетки гаплоидны. При оплодотворении диплоидность восста- 
навливается (см. гл. 2). Схема строения хромосомы представлена на рис. 19.4. В хро- 

мосоме выделяют короткое (р) и длинное (4) плечо. Концы обоих плеч хромосом на- 

зывают пеломерами. В митозе хромосомы представлены двумя сестринскими хрома- 
тидами, соединенными центромерой. Показано, что в центромере содержится веще- 
ство — кинетохор, участвующее в формировании нитей веретена при клеточном де- 
лении. 
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р Основы существующей унифицированной 

11.32— у классификации хромосом были заложены в 1960 
11.31 г. в Денвере. В основу классификации положены 

11.22 различия в длине хромосом и расположении 
11.21 — центромеры. На основании различий в длине 

УА— 11.1 выделены 23 пары хромосом, при этом парам, 

имеющим наибольшую длину, дан наименыций 

-—— 11.2 номер (самыми длинными являются хромосомы 

1-и 2-й пары). Выделяют группы метацентриче- 

121 — ских, субметацентрических и акроцентрических 
—— 122 хромосом. Отнесение хромосом ктому или ино- 

му типу производится на основе расчета центро- 
-——21.1 мерного индекса — отношения длины короткого 

212 — —— 2131 плеча к длине всей хромосомы. В группе мета- 
21.32 —— 21 ‘33 центрических хромосом короткое и длинное 
221—— | плечи приблизительно равны, и нентромерный 

-—— 22.2 индекс приближается к 0,5. В субметацентриче- 
223 — ских хромосомах центромерный индекс снижен 

|-——23 и составляет от 0,25 до 0,35, в акроцентрических 
4 хромосомах он часто не превышает 0,2. На осно- 

вании комбинации этих двух основных призна- 
ков хромосомы сгруппированы в 7 групп, обо- 
значаемых буквами английского алфавита (от А 

до С). 
Группа А включает хромосомы 1, 2, 3, причем хромосомы 1 и 3 — метацентрики 

(центромерный индекс первой хромосомы равен 0,48—0,49, третьей — 0,45—0,46}, а 

хромосома 2 — самый большой субметацентрик (с центромерным индексом 

0,38—0,40). 
Группа В состоит из двух хромосом -— 4 и 5. Это большие субметацентрические 

хромосомы с центромерным индексом от 0,24 до 0,30. 

Группа С включает семь аутосом (с 6 по 12) и половую Х-хромосому. Это метапен- 

трические и субметацентрические хромосомы среднего размера (0,28—0,43). 

Группа В включает три акроцентрические хромосомы среднего размера: 13, 14 и 

15. Их центромерный индекс не превышает 0, 15 и является наименьшим в кариоти- 

ис человека. Для хромосом этой группы характерна значительная межиндивидуаль- 
ная вариабельность и наличие спутников на коротких плечах. Длина проксимальных 
участков коротких плеч и спутничных нитей варьирует. 

Группа Е также включаеттри хромосомы — с 16 по 18. Это относительно короткие 
метацентрики и субметацентрики, с центромерным индексом 0,26—0,40. 

Группа Е состоит из двух небольших метацентрических хромосом (19 и 20) с цен- 

тромерным индексом 0,36-0,46, 

Группа С состоит из двух аутосом (21 и 22) и У-хромосомы, Эти хромосомы име- 

ют небольшой размер и относятся к акроцентрическим с центромерным индексом в 
пределах 0,13—0,33. Для аутосом этой группы характерно наличие спутников на ко- 

ротких плечах. 

Рис. 19.4. Строение хромосомы 
человека 
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Рис. 19.5. Хромосомы человека (группы, схема сегментации, центромерный индекс) 

В настоящее время Денверская номенклатура постепенно вытесняется более де- 
тальной классификацией, основанной на результатах исследования хромосом моле- 
кулярно-цитогенетическими методами. 

Расположение хромосом по группам и схема их сегментации (расположение по- 
лос поперечной исчерченности при дифференциальном окрашивании) в соответст- 
вии с номенклатурой 1$СМ-1995 представлены на рис. 19.5. 
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19.4.1.2, ЦИТОГЕНЕТИЧЕСКИЙ МЕТОД 
Анализ кариотипа человека проволят в кульгуре делящихся соматических и половых 
клеток. Наиболее часто при цитогенетических исследованиях в медицинской геие- 

тике используют культуру клеток периферической крови, прежде всего лимфоцитов, 
костного мозга и фибробластов. Наиболее доступны для исследований лимфоциты 

периферической крови, которые, в болыпинстве случаев и служат объектом цитоге- 

нетического анализа у человека в постнатальном периоде. Для анализа кариотипа 
плода могут быть использованы различные клеточные кульгуры; их выбор диктуется 
сроком беременности, в котором проводится исследование, Так, на раннем сроке (до 

[2 недель внутриутробного развития) анализ хромосом целесообразно проводить в 

клетках ворсин хориона, в то время как в более позднем сроке цитогенетическому 
исследованию подвергают клетки плода, выделенные из амниотической жидкости, 
пуповинной крови и плаценты (гл. 25). 

Для исследования кариотипа человека достаточно получить образец перифериче- 
ской крови в количестве 1—2 мл. Цитогенетический анализ включает три основных 
этапа: 1} культивирование клеток; 2) окраску препарата; 3) микроскопический анализ 

препарата. Культивирование клеток проводится следующим образом. После забора 
образец крови помещают в питательную солевую среду с добавлением цельной сы- 
воротки крупного рогатого скота и белка бобовых растений — фитогемагглютинина, 

стимулирующего процесс деления клеток. Успех цитогенетнческого исследования в 
значительной мере определяется тем, сколько клеток в культуре будут находиться в 
стадии метафазы. Для увеличения количества метафазных клеток за полтора часа до 

окончания культивирования в культуру вводят колхицин, который разрутает кле- 
точное веретено, приостанавливает деление клеток на стадии метафазы и увеличива- 
ет конденсацию хромосом. Обычно, продолжительность культивирования составля- 
ЕТ 72 ч. После его окончания клетки с питательной средой центрифугируют и поме- 

шают в гипотонический раствор хлорида калия или цитрата натрия. Гипотоническая 
обработка приводит к разрыву ядерной оболочки и межхромосомных связей и сво- 

бодному перемещению хромосом в цитоплазме. После этого производится фикса- 

ция клеток смесью метанола и уксусной кислоты в соотношении 3:1, после чего кле- 

точную суспензию раскапывают на охлажденные влажные предметные стекла и вы- 
сушивают на воздухе, 

На следующем этапе цитогенетического исследования производится окраска. 

препаратов. В зависимости от целей исследования, то естьот того, какой именнотип 
перестроек необходимо выявить, можно использовать различные виды окрашива- 
ния, 

Наиболее простой метод окрашивания хромосом, называемый в настоящее вре- 

мя сплошным или рутинным, применяют для определения количества хромосом в 
препарате и выявления геномных мутаций и анеуплоидий. При этой окраске ис- 
пользуют краситель Гимзы, который равномерно прокрашивает хромосомы по всей 
днине, что дает возможность идентифицировать хромосомы и оценить их количест- 
во в препарате. Этот метод окраски успешно применялся до 70-х годов прошлого ве- 
ка и позволил выявить этиологию больщинства хромосомных синдромов, характе- 
ризующихся изменением количества хромосом. В настоящее время сплошное окра- 
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имвание применяют, в 

основном, для выявле- 

ния количественных 

аномалий кариотипа, а 

также специфического 

сайта ломкости при син- 

дроме фрагильной Х- 

хромосомы. Препарат 

метафазных хромосом 

человека, окрашенных 

по всей длине, представ- Рис. 19.6. Методы окраски хромосом человека: 
лен на рис. 19.6, а. а - рутинная окраска препарата метафазных хромосом; 

Однако использова- 6 - препарат метафазных хромосом, окрашенных по б- 
ние рутинного метода методу (фотографии предоставлены В.Г. Антоненко} 

окраски не позволяет 
выявлять структурные перестройки хромосом. В этих случаях применяют специаль- 
ные методы, так называемой, дифференциальной окраски, в результате которой хро- 

мосомы приобретают поперечную исчерченность. Расположение и толщина темных 
и светлых полос строго индивидуальны для каждой хромосомы, что позволяет 1ово- 
дить ихточную идентификацию и выявлять структурные перестройки. Для объяснения 

возникновения различно окрашенных полос на хромосомах выдвигается несколько ги- 
потез: различия вколичественном содержании А-Т-и@-—С-пар оснований, особенно- 
сти строения нуклеосом, атакжеасинхронность релликации различных участков ДНК. 

Наибольшее распространение получил простой и эффективный @-метод диффе- 

ренциального окрашивания. В этом случае для окративания хромосом также исполь- 
зуют краситель Гимзы, однако, хромосомы предварительно обрабатывают раствором 
трипсина. Процедура окрашивания занимает от 5 до 10 минуг и приводит к появде- 
нию специфичного для кажлой хромосомы рисунка поперечной исчерченности. По- 

казано, что количество полос в метафазных и прометафазных пластинках супеет- 
венно различается: в метафазных пластинках ихчисло достигает 400, а в прометяфиз- 
ных — от 800 до 1000. Препарат мегафазных хромосом человека, окрашенных по (;- 
методу, представлен на рис. 19.6, 6. 

Другие метолы окраски используются реже вследствие их сложности или узкой 
спенифичности. А-метод обусловливает сегментацию хромосом, противоположную 

той, которая имеет место при окраске С-методом. 

С-метод дифференциальной окраски позволяет анализировать линь некоторые 

районы хромосом — участки так называемого конститутивного гетерохроматина, ло- 
кализованного в околоцентромерных областях длинных плеч хромосом 1, Зи 16, + 

длинном плече У-хромосомы, а также в коротких плечах акроцентрических хромо- 
сом. 

Для дифференциальной окраски хромосом могут использоваться флуорохромы 

акрихин, акрихин-иприт, квинакрин и другие (О-метод окраски). По результа» 

дифференциальной флуоресцентной окраски идентифицируют каждую пару гомо 

логов, а посвечению У-хроматина определяют наличие У-хромосомы в интерфазно! 
ядре. 
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"Третий этап исследования кариотипа челомека заключается в световом микро- 
скопировании фиксированных и окрашенных препаратов метафазных хромосом, 
Для адекватного выявления хромосомных аномалий необходимо проанализировать 
не менее 30 метафазных пластинок, В том случае, если предполагается мозаицизм 
но хромосомным аномалиям, количество анализируемых хромосом должно быть 
увеличено. Число клеток (п) необходимых для анализа с целью определения задан- 

ного уровня мозаицизма можно определить по формуле биноминального 
распределения: Р = (1 — р)", где р — заданный уровень мозаицизма, Р — вероятность 

обнаружения мозаипизма. Учитывая, что в различных клетках организма количест- 
во нормальных и аномальных клонов может различаться, для выявления мозаициз- 
ма может потребоваться анализ нескольких тканей, например, клеток крови, фиб- 

робластов, половых желез, 

19.4.1,3, МОЛЕКУЛЯРНО-ЦИТОГЕНЕТ ИЧЕСКИЙ МЕТОД 

В ряде случаев использование традиционного цитогенетического метода не позволя- 
ет идентифицировать все имеющиеся хромосомные перестройки, особенно если в 
них вовлечены более двух хромосом или они захватывают очень малый по размеру 
участок. Для этих целей в последние годы разработаны новые высокоинформатив- 

ные молекулярно-цитогенетические методы, главный из которых флуоресцентная 

сибридизация т 5йи, или так называемый АЕ1/УН-метод (от англ. Лиогезсент ап 5йи 

рубнахайоп). С помощью этого метода можно проводить гибридизацию метафазных 
или интерфазных хромосом с различными ДНК-зондами, меченными флуоресциру- 

ющими веществами (гл. 18). Зонды представляют собой клонированные последова- 

тельности или вылеленные участки ДНК. Наиболее часто используют высокоповто- 

ряющиеся последовательности ДНК центромерных или перицетромерных районов, 
однако, в ряде случаев возникает необходимость в применении уникальных ДНК- 
последовательностей, таких как космидные клоны или анонимные последователь- 
ности. С их помощью удается не только идентифицировать различные типы струк- 
турных хромосомных перестроек, но и провести более тонкий генетический анализ 
(например, идентифицировать точки разрыва при транслокациях, инверсиях, деле- 

циях, а также структуру маркерных хромосом), 
В некоторых случаях, особенно при возникновении сложных транслокаций с во- 

влечением нескольких хромосом, возникает необходимость использовать в процес- 
се гибридизации большое число флуоресцирующих ДНК-зондов, которые иногда 

прокрашивают хромосому практически целиком. Такую модификацию Е15Н-метода 

называют супрессорной гибридизацией. Для успешного осуществления этих методов 

созданы специальные библиотеки хромосомоспецифичных участков ДНК. В пос- 

ледние годы при проведении Е!$Н-анализа все чаще используют ДНК-зонды, ме- 

ченные различными цветами. Применение разноцветных зондов позволяет более 

быстро и эффективно провести анализ количественных и структурных перестроек 

хромосом, особенно, в случае пренатальной экспресс-диагностики, 
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19.4.1.4. ОСНОВНЫЕ ПРИНЦИПЫ ПРЕДСТАВЛЕНИЯ 
НОРМАЛЬНОГО КАРИОТИПА ЧЕЛОВЕКА 

Для описания нормального кариотипа человека, а также для обозначения структур- 

ных и количественных перестроек хромосом используется определенная универ- 
сальная схема и специальные символы. Описание кариотипа начинают с указания 
обшего количества хромосом в клетке, после чего ставится запятая и обозначается 
набор половых хромосом, указывающий на пол обследованного. Например, запись 

46,ХХ характеризует нормальный кариотип женщины, а 46, ХУ — нормальный кари- 

отип мужчины. Если хромосомных перестроек у обследованного не выявлено, то за- 
пись на этом заканчивается. В ряде случаев, при обследовании обнаруживают, так 
называемый, нормальный полиморфизм хромосом — индивидуальные особенности 

их строения. Полиморфизм наиболее характерен для акроцентрических хромосом и, 

как правило, отражает вариабельность размеров гетерохроматиновых сегментов, на- 
личие спутников и спутничных нитей в области коротких плеч и их величину (рис. 
19.7). Иногда в качестве вариантов нормального кариотипа рассматривают наличие 

ломких сайтов хромосом, часто выявляемых при культивировании в определенной 
среде. В болышинстве случаев наличие полиморфизма строения хромосом не приво- 
дит к возникновению патологических симптомов у их обладателя. Отсутствие нато- 
логических последствий при увеличении размеров гетерохроматиновых блоков хро- 
мосом можно объяснить особенностью строения гетерохроматина. Показано, что в 
его структуру входит ДНК с многократно повторяющимися последовательностями, 

количественные изменения которой не приводят к существенному генному дисба- 
лансу. Кроме того, считается, что некодирующая саттелитная ДНК гетерохромати- 

новых районов некоторых хромосом может способствовать повышению уровня 

функционирования генома. 
Необходимо отметить, что иногда наличие нормального полиморфизма хромо- 

сом, все-таки увеличивает риск рождения ребенка с хромосомными аномалиями. 

.^_А 
кА 
А А як 

Рис. 19.7. Нормальный полиморфизм акроцен- 
трических хромосом (группа О или С) челове- 
ка. (Из: Фогель Ф., Мотульски А., 1989) 

в — нормальные хромосомы из групп О и Е (18- 
хромосома}; 

— Ор+ — удлиненные короткие плечи хромосо- 
мы из группы О (их длина такая же как у хромо- 
сомы 18); 

Ор+$ — наудлиненных коротких плечах располо- 
жены спутники нормальных размеров; 

в — О-хромосомы со структурными вариантами 
спутничного района: 

$5 — двойные спутники; 5+ — увеличеиные спут- 
ники, 5 — удлиненные спутничные нити 

< 
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Таблица 19.2. Обозначение нолнморфизма хромосом человека 

Символы карнотнна Тина хромосомной перестройки 

46, ХХ, 9ай+ Увеличение размера гетерохроматинового участка в длинном 
плече хромосомы 9 женщины 

46, ХУ, Уат-— Уменыпение размера гетерохроматинового района на 
длинном плече У хромосомы мужчины 

46,ХХ,22рз+ Увеличение размера спутников на коротком плече 
хромосомы 22 у женщины 

46, ХУ, 21ряк Увеличение длины спутничных нитей на коротком плече 
хромосомы 21 у мужчины 

46, ХХ. йа(16) (421.3) Ломкий сайт в сегменте 21 длинного плеча хромосомы 16 
46,ХХ,15р5 Появление двойных спутников на коротком плече 

хромосомы 15 уженщины 
46,ХХ,21рз+ Увеличение размера спутников на коротком плече 

хромосомы 21 уженщины -- 

Существуют данные, свидетельствующие о том, что среди супружеских пар, у кото- 
рых наблюдалось рождение детей с пороками развития, а также страдающих беспло- 

дием и привычным невынашиванием беременности, статистически значимо чаще 
выявляется носительство хромосом с крупными гетерохроматиновыми блоками, 
Ирсобладание лиц с увеличенными в размере гетерохроматиновыми сегментами в 
акроцентрических хромосомах, а также хромосомах 1, 9 и [6, отмечено в группе де- 

тей с множественными врожденными пороками развития невыясненной этиологии 
и олигофренией. 

Обозначения основных вариантов полиморфизма нормального кариотипа чело- 
века представлены в табл. [9.2. 

Достаточно часто в популяции здоровых людей при цитогенетическом анализе 
выявляется заметное увеличение коротких плеч некоторых хромосом (например, 
хромосомы 15). Изучение нормального полиморфизма хромосом может иметь зна- 
чение для определения родительского происхождения хромосомной перестройки. 
Если установлено, от кого из родителей унаследован полиморфизм хромосом, то это 

указывается при записи кариотипа. Например, запись 46, ХХ, 1 5рз+ раё означает, что 

женщиной от отца унаследованы увеличенные спутники на хромосоме |5, а запись 
46,ХУ,16 ап+ та! указывает на материнское наследование увеличенного в размере 

тстерохроматина хромосомы 16, 

19.4.2. БИОХИМИЧЕСКИЕ МЕТОДЫ ДИАГНОСТИКИ 
НАСЛЕДСТВЕННЫХ БОЛЕЗНЕЙ 

Характерные изменения биохимических показателей, выявляемые при той или иной 

наследственной патологии, служат постоянным, а иногда и единственным призна- 

ком заболевания. Кроме того, отклонения в биохимических параметрах, как прави- 

ло, предшествуют возникновению клинических симптомов, и существенно не зави- 
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сят от клинико-генетического полиморфизма, обусловливающего вариабельность 

заболевания по степени тяжести и времени начала манифестации. Таким образом, 

биохимические параметры можно считать идиболее информативным описанием фено- 

типа. Подтверждением этого являются биохимические показатели гетерозигот, значе- 

ния которых часто занимают промежуточное положение между значениями у нормаль- 
ных и патологических гомозигот: например, гетерозиготные носители рецессивного ал- 

леля фенилкетонурии симптомов заболевания не имеют, но реагируют на введение фе- 

нилаланина более сильным повышением концентрации этой аминокислоты в плазме, 

чем нормальные гомозиготы, К тому же не для всех наследственных заболеваний обна- 

ружен молекулярно-генетический дефект или имеются возможности для его выявле- 

ния. В связи с этим, биохимические методы играют важнейшую роль вдиагностике на- 

следственных заболеваний, позволяя подтверждать диагноз в случае атипичной клини- 

ческой картины, проводить доклиническую диагностику и начинать лечение на ранних 

стадиях заболевания, выявлять гетерозиготных носителей, дифференцировать генети- 
чески различные формы болезни со сходной клинической картиной. Результаты диаг- 

ностики гетерозиготного носительства биохимическими методами могут быть исполь- 

зованы впрактике медико-генетического консультирования при расчетах риска рожде- 

ния ребенка с наследственным заболеванием на основе вероятностных подходов. 
Предметом биохимической диагностики могут быть различные классы органиче- 

ских и неорганических вешеств (аминокислоты, углеволы, липиды, мукополисаха- 

риды, ионы металлов и др.) и их метаболиты, концентрация и отклонения в актив- 

ности ферментов. Универсальность биохимической диагностики состоит в том, что 

исследовать этими методами можно любую ткань или секрет организма (мочу, пот, 

кровь, слюну, мышцы и др.). Это обусловливает многообразие биохимических мето- 

дов и необходимость их непрерывного совершенствования, 
Безусловно, биохимические методы играют первоочередную роль в диагностике 

наследственных нарушений обмена веществ (НБО). Универсальность этих методов 

позволяет использовать их в дифференциальной диагностике и для выявления гете- 
розиготного носительства другой моногенной патологии, при которой изменение 

биохимических показателей является вторичным: например, при прогрессирующей 

мышечной дистрофии Дюшенна/Бекера (ПМДД/Б) повышается уровень креатин- 

фосфокиназы (фермент мышц) в крови больных при начальной и развернутой ста- 

дии заболевания, а также и у 30% носительниц гена ПМДДУБ. 

Для диагностики ряда состояний используют комбинированные биохимические 

методы. Так иммуно-генетическое тестирование позволяет поставить или уточнить 

диагноз при врожденных иммунодефицитных состояниях, при подозрении наанти- 

генную несовместимость матери и плода по тем или иным системам групп крови. 

Иммуно-гистохимический метод используется для выявления той или иной белковой 

субстанции в какой-либо ткани при номоши специфичных антител (именно так 

проводят дифференциальную диагностику поясно-конечностных прогрессирующих 

мышечных дистрофий и ПМДД/Б; исследуют мышечные волокна на наличие или 

отсутствие в них дистрофина при помощи антител, специфичных для С-домена, 

Во4-домена и М-конца белка дистрофина). 

С каждым годом совершенствуясь, биохимические методы становятся все более 

сложными, многоступенчатыми, а, следовательно, и дорогими. Использовать их для 
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программ массового скрининга наследственных болезней, многие из которых встре- 

чаются в популяциях с сравнительно низкой частотой, невыгодно. Необходимо 

предварительное «просеивание» популяции (гл. 25). 

Биохимические методы подразделяют на качественные, количественные и полу- 

количественные. 

Качественные реакции позволяют обнаружить избыточные концентрации суб- 

стратов блокированной ферментной реакции или их производных, накапливающих- 

ся при НБО. Качественные тесты чувствительны, просты в применении, отличают- 

ся низкой себестоимостью и не дают ложноотрицательных результатов, а информа- 

ция, полученная с их помощью, позволяет с высокой долей вероятности заподозрить 

НБО у пациента, Однако на результаты этих тестов влияет применение ряда лекар- 

ственных препаратов и их метаболитов, а также некоторых пищевых добавок. Каче- 

ственные пробы бывают: универсальными (выделяется группа заболеваний, класс 

веществ; например, ЦПХ-тест для мукополисахаридов) и специфическими (на цис- 

тин-гомопистин, метилмалоновую кислоту и др.). Наиболее распространены качест- 

венные тесты с мочой, вследствие доступности и простоты получения материала для 

исследования. Основные используемые для диагностики НБО качественные тесты с 

мочой представлены в табл. 19.3. 

Таблица 19.3. Качественные тесты с мочой 

Диагностируемые НБО Другие состояния, имеющие положитель- 
ные результаты теста 

Тест 

— 
3-Гидрокси-3-метилглу- _ 
таровая ацидурия, алкап- 
тонурия, изовалериа- 
новая ацидемия, лейциноз, 
тирозинемия, ФКУ, цисти- 
нурня 
Алкаптонурия, врожден- 

Органолептические (пвет, 
запах) 

Тест Бенедикта Диабет, синдром Фанкони, прием 
ная непереносимость антибиотиков 

фруктозы, галактоземия, 
лактазная недостаточность 

Тест с хлорилом железа `Алкаптонурия, гипергли- |Гипербиллирубинемия; 
цинемия, гистидинемия, |кетоацидоз, лактат-ацидоз; 
лейциноз, тирозинемия, |карциноматоз; меланома; 
ФКУ феохромацитома; цирроз 

Тестс динитрофенилгид- |Алкаптонурия, гипергли- |Лактат-ацидоз 
разином цинемия, гликогенозы, 

Тест с р-нитроанилином 
Сульфитный тест 

Тест на гомогентизиновую | Алкаптонурия 
кислоту 
Тест с нитрозонафтолом 

лейциноз, ФКУ 
Метилмалоновая ацидурия 
Недостаточность молиб- 
денового кофактора 

Тирозинеёмия, галактозе- 
мии и фруктоземии 
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Теблица 19.4. Классы веществ, выявляемые различными методами анализа 

Методы анализа | Анализируемые классы веществ 

Двумерная | Аминокислоты; имидазолы; моно- и дисахарилы; пурины и 
ТСХ пиримидины, фенольные кислоты 

Одномерная | Аминокислоты; моно- и дисахариды; олигосахариды, 
сиаловые кислоты 

ВЭЖХ Аминокислоты; пурины и пиримидины 
ХМС Органические кислоты; ОДЦЖК; холестерин; желчные 

кислоты 
Тандемная масс-спектро-] Аминокислоты; ацилкарнитины 
метрия (ТМС) 
Электрофорез гликоза- | Гликозаминогликаны 
МИНОГЛИКАНОВ 

Полуколичественные и количественные тесты проводятся как с мочой (тест с циа- 
нид-нитропруссидом — гомоцистинурия, пистинурия; ЦПХ-тест — мукополисахари- 
дозы), так и с кровью (газы крови, глюкоза, ионы аммония, молочная кислота, кето- 
новые тела, пировиноградная кислота, холестерин, триглицериды) и могут иметь 
различную степень сложности. Наиболее простые из них, такие как измерение коп- 
центрации лактата, пирувата, кетоновых тел, ионов аммония, а также определение 
кислотно-щелочного равновесия, позволяют планировать дальнейшую тактику дичг- 
ностики: так метаболический ацидоз служит показанием для проведения газовой хро- 

матографии (ХМС) с целью исключения органических ацидурий, а повышение кои 
центрации ионов аммония — для исключения дефектов цикла мочевины; определение 
концентрации кетоновых тел и соотношения концентраций лактат/пируват в крови яв 
ляется первым этапом для дифференциальной диагностики митохондриальных вболез 
ней. 

Конечно, решающее значение в диагностике нарушений обмена играют бол 
сложные и высокоточные количественные методы, такие как флуоримстрические 
хроматомасс-спектрометрия, спектрофотометрия, различные вилы хроматографии 
и электрофорез гликозаминогликанов (ГАГ). Все эти методы можно условно рае 

лить на две группы: методы позволяющие получить спектр какого-либо класса вс 
шеств, например аминокислот, и методы для определения концентрации конкретно 
го вещества, например фенилаланина или тирозина (флуориметрический метод) 
Хроматографические методы, как правило, дают информацию о спектре и количест 
ве веществ (табл. 19.4). 

Тонкослойная, колоночная и др. виды хроматографии применяются для выделе 
ния и очистки анализируемых соединений, а также для получения результатов ия па 
луколичественном уровне. Так, тонкослойную хроматографию используют для вы 
явления дефектов обмена пуринов и пиримидинов, углеводов, аминокислот, олиго 
сахаридов и гликозаминогликанов (мукополисахаридов). Метод не требует снеци 
ального дорогостоящего оборудования, интерпретация результатов довольно прост: 
а стоимость одного анализа невысока, что иногда позволяет использовать этот мего 
и на первом этале скрининга (гл. 25). Более того, поскольку тонкослойная хроматс 
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Тиблица 19.5. Диагностика наслелственных болезней обмена с помошью различных методов 

анализа 

Классе НБО Определяемые метаболиты Метод анализа 

Аминоацилопатии 

Митохондриальные 
болезни 
Органические ациду- 
рии 
Болезни пуринового 
и пиримидинового 
обмена 
Болезни углеводного 
обмена 
Лизосомные болезни 
Болезни нарушения 
митохондриального 
В-окисления 

Пероксисомные болез- 
ии 

Болезни обмена метал- 
лов 

Наследственные болез- 

Аминокислоты, птеридины* 

Лактат, пируват, 3-гидрокси- 
бугират, ацетоацетат 
Органические кислоты 

Пурины, пиримидины, 
мочевая кислота 

Моно- и дисахариды 

Олигосахариды 
Карнитин и его эфиры, 
разветвленные и неразветв- 
ленные дикарбоновые кис- 
лоты от Сб до С14 
ОДЦЖК, фитановая кис- 
лота, желчные кислоты, 
плазмалогены, пипеколи- 
новая кислота 
Ионы металлов, сульфатов, 
аминокислот 
Сиаловые кислоты, хлориды, 

пи мстаболитного транс-сахара. 
порта 
Наследственные болез- 
ни желудочно-кишеч- 
ного тракта 
Болезни холестерино- 
вого обмена 
Болезни нейротранс- 
миттерного обмена 
Болезни обмена гема и 
порфиринов 
Наследственные энло- 
кринопатии 

Моно- и дисахариды 

Холестерин и его производ- 
ные, триацилглицериды 
Катехоламины, аминокис- 
лоты 
Порфирины 

Стероидные и тиреоидные 
гормоны 

* — при злокачественной ФКУ, используется только ВЭЖХ. 

'Аминокислотный анализатор, 
ВЭЖХ, ТМС 
ВЭЖХ 

ХМС, ВЭЖХ, ТМС 

вэЖХ 

ВЭЖХ 

ВЭЖХ 
ВЭЖХ, ХМС, ТМС 

ГХ, ХМС, ВЭЖХ 

ВЭЖХ 

ВЭЖХ 

ВЭЖХ 

гх, хмс 

ВУЖХ 

ВЭЖХ 

ВЭЖХ 

ГХ - газовая хроматография; ХМС — хроматомасс-спектрометрия; ТМС — тандемная масс-спектро- 
метрия 
Определение уровня ОДЦЖК включает в себя следующие этапы: внесение в пробу внутреннего 

стандарта (метилового эфира кислоты С27); выделение липидной фракции; этернфикация жирных 
кислот в соответствующие метиловые эфиры; вылеление последних препаративной тонкослойной 
хроматографией и анализ полученной фракции на тазовом хроматографе. 

графия взависимости от класса используемой аппаратуры может быть качественной, 
полуколичественной и количественной, она может применяться на разных этапах 
скрининга. 
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Наиболее точным, но сложным и обладающим малой пропускной способностью» 

(2 анализа в сутки) методом является иопообменная жидкостная хроматография с 
использованием аминокислотного анализатора. 

Метод высоковольтного электрофореза с последующей нисходяшей хроматогра- 
фией аминокислот на бумаге даетту же информацию, но отличается высокой пропу- 
скной способностью (30—40 проб в сутки), дешевле, чем ТСХ, но менее чувствите- 

лен. 
В последние годы все большее значение приобретают высокоэффективная жид- 

костная хроматография (ВЭЖХ) и хроматомасс-спектрометрия (ХМС). 

ХМС — комбинированный метод хроматографии и масс-спектрометрии. Он поз- 

воляет получать как количественную, так и качественную информацию, например, 
определять какие вещества, с какой молекулярной массой, присутствуют в анализи- 
руемой пробе и в каком количестве. Кроме того, с помощью ХМС можно получить 

количественную информацию о неразделенных или совместно элюируемых соеди- 
нениях, что является одним из зажных преимуществ этого метода. 

Тандемная масс-спектрометрия (ТМС) — метод, с помошью которого можно ко- 
личественно оценить 3000 метаболических маркеров разных групп НБО одновре- 

менно и охарактеризовать классы вешеств и их молекулярную массу. При этом вре- 
мени для подготовки проб и проведения анализа затрачивается существенно мень- 
ше, Чем при использовании некоторых выше перечисленных методов, например, 
при ГХ. 

Таким образом, совершенствование методов биохимической диагностики позво- 

ляет выявлять и подтверждать все большее количество нарушений обмена веществ, 
Классы НБО, диагностируемые с применением различных биохимических методов 

анализа, представлены в табл. 19.5. 

194.3. МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИЧЕСКИЕ МЕТОДЫ ДИАГНОСТИКИ 
НАСЛЕДСТВЕННЫХ ЗАБОЛЕВАНИЙ ЧЕЛОВЕКА 

Наиболее адекватные методы, обеспечивающие точную диагностику моногенных за- 

болеваний, основаны на исследовании ДНК в районе определенных генов. Несмот- 

ря на то, что молекулярно-генетические методы, как правило, весьма сложны, тру- 
доемки и дорогостоящи, данные, полученные в процессе ДНК-диагностики намно- 
го точнее и информативнее данных других анализов. Известно, что ДНК остается 

неизменной на протяжении всей жизни организма и одинакова во всех ядерных 
клетках, что позволяет использовать для анализа практически любые клетки орга- 
низма, полученные на разных стадиях онтогенеза. Крометого, с помощью ДНК-ана- 

лиза поврежденный ген можно обнаружить не только при наличии развернутой кли- 

нической картины заболевания, но и до появления симптомов, а также у злоровых 

гетерозиготных носителей мутации в гене, 
Предметом ДНК-диагностики может быть как исследование гена с целью выяв- 

ления мутаций (прямой подход ДНК-диагностики), так и анализ сегрегации заболева- 
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пия в определенной семье с полиморфными участками ДИК (маркерными локуса- 

ми), тесно сцепяенными с поврежденным теном (косвенный подход ДНК-диаености- 

ки). Прямая и косвенная ДНК-диагностика основана на методах, позволяющих 

идентифицировать небольшой, но строго определенный фрагмент ДНК человека. 

Обычно для этого используют бяот-гибридизацию либо амплификацию с последую- 

щим анализом полученных образцов ДНК при помощи электрофореза в агарозном 

или полиакриламидном гелях или радиоавтографии (гл. 18). 

Прямые методы ДНК-диагностики используются в тех случаях, когда известен ген, 

ответственный за возникновение наследственного заболевания и основные типы его 

патологических мутаций. Использование прямых методов ДНК-диагностики пеле- 

сообразно для таких заболеваний как муковисцилоз (мажорная мутация 4е1Е508), 

фенилкетонурия (В408\/), хорея Гентингтона (экспансия СТ@-повторов) и ряда дру- 

гих. 
Главное преимущество прямого метода — это высокая, практически 100%, точ- 

ность диагностики и отсутствие необходимости ДНК-анализа всех членов ядерной 

семьи. Обнаружение мутации зв соответствующем гене позволяет абсолютно точно 
подтвердить диагноз наследственного заболевания и определить генотип всех членов 

отягощенной семьи. Еще одно достоинство прямой диагностики — возможность вы- 
явления гетерозиготного носительства патологических мутаций у родителей умер- 

шего больного и его родственников, что особенно актуально для аутосомно-рецес- 

сивных заболеваний. 

Основной недостаток прямых методов состоит в том, что для их применения тре- 

буется знание точной локализации патологического гена в геноме, его экзон-ин- 

‘тронной структуры и спектра его мутаций. Такая информация на сегодняшний день 

доступна далеко не для всех моногенных болезней человека. 

К недостаткам прямых методоз следует также отнести их неполную информатив- 

ность, что связано с наличием широкого спектра патологических мутаций з одном и 

том же гене, обусловливающих развитие наследственного заболевания. В зависимо- 

сти от объема спектра мутаций в определенном гене, эта информативность может 

широко варьировать. Часть семей в этом случае остается неинформативной для ди- 

Таблица 19.6. Информативность прямых методов ДНК-диагностики для различных 
заболеваний 

Заболевание Информативность прямой диагностики 

'Ахондроплазия 100% 
Хорея Гентингтона 100% 
Спинальная амиотрофия 98% 
Невральная амиотрофия Шарко—Мари—Тута 97% 
Атаксия Фридрейха 93% 
Фенилкетонурия 80% 
'Алреногенитальный синдром 78% 
Муковисцидоз 72% 
Миодистрофия Дюншенна/Бекера 60% 
Болезнь Вильсона—Коновалова 45% 
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агностики. Табл. 19.6 даст представление об информативности прямых методов для 

различных заболеваний. 
Косвенные методы ДНК-диагностики применяют в том случае, если ген, повреж- 

дение вкотором приводит к заболеванию, ис идентифицирован, алишьяокализован 
на определенной хромосоме, или когда методы прямой ДНК-диагностики не лают 

результата, (например, при значительной протяженности и сложной молекулярной 
организации гена, а также широком спектре патологических мутаций в нем). Кос- 

венные методы ДНК-диагностики основаны на анализе сегрегации в семье аллелей 

полиморфных маркеров, находящихся в том же хромосомном регионе или тесно 

сцепленных с локусом заболевания. Полиморфные маркеры, используемые для кос- 

венной ДНК-диагностики, представляют собой точковые замены, делеции/инсер- 

ции, позторы, полиморфизм которых обусловлен различным количеством элемен- 

тов в блоке. 

Наиболее удобными для косвенной ДНК-диагностики признаны микросателлит- 

ные (мономер до 5 п.н.) и минисателлитные (мономер повтора состоит из 5—60 п..) 

полиморфные маркеры, широко распространенные в геноме человека. Для абсолют- 

ного большинства известных в настоящее время полиморфных сайтов такого тина 

был строго показан менделевский характер наследования. Наиболее типичными 
среди микросателлитов являются динуклеотидные повторы, а самым распростра- 

ненным из них — «СА»-повтор. Показано, что кластеры «СА»-повторов встречаются 
в геноме в среднем каждые 30 тысяч нуклеотидных пар. Во многих кластерах присут- 

ствует от 10 до 30 динуклеотидных повторов и типичное количество аллелей состав- 

ляет 4—8, что обеспечивает высокую информативность маркера. 
Для количественной оценки информативности данного маркера введена величи- 

на, получившая название информационного содержания полиморфизма (РС — от 

англ. ройтогрибт турюгтайон сотеп!), которая вычисляется по следующей формуле: 

РС =1- ;Р2— ;;РУР; где Р; — частота 1-го аллеля 

Эта величина определяет вероятность того, что изучение генотипа ребенка из ис- 

следуемой семьи и его родителей с помощью полиморфного маркера позволит опре- 

делить: с каким из аллелей в данной семье сцеплено повреждение. 
Ценность полиморфного маркера для ДНК-диагностики зависит не только от его 

информативности, но и генетического расстояния между маркером и повреждением 

в гене, так как точность оценки генетического риска в значительной степени опре- 

деляется частотой рекомбинации между сайтом повреждения и полиморфным локу- 

сом. 
Применение косвенных методов молекулярной диагностики предусматривает 

также в качестве обязательного предварительного этапа исследование частоты: алле- 

лей соответствующих полиморфных сайтов в анализируемых популяциях, среди 

больных и гетерозиготных носителей мутаций, а также определение вероятности ре- 

комбинации и неравновесия по сцеплению между маркерными сайтами и мутантиы- 

ми аллелями гена. 

Таким образом, основной недостаток косвенных методов заключается в их не 

100%-ной точности. Действительно, возможная ошибка обусловлена вероятными 
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рекомбинациями между изучаемым полиморфным локусом и повреждением в гене, 

а величина этой ошибки определяется двумя факторами: генетическим расстоянием 

между полиморфным локусом и мутацией, приводящей к заболеванию, и генетиче- 

ским размером самого гена. Очевидно, что для уменьшения ошибки необходимо ис- 

пользовать маркеры расположенные непосредственно вблизи гена или даже внутри 

него. Однако, часто размер критической области локализации гена составляет не- 

сколько сантиморганид, кроме того существуют гены, имеющие генетический раз- 

мер 3—5 сантиморганид (например ген дистрофина). Для таких генов даже при ис- 

пользовании знутригенных маркеров величина ошибки составит 2—3% на мейоз. С 

возрастанием числа анализируемых мейозов ошибка будет накаплизаться. Вообще, 

точный расчет генетического риска при проведении косвенной диагностики пред- 

ставляет собой довольно сложную математическую задачу. Типичная ошибка при 
проведении косвенной диагностики составляет 1—5%. 

К недостаткам косвенной диагностики следует отнести необходимость семейно- 

го анализа и обязательную уверенность в клиническом диагнозе, так как ни подтвер- 

дить, ни опровергнуть его при использовании этих методов (в отличие от прямых) 

невозможно. Кроме того, косвенные методы ДНК-диагностики могут быть приме- 

нены только для монолокусных заболеваний и неэффективны для моногенных но- 
лилокусных болезней. Действительно, для таких заболеваний существует несколько 

локусов, в которых необходимо прозодить сегрегационный анализ и не ясно, какой 
излокусов выбрать. 

Косвенные методы не требуют знания структуры гена и спектра мутаций в нем. 

Необходимо только иметь сведения о его локализации. В этом состоит основное пре- 

имущество этих методов. Кроме того, методы косвенной диагностики информатив- 

ны практически для всех обратившихся семей, поскольку зсегда есть возможность 

среди полиморфных маркеров, спепленныхс локусом заболевания, найти информа- 

тивный для данной семьи. 

Золотой стандарт ДНК-диагностики на сегодняшний день — комплексное ис- 

пользование и прямых и косвенных методов в каждом конкретном случае: подзвер- 

ждение результатов косвенной диагностики результатами прямой, и наоборот, Такой 

подход позволяет получить наиболее точный и адекватный результат. 



глава 

ХРОМОСОМНЫЕ АНОМАЛИИ 
И ОБУСЛОВЛЕННЫЕ ИМИ 
СИНДРОМЫ 

Хромосомные синдромы — болышая группа патологических состояний, возникающих в 

результатеаномалии количества и/или структуры хромосом человека. Клинические про- 

явления при хромосомных нарушениях наблюдаются с рождения и не имеют прогреди- 

ентного течения, поэтому, правильнее называть эти состояния синдромами, а не заболс- 
ваниями, В отличие от синдромов наследственные болезни характеризуются варьирую- 

щим возрастом начала и стадийностью течения, в процессе которого симптомы нараста- 

ютили модифицируются таким образом, что клиническая картина вначале и терминаль- 

ной стадии может существенно различаться. Частота хромосомных синдромов состанля- 

ет 5—7 на 1000 новорожденных. Однако эти показатели могли бы быть значителыью вы- 

не, если бы всем эмбрионам с хромосомными перестройками удавалось пройти полный 

цикл внугриугробного развития и родиться. Аномалии хромосом достаточно часто воз- 

никают, как в половых, так и в соматических клетках человека. Предполагается, что око- 

ло 50% всехспонтанных абортов обусловлены наличием хромосомных перестроек у плю- 

да. Около 30% оплодотворенных яйцеклеток погибает в предимнлантационный период 

{первые 1Одней после оплодотворения) в связи с наличием хромосомных аномалий, ко- 

торые нарушают координированную работу генов, экспрессирующихся враннем эмбри- 

огенезе, В первом триместре беременности половина всех случаев самопроизвольного 

прерывания беременности связана с хромосомными перестройками у эмбриона. Во ито- 

ром триместре хромосомные перестройки являются причиной самопроизвольных абор- 

тов в 25% случаев. Гибель плода после 20 недель развития лишь в 10% случаев оказывает- 

ся результатом хромосомной аномалии. Вероятность прерывания беременности и внуг- 

риугробной гибели плода зависит от номера хромосомы, вовлеченной в перестройку и 

типааномалии, Так моносомии по аугосомам, как правило, обладают летальным э|жфек- 

том. Достаточно редко уживорожденных выявляются структурные перестройки хромо- 

сом 1, 2, 3. Наиболее жизнеспособны дети с аномалиями акроцентрических хромосом 

(13—15и 21-22). 

20.1. КЛАССИФИКАЦИЯ ХРОМОСОМНЫХ 

АНОМАЛИЙ У ЧЕЛОВЕКА 

В группе хромосомных аномалий принято выделять геномные и хромосомные 
мугации. Геномные мутации характеризуюгся увеличением полного набора хромосом 
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(полиплоидии) или изменением количества хромосом по одной из пар (анеуплоидии). 

У человека описано два вида полиплюидий — триплоидии и тетраплоидии, характе- 

ризующисся соответственно трех- и четырехкратным узеличением числа гаплоид- 

ных наборов хромосом. Анеуплоидии могут выражаться и в увеличении числа хро- 

мосом одной пары (трисомии и тетрасосомии), и в их уменьшении (моносомии). 

Полиплоидии, как правило, не совместимы с жизнью и встречаются у абортусов и 
мертворожденных. Летальным эффектом во внутриутробном периоде обладают и 

моносомии по всем аутосомам. Наиболее частые геномные мутации у живорожден- 

ных — это трисомии по аутосомам и половым хромосомам и моносомии по Х-хромо- 

соме. Существует два основных механизма возникновения анеуплоидий: 

[) неправильное расхождение гомологичных хромосом в мейозе, з результате че- 
го водну половую клетку попадают две хромосомы (это приводит к возникновению 

трисомной зиготы), а в другую ни одной (зигота окажется моносомной); 

2) неправильное расхождение гомологичных хромосом в процессе конъюгации. 

К нарушению конъюгации хромосом могут приводить некоторые структурные хро- 
мосомные перестройки, например, пара- и перицентрические инверсии, а также 

увеличение размеров гетерохроматиновых участков хромосом. 

Хромосомные мутации обусловливают различные изменения структуры хромосом, 

Хромосомные мутации характеризуются значительным разнообразием и могут затраги- 

вать одну или две хромосомы одной или нескольких пар. Наиболее часто з межхромо- 

сомные перестройки вовлекаются две различные пары хромосом, однако, в редкихслу- 

чаях в хромосомной перестройке могут участвовать несколько пар хромосом. 

20.1,1, ХАРАКТЕРИСТИКА ВНУТРИ- И МЕЖХРОМОСОМНЫХ 
ПЕРЕСТРОЕК 

Необходимое условие возникновения внутрихромосомной структурной перестрой- 

ки — наличие двух точек разрыва в одном или обоих плечах одной и той же хромосо- 
мы, Внутрихромосомными мотут быть делеции, дупликации, транслокации и инвер- 
сии. Именно эти типы внутрихромосомных перестроек выявляются при разных ви- 
дах патологии человека. 

Для образования межхромосомных перестроек, также как и внутрихромосомных, 
необходимы две точки разрыва. Однако разрывы должны произойти в обеих хромо- 
сомах одной пары или в двух хромосомах из разных пар. К. межхромосомным пере- 
стройкам относятся транслокации и инсерции (вставки участка хромосомы в не- 
свойственное ему место). Подробно механизмы образования основных типов внут- 
ри- и межхромосомных перестроек рассмотрены в гл. 13. 

Основные межхромосомными перестройками являются транслокации. Выделя- 
ютреципрокные и робертсоновские транслокации. 

Реципрокные транслокании — это сбалансированные хромосомные перестройки, 
при которых весь генетический материал сохраняется, а изменения касаются только 
расположения генов в хромосомах. Механизм реципрокных транслокаций описан в 
гл. 1Зи представлен на рис. 13.8. У носителей таких транслокаций обычно нет каких- 
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Рис. 20.1. Типы гамету носителей транслокаций 

а - типы гамет у носителя реципрокной транслокаци; у фенотипически здорового носителя 
сбалансированной реципрокной транслокации может быть 4 типа гамет и, соответственно, 

ожидаются потомки: 1} с нормальными фенотипом и генотипом; 2} и 3} - с синдромами, 

обусловленными частичной моносомией и частичной трисомией соответствующих 
вовлеченных в транслокацию хромосом; 4) с нормальным фенотипом, но, как и их родитель, 
являющиеся носителями реципрокной сбалансированной транслокации; б - типы гамет у 
носителя робертсоновской транслокации; у фенотипически здорового носителя 
робертсоновской транслокации может быть 6 типов гамет. Генотипы и фенотипы возможных 

потомков у носителя робертсоновской транслокации гоБ(14;21) представлены на схеме 
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либо клинических проявлений. Однако для их потомства существует определенный 

риск возникновения хромосомных аномалий. Это связано с возможностью образо- 

вания несбалансированных гамет во время мейотического деления клеток. Схема 

формирования гамет и образующихся при оплодотворении зигот у носителей транс- 

локаций представлена на рис. 20.1. У носителей реципрокной транслокации могут 

сформироваться четыре типа гамет: Г) с нормальным набором хромосом; 2) и 3) с 

частичной нуллисомией по одной хромосоме и частичной дисомией по другой 

хромосоме, вовлеченных з транслокапию; 4) с наличием сбалансированной транс- 

локации, 
Вероятность образования каждого из четырех типов гамет одинакова, в связи с 

чем можно ожидать, что риск рождения детей с несбалансированной хромосомной 

перестройкой для носителя сбалансированной перестройки составляет не менее 

50%. Однако, величина ожидаемого риска значительно завышена, о чем свидетель- 

ствуют полученные эмпирические данные. Это связано с существованием механиз- 

ма элиминации несбалансированных по хромосомному материалу гамет, зигот или 

эмбрионов. В результате в семьях носителей реципрокных транслокаций значитель- 

но повышается риск спонтанного аборта или мертворождения, который достигает 

30%. 

Транслокации второго типа называют робертсоновскими. В них, как правило, зо- 

влечены акроцентрические хромосомы. Транслокационная хромосома может иметь 

одну или две центромеры. При наличии двух центромер (такую хромосому называют 

дицентриком) одна из них супрессирована. В результате разрывов короткие плечи 
двух хромосом уграчиваются, а их длинные плечи сливаются. Вместо четырех хромо- 

сом издвух пар образуются три хромосомы, две из которых нормальные, аодна пред- 

ставлена длинными плечами хромосом обеих пар (см, рис. 13.10). 

Таким образом, при анализе хромосомного набора в кариотипе носителя такой 

транслокации обнаруживается 45, а не 46 хромосом. В большинстве случаев носите- 

ли робертсоновской транслокации не имеют клинических проявлений, так как поте- 

ря коротких плеч акроцентрических хромосом может быть компенсирована функци- 

онированием других генов. У носителей робертсоновской транслокации может 

сформироваться шесть типов гамет, однако, частота рождения детей с несбалансиро- 

ванными хромосомными перестройками у такого носителя ниже, чем можно было 

бы ожидать, что связано с элиминацией гамет, зигот или эмбрионов, имеющих хро- 

мосомную перестройку. В представленном на рисунке случае летальными будут зи- 

готы, образовавшиеся в результате оплодотворения гамет с нуллисомией и дисоми- 

ей по хромосоме 14, а также гамет с нуллисомией по хромосоме 21. Три другие типа 

зигот — с трисомией по хромосоме 21, нормальные и несущие робертсоновскую 
транслокацию — теоретически должны образовываться с равной частотой. Однако на 

практике, эмпирический риск рождения ребенка с синдромом Дауна у таких носите- 

лей значительно меньше и составляет при носительстве транслокации матерью — 

7%, а отцом — 3% (гл. 25). Необходимо отметить, что риск рождения ребенка со сба- 

лансированной транслокацией соответствует, теоретически ожидаемому. В боль- 

шинстве случаев носители таких транслокаций здоровы. Однако у некоторых их по- 

томков, имеющих ту же сбалансированную транслокацию, описано появление поро- 
ков развития и интеллектуального дефицита. Это можно объяснить возникновением 
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кроссинговера между гомологичными хромосомами с вовлечением транслоцирова 
ного участка. В результате неравного кроссинговера возможно образование микр 
делеции и трисомии по определенному хромосомному сегменту, которые и бул 
причиной появления клинических симитомов, Это обстоятельство необходимо уч 
тывать при проведении дородовой диагностики при медико-генетическом консул 
тировании. В подобных случаях для окончательного суждения о состоянии здоров 
будущего ребенка необходимо использовать высокоразрешающие методы исслед 
вания кариотипа (в том числе, методы ДНК-анализа). 

Существуют особенности проведения медико-генетического консультировани; 
тех семьях, где один из супругов является носителем робертсоновской транслокаи 
с вовлечением двух хромосом одной пары (например, 21/21), когда образуется од 

хромосома, представленная только длинными плечами. Хромосомы, состоящие 
двух идентичных плеч, называют изохромосомами. Часто они образуются в резуль 
те поперечного деления центромеры в метафазе. Существует разная зероятность и 
явления изохромосом по короткому и по длинному плечу, однако при исследовии 
кариотипа человека изохромосомы по длинному плечу выявляются значительно ч 

ще. Возможно, это связано с тем, что изохромосомы по короткому плечу нестабил 
ны и их носители менее жизнеспособны. Все потомки носителя изохромосомы 2 [1 

длинному плечу будут иметь хромосомные перестройки — моносомию или трис' 
мию по вовлеченной в транслокацию хромосоме. Учитывая, что моносомии по пуп 
сомам, как правило, летальны, все живорожденные потомки носителя такой трап 
локации будут иметь трисомию по хромосоме 21. Таким образом, риск рождения р 
бенка с синдромом Дауна у носителей робертсоновской транслокации с вовлечен 

ем двух хромосом из одной 21-й пары будет составлять 100%, что необходимо раз 

яснить супружеским парам (гл. 25), 

20.1,2. СХЕМА ЗАПИСИ ЧИСЛЕННЫХ И СТРУКТУРНЫХ 
АНОМАЛИИ ХРОМОСОМ 

При описании аномального кариотипа используют дополнительные символы, ук 
зывающие тип и характер хромосомной перестройки. В случае численных аномии 
хромосом (полиплоидий) первым приводится общее количество хромосом, крит 
гаплоидному. Например, триплоидный кариотип записывается так: 69,ХХУ и) 

69, ХХХ. 
При наличии анеуплоидий по аутосомам после указания общего количества хр» 

мосом и пола человека ставится знак «+» при увеличении количества хромосом во. 
ной паре или знак «—» при уменьшении. Например, трисомия по 18 хромосоме 

мужчины записывается как: 47, ХУ, +18, а моносомия по 13 хромосоме в женском к 

риотипе записывается как 45,ХХ,—13, Напомним, что полная моносомия по люби 

аутосоме летальна и может определяться только у абортусов и мертворожденных. 11. 
сколько по-иному записызаются количественные перестройки, затрагивающие ии 
ловые хромосомы. Если произошло увеличение или уменьшение числа половых хх 
мосом, то знак «+» или «—» не ставится, а просто записываются их символы в пси! 
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ходимом количестве. Приведем некоторые примеры записи количественных анома- 

лий половых хромосом: 

45, ХО — моносомия по Х-хромосоме (синдром Шерешевского—Тернера) 

47, ХХХ - трисомия по Х-хромосоме у женщины 
47,ХХУ — кариотип с дополнительной Х-хромосомой у мужчины (синдром 

Клайнфельтера). 
При описании структурных аномалий вначале, как и при описании нормального 

кариотипа, указывается общее количество хромосом, затем — набор половых хромо- 
сом, определяющих пол обследованного, после чего ставится запятая и приводится 
описание характера структурной перестройки: делеция обозначается 41, инверсия — 
у, дупликация — ацр, транслокация — &, кольцевая хромосома — г, инсерция — 115. 
После этого, в скобках, указывается номер хромосомы — 46, ХУ, 4е 2), а при межхро- 

мосомных обменах — номера хромосом, вовлеченных в перестройку, Если в пере- 

стройку были вовлечены две хромосомы (и более), то для отделения их друг от друга 
ставится точка с запятой и первой записывается хромосома, имеющая меньший но- 
мер. В том случае, если удается идентифицировать сегменты, подсегменты и полосы 
хромосом, в которых произошли разрывы, то они указываются в следующих скоб- 
ках. Так, например, запись 46,ХУ,4е[(2)(2414.Т) означает, что речь идет о разрыве в 

первой субъединице четвертого сегмента первой полосы длинного плеча второй хро- 

мосомы. Примеры записи структурных перестроек хромосом приведены в табл. 20.1. 

Таблица 20.1. Схема записи кариотипа человека при иаличии основных структурных 
перестроек хромосом 

Запись кариотипа Характер перестройки 

46, ХУ 1пу(3) (р12; р23) Парацентрическая инверсия хромосомы 3 с точками 
разрыва в 12 сегменте короткого плеча и 23 сегменте 
длинного плеча у мужчины 

46, ХХ 1пу(9) (13:23) Перицентрическая инверсия хромосомы 9 (точки разрыва 
произошли в 13 сегменте короткого плеча и 23 сегменте 
длинного плеча) уженщины 

46,Х\.1(8;15); (915:р21) Реципрокная транслокация участка длинного плеча 
хромосомы 8 на короткое плечо хромосомы 15, с точками 
разрыва в 15 сегменте длинного плеча хромосомы 8 и 21 
сегменте короткого плеча хромосомы 15 

45,ХХ тоб(15;21)(910;а10) Робертсоновская транслокания с потерей коротких плеч 
15и 21 хромосом. Разрыв и воссоединение произошли в 
10 сегменте длинных плеч обеих хромосом 

46, ХХ, 4е!(8)(рЕ1-риег) Концевая делеция короткого плеча 8 хромосомы у 
женщины, начинающаяся с точкой разрыва в 11 сегменте 

46,ХХ,Зр+(р21-риег) Частичная трисомия (или дупликация) короткого плеча 
хромосомы 3 у женщины 

46, ХХ, йа(Х) (427.3) Выявлен участок ломкой Х-хромосомы с точкой разрыва 
в 27 сегменте длинного плеча у мужчины 

46, ХХ, (9) Наличие кольцевой хромосомы 9 у женщины 
46,Х (Ха) Изохромосома Х подлинному плечу 
46, ХУ. 4р- Моносомия по короткому плечу хромосомы 4 у мужчины 
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Хромосомные перестройки могуг обниружинаться во всех клетках организма 
{полная форма хромосомного сипдрома) или в определениюм клоне клеток (мозаич- 
ная форма). Полные формы хромосомных аномалий могут быть унаследованы от ра- 

дителей, при наличии носительства ими хромосомной перестройки или возникать 4е 
по\о в одной единственной гамете, давшей начало новому организму. Появление мо- 
заицизма обусловлено возникновением мутаций в зиготе, сформированной нор- 
мальными гаметами в процессе клеточного деления во внутриутробном периоде. 
При обнаружении мозаицизма обозначение кариотипов различных клеточных кло- 

нов разделяются косой чертой (/). Например, запись кариотипа 45,Х/47, ХХХ 
(50%/50%) означает, что при цитогенетическом исследовании препарата обнаружс- 

ны два клона клеток — один с моносомией по Х-хромосоме, а другой с трисомией по 
Х-хромосоме, в соотношении 1:1. Согласно требованиям современной номенклату- 

ры в конпе записи в квадратных скобках должны быть указаны абсолютные количе- 
ства клеток в клоне каждого типа, обнаруженные при цитогенетическом исслелова- 

нии. 

20.2. КЛИНИЧЕСКИЕ ПРОЯВЛЕНИЯ 

ХРОМОСОМНЫХ СИНДРОМОВ 

Характер и тяжесть клинических симптомов при различных типах хромосомных пе- 
рестроек, определяются степенью нарушения генетического баланса и, как следст- 

вие, гомеостаза в организме человека. Можно отметить лишь некоторые общие зако- 

номерности клинических проявлений хромосомных синдромов. 
1. Недостаток хромосомного материала приводит к более выраженным клиничс- 

ским проявлениям, чем его избыток. Частичные моносомии (делеции) по опреде- 

лениым участкам хромосом сопровождаются более тяжелыми клиническими прояв- 

лениями, чем частичные трисомии (дупликации), что обусловлено потерей ряла 1с- 

нов, необходимых для роста и дифференцировки клеток. В этом случае структурные 

и количественные лерестройки хромосом, в которых локализованы гены, эксирсс- 

сирующиеся в раннем эмбриогенезе, часто оказываются летальными и обнаружива- 

ются у абортусов и мертворожденных. К гибели эмбриона на ранней стадии разви- 

тия приводят полные моносомии по аутосомам, а также трисомии по 1, 5, 6, Ти 19 

хромосомам. Наиболее часто встречаются трисомии по хромосомам 8, 13, 18 и 21. 

2. Для большинства хромосомных синдромов, обусловленных аномалиями ауто- 

сом, характерны пренатальная гипотрофия {малый вес ребенка при доношенной бе- 

ременности), пороки развития двух и более органов и систем, а также задержка тем- 

лов раннего психомоторного развития, олигофрения и снижение показателей физи- 

ческого развития ребенка. У детей с хромосомной патологией часто выявляют увели- 

чение количества, так называемых, стигм дизэмбриогенеза или малых аномалий раз- 

вития. В случае наличия пяти и более таких стигм говорят о повышении лорога стиг- 

матизации у человека. К стигмам дизэмбриогенеза можно отнести наличие сандале- 

27-4167 
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видной шели между первым и вторым нальцами па ногах, диастему (увеличение рас- 
стояния между передними резцами), расщепление кончика носа и другие. 

3. Для аномалий половых хромосом, в противололожность аутосомным синдро- 
мам, не характерно наличие выраженного интеллектуального дефицита, некоторые 
больные имеют нормальное или даже выше среднего умственное развитие. У боль- 
шинства больных с аномалиями половых хромосом возникает бесплодие и невына- 
шивание беременности. Необходимо отметить, что бесплодие и самопроизвольное 

прерывание беременности при аномалиях половых хромосом и аутосом имеет раз- 
личные причины. При аномалиях аутосом прерывание беременности часто обуслов- 
лено наличием хромосомных перестроек, несовместимых с нормальным эмбрио- 
нальным развитием, или элиминацией несбалансированных по хромосомному мате- 
риалу зигот, эмбрионов и плодов. При аномалиях половых хромосом в большинстве 
случаев наступление беременности и ее вынашивание невозможно по причине ано- 
малии сперматозоилов или аплазии или резкой гипоплазии, как наружных, так и 
внутренних половых органов. В целом, аномалии половых хромосом приводят к воз- 
никновению менее выраженных клинических симптомов, чем аномалии аутосом. 

4. Тяжесть клинических проявлений зависит от соотношения нормального и ано- 
мального клеточных клонов. 

5. Полные формы хромосомных аномалий характеризуются более тяжелыми кли- 

пическими проявлениями, чем мозаичные. 
Таким образом, учитывая все клинико-генетические и генеалогические данные 

больных с хромосомными синдромами, показания к исследованию кариотипа у де- 
тей и взрослых следующие: 

® малый вес новорожденного при доношенной беременности; 
®_ врожденные пороки развития двух и более органов и систем; 
® врожденные пороки развития двух и более органов и систем в сочетании с оли- 

гофренией; 

недифференцированная олигофрения; 

бесплодие и привычное невынашивание беременности; 

® наличие сбалансированной хромосомной перестройки у родителей или сибсов 

пробанлов. 

20.2,1. КЛИНИКО-ГЕНЕТИЧЕСКИЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ 
СИНДРОМОВ, СВЯЗАННЫХ С АНОМАЛИЯМИ 
ПО ЧИСЛУ АУТОСОМ 

Наиболее распространенный тип количественных аномалий хромосом — трисомии и 
тетрасомии по одной из пар. У живорожденных чаше всего встречаются трисомии по 
8, 9, 13, 18, 21 и 22 аутосомам. При возникновении трисомии по другим аутосомам 

{особенно большим метацентрическим и субметацентрическим), эмбрион оказыва- 

ется нежизнеспособным и гибнет на ранних сроках внутриутробного развития. Ле- 

тальный эффект имеют и моносомии по всем аутосомам. 
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Выделяют два цитогенетических вирилита трисомий: транслокационный и регу- 

дярный. Первый вариант достаточно редко выступист в качестве этиологического фа- 

ктора и составляет не более 5% всех случиев трисомий по зутосомам. Транслокапи- 

онные варианты синдромов хромосомных трисомий могут появляться у потомков 

носителей сбалансированных хромосомных перестроек (чаще всего, робертсонов- 

ских или реципрокных транслокаций и инверсий), а также возникать 3е яоуо. 

Остальчые 95% случаев трисомий по аутосомам представлены регулярными три- 
сомиями. Существует две основные формы регулярных трисомий: полная и мозаич- 

пая. В подавляющем большинстве случаев (до 98%) обнаруживаются полные формы, 

возникновение которых может быть обусловлено, как гаметическими мутациями 

{нерасхождением или анафазным отставанием хромосомы при мейотическом делс- 

нин одной единственной гаметы), так и наличием сбалансированных хромосомных 

перестроек во всех клетках родителей. В редких случаях наследование количествен- 

ных хромосомных перестроек происходит от родителей, имеющих полную форму 

трисомии (например, по Х- или 21-хромосоме). 

Мозаичные формы трисомий составляют около 2% всех случаев и характеризуют- 

ся различным соотношением нормальных и трисомных клеточных клонов, которое 

и определяет вариабельность клинических проявлений. 

Приводим основные клинико-цитогенетические характеристики трех наиболее 

распространенных вариантов полных трисомий по аутосомам у человека. 

20.2.1.1, ТРИСОМИЯ ПО 21-й ХРОМОСОМЕ, ИЛИ СИНДРОМ ДАУНА (СД) 

Синдром был впервые описан английским врачом Дж. Дауном в 1866 г, а цитогене- 
тически охарактеризован Ж. Леженом в 1958 г. Это наиболее распространенная хро- 

мосомная патология, встречающаяся с частотой 1:700-800 новорожденных. Оба пола 
поражаются одинаково часто. 95% всех случаев синдрома Дауна представлено регу- 

лярной трисомией, возникающей в результате нерасхождения хромосом в мейозе и 

лишь 5% обусловлено наличием унаследованной от родителей или возникшей 3е 

поуо робертсоновской транслокацией с вовлечением 21 хромосомы. Наиболее часто 

(примерно в 80% случаев) нерасхождение хромосом происходит во время первого 

мейотического деления, причем, в 2/3 случаев в женских половых клетках. Важно от- 

метить, что вероятность нерасхождения значительно возрастает при увеличении воз- 
раста женщины. Так, частота рождения детей с синдромом Дауна у 20-летних жен- 

щин составляет 1:1800, у 30-летних — 1: 1000, ау 40-летних — }: 106 новорожденных. 

В подавляющем болынинстве случаев (98%) выявляется лолная форма СД, и 
лишь 2% больных имеют мозаичный вариант заболевания, 

В настоящее время патогенетические механизмы возникновения клинических 
симлтомов при увеличении хромосомного материала окончательно не расшифрова- 
ны. Предполагают, что ключевая роль в возникновении умственной отсталости при 
СД принадлежит увеличению дозы гена фермента супероксилдисмутазы, локализо- 
ванного в области 422.3. 

Клинические симптомы СД оченьспецифичны и позволяют диагностировать бо- 
лезнь уже в родильном доме. Больные имеют характерное уплощенное лиио, монго- 
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Рис. 20.2, Синдром Дауна. (Из: В.Е. Моейег, 1.2. Уоппв, 2001) 

лоидный разрез глаз, эпикант, короткий нос с плоской спинкой, макроглоссию (рис. 

20.2.), брахицефалию, низко расположенные, как правило, деформированные уш- 

ные раковины. Еще одно проявление СД — изменение дерматоглифики: присутствие 
длинной поперечной складки на ладонях и двух кожных складок на мизинце. Кисти 
больных обычно короткие и широкие с клинодактилией мизинцев. Пороки сердца 

отмечаются у 53% больных, пороки развития желудочно-кишечного тракта — у 15% 
пораженных, аномалии почек выявляются лить в 6% случаев. Для всех больных ха- 
рактерна мышечная гипотония и снижение роста, у взрослых, как правило, обнару- 
живается избыточный вес тела, Наиболее важный симптом при СД -- олигофрения 

различной степени тяжести. Дети с СД обычно ласковы, терпеливы, послушны, что 

в ряде случаев, при использовании специальных обучающих программ приводит к 
овладению ими иавыков самообслуживания, определенной социальной адаптации и 

даже освоению облегченной школьной программы. Продолжительность жизни 

больных с СД, как правило, снижена, они редко доживают до 40-летнего возраста, 
что связано со снижением клеточного и гуморального иммунитета, нарушением 
процессов репарации ДНК и формированием признаков преждевременного старе- 

ния в мозге больных. Смерть часто наступает от сердечной недостаточности, интер- 
куррентных инфекций, а в ряде случаев онкологических заболеваний, прежде всего, 
лейкемии. 

Диагностика заболевания осушествляется на основании клинического осмотра и 
анализа кариотипа больного. В случае выявления регулярной трисомии по 21-й хро- 

мосоме исследование кариотипа родителей больного не проводят. При обнаружении 
транслокационной формы заболевания этот этап медико-генетического консульти- 
рования семьи абсолютно необходим. Профилактика заболевания осуществляется 
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на осповании дородовой диагностики, оспованной на цитогенетическом т 

улитразвуковом обследовании илода (гл. 25). Такос обследование необходимо прово 

дит, в двух случаях: 

1} если беременная женщина старию 35 лет (в связи со значительиым увеличени 
ем риски нозникновения хромосомных персстроек в этом возрасте); 

2уесли у одного из родителей больного выявлена робертсоновская транслокаци; 

< вовлечением 21 хромосомы. 

20.2.1.2. ТРИСОМИЯ ПО 18-й ХРОМОСОМЕ, 
ИЛИ СИНДРОМ ЭДВАРДСА (С) 

Синдром был впервые описан в 1960 г. Дж. Эдвардсом. Больной с множествениыму 

врожденными пороками развития имел добавочную хромосому из группы Е. Часто 
га этого синдрома в популяции составляет 1:7000 новорожденных, причем, соотно 

шение больных женского и мужского пола составляет 3:1. Показано, что риск рож 

дения детей с СЭ не изменяется с увеличением возраста беременной женщины, 

Дети с СЭ рождаются с пренатальной гипотрофией (средняя масса тела при рож 

дении составляет 2340г). При рождении отмечается многоводие, гипоплазия илацен 
ты, наличие единственной пупочной артерии. 

Рис. 20.3. Синдром Эдвардса. (Из: Г.И. Лазюк, 1979) 
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Фенотипические проявления СЭ многообразны. Наиболее типичны: задержка 
психомоторного развития (100%); гипоплазия скелетной мускулатуры и подкожной 

жировой ткани (50%); врожденные пороки сердца (90%); аномалии строения лица и 

черепа — долихоцефалия, микрофтальмия, низкое расположение ушных раковин, 
микрогнатия, укорочение глазных щелей, высокое небо, микрогения; флексорное 

положение пальцев кистей, с наличием характерного расположения пальцев (второй 
палец перекрывает третий, а пятый — четвертый); гипертрофия клитора, криптор- 

хизм. Фенотип больных с СЭ представлен на рис. 20.3. Достаточно часто выявляют- 

ся пороки развития желудочно-кишечного тракта {атрезия пищевода, незавершен- 
ный поворот кишечника, эктопия поджелудочной железы), мочеполовой системы 
{удвоение почек и мочеточников, облитерация мочеточников, гидро- и мегауретер) 
и центральной нервной системы (спинно-мозговые грыжи, гипоплазия мозолистого 
тела и мозжечка), а также пупочные и паховые грыжи. Продолжительность жизни 
детей резко снижена: 90% из них погибают до | года в результате присоединившихся 

интеркуррентных инфекций или наличия тяжелых врожденных пороков развития. 

2.2.1.3, ТРИСОМИЯ ПО 13-й ХРОМОСОМЕ, ИЛИ СИНДРОМ ПАТАУ (СП) 

Синдром был впервые описан К. Патау в 1960 г. Частота встречаемости синдрома не 

превышает 1: 6000 новорожденных, оба пола поражаются с равной частотой. Так же 

как и при других формах полных трисомий, дети с СП рождаются с пренатальной ги- 
потрофией, в результате беременности, ос- 

ложненной многоводием. Клинические 
признаки синдрома достаточно специфичны 
и позволяют уже при рождении заподозрить 
наличие СП. К ним относятся: микроцефа- 

лия, тригоноцефалия, расщелина губы и не- 

ба, узкие глазные щели, широкий нос с за- 

павшей переносицей, микрофтальмия, де- 

фекты скальпа, а также поли- и синдакти- 
лия кистей и/или стоп (рис. 20.4.). Достаточ- 

но часто встречаются выраженные пороки 
развития мозга в виде голопрозэнцефалии, 
аринэнцефалии, гипоплазии мозжечка и 
сердца в виде дефектов межжелудочковой и 
межпредсердной перегородок. С различной 
частотой у больных отмечаются пороки по- 
чек, половых органов и кишечника. Тяже- 
лые пороки развития приволят к ранней ги- 
бели больных с СП, продолжительность 
жизни которых редко превышает | год. Дети, 

доживающие до 2—3 летнего возраста, име- 
Рис. 20.4. Синдром Патау (Из: нную степ м ой отста- 
Козлова С.И., Е. Семанова, Н.С. Де- ны ень УМСТВенной © 
микова, О.Е. Блинникова, 1987) 
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20.2.2. КЛИНИКО-ГЕНЕТИЧЕСКИЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ 
СИНДРОМОВ, СВЯЗАННЫХ С АНОМАЛИЯМИ 
ПО ЧИСЛУ ПОЛОВЫХ ХРОМОСОМ 

Хромосомные перестройки, затрагивающие половые хромосомы, встречаются с час- 
тотой 1,5:1900 новорожденных и отличаются значительным разнообразием. 

Наиболее распространены аномалии по числу половых хромосом: полисомии по 
Х-хромосоме у мужчин и женщин и моносомия по Х-хромосоме, приволящая к по- 
явлению женского фенотипа. В отличие от аутосом, для которых моносомии оказы- 
ваются летальными, моносомия по Х-хромосоме у человека — наиболее частая пато- 
логия половых хромосом. По-видимому, это объясняется тем, что в результате разли- 
ий в количестве Х-хромосом у женшин и мужчин в процессе эволюции у человека 
выработался мощный механизм компенсации дозы генов в Х-хромосоме у лиц муж- 
ского пола, который и предотвращает появление тяжелых пороков развития у носи- 
телей анеуплоидий по Х-хромосоме. ХО можно рассматривать как моносомию по Х- 

и нуллисомию по У-хромосоме. 

ЦПолисомии по У-хромосоме обнаруживаются достаточно редко, так как в боль- 

итинстве случаев они не сопровождаются возникновением выраженных клиниче- 
ских симптомов, 

Перестройки половых хромосом характеризуются вариабельностью не только ко- 
личества дополнительных хромосом Х и У, но и характера комбинации аномальных 
и нормальных клеточных клонов. К. особенностям этой группы хромосомных син- 
дромов можно отнести значительное число мозаичных вариантов (они составляют 
не менее 1/4 всех случаев полисомий по половым хромосомам). Выявляются две 
группы мозаичных кариотипов: 

1) сналичием клонов с нормальным и аномальным кариотипом, определяющим 
либо мужской, либо женский пол (например, кариотипы 45,ХО/46,ХХ и 

47,ХХУ/46 ХУ); 
2) с сочетанием клонов клеток с нормальным женским и мужским кариотипом 

46,ХХ/46,ХУ (50%/50%). 
Появление первой грулпы кариотипов обусловлено существованием хромосомных 

перестроек в соматических клетках, механизм которых сходен с таковым при анеуую- 
идиях по аутосомам. Фенотипические проявления при таких аномалиях имеют значи- 
тельное сходство с симптомами полных моносомии или трисомии по Х-хромосоме у 
лиц мужского и женского пола. Возникновение мозаичного кариотипа второй группы 
может быть следствием: 

1} слияния двух оплолотворенных яйцеклеток; 

2) оплодотворения ооцита двумя различными спермиями; 
3) митотических ошибок во время первого дробления зиготы; 
4} внутреннего обмена стволовыми кроветворными клетками между разнополыми ди- 

зиготными близнецами. В этом случае наружные половые органы имеют смешанное стро- 
ение, те. наблюдается гермафродитизм. Аномалии внутренних половых органов определя- 
ются различной степенью развития производных мюллеровых и вольфовых протоков. 
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Структурные аномалии половых хромосом обусловливают неправильное форми- 
рование внутренних и наружных лоловых органов. В настоящее время основные ме- 
ханизмы развития зачатков мужских и женских половых органов расшифрованы, 
однако природа ряда феноменов остается не выясненной. Основные положения это- 
го процесса следующие. 

1. Формирование мужского пола происходит при наличии Х- и У-половых хро- 
мосом, а женского — при наличии двух Х-хромосом. При этом в организме женщи- 
ны включается механизм дозовой компенсации, в результате которого одна из Х- 
хромосом инактивируется. Этот процесс часто называют лайонизацией вчесть фран- 
цузской исследовательницы М. Лайон, которая в 1961 г. впервые показала, что одна 

из двух Х-хромосом в клетках нормальной женщины находится в генетически неак- 

тивной форме. Эта хромосома в интерфазном ядре представлена в виде тельца Бар- 

ра, интенсивно метилирована и не транскрибируется, Инактивация одной из Х-хро- 

мосом происходит на ранних стадиях эмбриогенеза‘и носит случайный характер, то 
есть в различных клетках женского организма неактивная Х-хромосома может быть 
как отцовского, так и материнского происхождения (см. гл. 12). В последние годы 

было показано, что инактивируются не все гены Х-хромосомы. Часть из них, играю- 
щая важную роль в дифференцировке гонад и контроле фертильности женщины, со- 
храняет транскрипционную активность. 

2. Процесс становления пола начинается с дифференцировки гонад после 4-й не- 

дели внутриутробного развития. До этого у эмбриона формируются закладки поло- 
вых желез. Для этого процесса достаточно одной Х-хромосомы, т.е, он протекает 
одинаково улиц с нормальным кариотипом и с анеуплоидией по половым хромосо- 
мам. С 4-й по 12-ю недели образуются мюллеров и вольфов протоки. Из мюллерова 

протока в последующем формируются матка, фаллопиевы трубы и верхняя треть 

влагалища; вольфов проток обеспечивает закладку семенных пузырьков, семявыно- 
сящего протока, яичка и урогенитального синуса, из которого у мужчин образуется 
предстательная железа, половой член и мошюнка, ау женщин нижняя треть влагали- 
ща и наружные половые органы. Таким образом, тип дифференцировки гонад опре- 

деляется направленностью дифференцировки мюллеровых и вольфовых протоков, 
для нормального осуществления которой необходимо присутствие двух половых 
хромосом. Первые морфологические отличия мужской и женской гонад обнаружи- 

ваются наб-7 неделеэмбрионального периода. Для правильного формирования яични- 

ков и половых органов необходимы две Х-хроемосомы, у больных с кариотипом ХО го- 

нады не дифференцируются и на их месте формируются соединительнотканные тяжи. 
3. Необходимым условием развития мужских половых органов является присут- 

ствие на коротком плече У-хромосомы гена 5АУ, который содержит 2 экзона и ли- 

шен интронов. Он кодирует белок, состоящий из 204 аминокислот и обеспечиваю- 

щий дифференцировку клеток Сертоли. Нормальное развитие мужских половых ор- 
ганов определяется секрецией эмбриональным яичком двух веществ: антимюллеро- 
вого гормона, секретируемого клетками Сертоли, и тестостерона, экскретируемого 
клетками Лейдига, 

4. При агенезин гонад остальные признаки пола развиваются по женскому типу 
вне зависимости от набора половых хромосом (закон «автономной тенденции к фе- 
минизации»). 
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Лаким образом, основные симптомы, возникающие при количественных пер- 
стройках половых хромосом, характеризуются разнообразными нарушениями стру- 
ктуры и функции половых органов и гормонозависимымн аномалиями роста. При 
‘том аномалии строения внутренних органов, а также лицевого и мозгового черепа 
ие характерны. 

Далее приводятся клинико-генетические характеристики основных количествен- 
ных перестроек половых хромосом. 

2.2.2.1. МОНОСОМИЯ ПО Х-ХРОМОСОМЕ, 
ИЛИ СИНДРОМ ШЕРЕШЕВСКОГО-ТЕРНЕРА (СШТ} 

Заболевание впервые описано Н.А. Шерешевским в 1925 г., ав 1938 г. Г. Тернер вы- 
делил основные признаки этой болезни. Синдром встречается с частотой 
1:2000—1:5000 новорожденных. Наиболее часто клинические проявления этого син- 

дрома связаны с полным или мозаичным вариантом моносомии по Х-хромосоме, 
однако, они могут наблюдаться и при структурных перестройках Х-хромосомы (изо- 

хромосомах, делециях короткого и длинного 
илеча, кольцевых хромосомах, транслокации 
Х/Х). 

При полной или мозаичной форме СШТ с 
наличием кариотипа 45,ХО или 45,ХО/46 ХХ 

клинические проявления характеризуются три- 
алой признаков: гипогонадизмом с недоразви- 
тием половых органов и вторичных половых 

признаков, гормонозависимым снижением рос- 
та и наличием врожденных пороков развития и 
дисморфических черт строения. Пороки разви- 

тия половых органов многообразны и степень их 
дифференцировки зависит от соотношения 
нормального и аномального клеточного клона в 
кариотипе больного. При полной форме СИТ 

часто наблюдается агенезия гонад, отсутствие 
матки и фаллопиевых труб, первичная амено- 

рея, недоразвитие вторичных половых призна- 
ков, связанное с недостатком эстрогенов {скуд- 
ное оволосение на лобке и в подмышечных впа- 
динах, недоразвитие молочных желез). Внеш- 
ний вид больных достаточно характерен (рис. 

20.5.}. Уже при рождении можно выявить харак- 
терные признаки: крыловидные складки кожи 
на шес и лимфатический отек кистей и стоп. рис. 20.5. Синдром Шерешев- 

Приблизительно у четверти больных диагности-  ского—Тернера (Из. Сп.В. Зсимег 

руются пороки развития внутренних органов, ейа|., 2001) 
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как правило, пороки серлиа и почек. Нарядус этим часто выявляются малые призна- 
ки дизэмбриогенеза в виде эпиканта, низкого роста волос на шее, гиперилазии пог- 
тевых пластин, высокого неба, укорочения метакарпальных костей, микрогнатии, 
воронкообразной грудной клетки. Рост больных, как правило, снижен и во взрослом 

возрасте не превышает 140 см. В подавляющем большинстве случаев женщины с 

полной формой СШТ бесплодны. Однако в последние годы появились сообщения о 

нескольких пациентках, родивших здоровых детей. Это оказалось возможным благо- 

даря гормональному лечению, начатому в детском возрасте и приведшему к форми- 
рованию тела матки и маточных труб. 

2.2.2.2. ПОЛИСОМИИ ПО Х-ХРОМОСОМЕУ ЖЕНЩИН 

Полисомии по Х-хромосоме могут встречаться как у мужчин, так и уженщин. 
У женщин описано три вида полисомий по Х-хромосоме — трисомия (47,ХХХ), 

тетрасомия (48,ХХХХ) и пентасомия (49, ХХХХХ). При полисомиях по Х-хромосоме 
уженщин специфических клинических проявлений не выявлено. Нарушения поло- 

вого развития при этом типе количественных перестроек половых хромосом выра- 

жены не резко или отсутствуют, Это связано с инактивацией всех дополнительных 

Х-хромосом в организме женщины и увеличением количества телец Барра. Для этой 

группы хромосомных синдромом не характерно возникновение мозаичных вариан- 

тов. Частота всех случаев полисомии-Х не превышает 1,3:1000, причем основную 

группу составляют больные с трисомией по Х-хромосоме. 

Заподозрить наличие трисомии по Х-хромосоме при клиническом обследовании 

женщин достаточно сложно. Обнаруживается эта хромосомная перестройка, как 

правило, случайно при обследовании контингента женщин с умственной отстало- 

стью или нарушением менструального цикла. У большинства больных отсутствуют 

какие-либо признаки нарушения развития и имеется нормальный фенотип. Часть 

женщин с кариотипом 47,ХХХ страдает нарушением менструального цикла, невы- 

нашиванием беременности и ранней менопаузой. У некоторых трисомия-Х сопро- 

вождается олигофренией в степени дебильности, нарушением поведения, истериче- 

скими реакциями, а у ряда женщин и эпилептическими приступами. Во взрослом 

возрасте может развиться шизофрения с выраженными изменениями личиости. 

Тетрасомия и пентасомия по Х-хромосоме приводят к появлению более выра- 

женных клинических симптомов. Наличие дополнительных Х-хромосом увеличива- 

етриск возникновения умственной отсталости и соматических нарушений. Сущест- 

венно чаще, чем у больных с трисомией, у этой группы женщин отмечаются дисмор- 

фические черты строения в виде эпиканта, глазного гипертелоризма, монголоидно- 

го разреза глаз, клинодактилии мизинцев, высокого неба, уплощения переносицы, 

укорочения шеи, синостоза лучевой и локтевой кости. 

2.2.2.3, ПОЛИСОМИИ ПО Х-ХРОМОСОМЕУ МУЖЧИН 
Улиц с мужским фенотипом описано несколько вариантов кариотипов, характе- 

ризующихся увеличением количества Х-хромосом. Наиболее часто встречается син- 
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дром Клайнфельтера — дисомия по Х-хромосоме, при 

наличии одной У-хромосомы (кариотип 47,ХХУ). Это 

заболевание было впервые описано в 1942 г. и встреча- 

ется с частотой 1,5 на 1000 новорожденных мальчиков, 

Первые признаки заболевания можно отметить в пу- 

бертатиом возрасте. До этого периода развитие поло- 

вых органов мальчиков происходит без отклонений и 

обеспечивается нормальным функционированием У- 

хромосомы. Дисбаланс половых хромосом приводит к 

недоразвитию семенников, гипоплазии яичек и гипо- 

гонадизму. Больные имеют евнухоидный тип строения 

тела в сочетании с высоким ростом (рис. 20.6.). Часто 

формируется гинекомастия, скудный рост волос нали- 

це и в подмышечных впадинах. Все больные бесплод- | 
ны вследствие азооспермии. В части случаев наблюда- 
ется олигофрения в степени дебильности. 

При увеличении количества Х-хромосом у мужчин, 
сочетающемся с наличием одной или двух У-хромосом 
(кариотипы 48,ХХХУ и 48, ХХУУ) повышается вероят- 

ность возникновения выраженного интеллектуального 
дефицита, а также дисморфических черт строения ли- 

ца, У таких мужчин, помимо гипогонадизма, криптор- ‹ 

хизма, гипоплазии яичек и наружных половых орга- 

нов, часто отмечается ассиметрия тела, укорочение ног 

и мышечная гипотония. 

2.2.2.4. ПОЛИСОМИЯ ПОУ-ХРОМОСОМЕ 

Наиболее часто встречается синдром полисомии по У- 

хромосоме при наличии кариотипа 47,ХУУ. Частота 

этого синдрома составляет 1:1000 новорожденных 

мальчиков. Появление дополнительной У-хромосомы 

в большинстве случаев не приводит к появлению ано- 

малий строения ифункционирования наружных ивну- 

тренних половых органов. Такие мужчины часто имеют 
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Рис. 20.6. Синдром Клайн- 
фельтера 

нормальную фертильность, а вероятность рождения ребенка с хромосомными абер- 

рациями у них не превышает общепопуляционные показатели, Лишь у определен- 
ной части больных наблюдается гипогенитализм и азооспермия. Особенностью фе- 
нотипических проявлений у обладателей этого типа хромосомной перестройки яцляет- 

ся высокий рост, склонность к антисоциальному поведению, агрессивности. Их речь 

достаточно односложна, с элементами моторной и сенсорной афазии. 

Еше одной формой полисомии по У-хромосоме является кариотип 48,ХУУУ. 

Считается, что частота возникновения этой хромосомной аномалии не превышает 

1:50000 новорожденных. Описано лишь несколько таких больных, их фепотип был 
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сходен сфенотипом мужчин ссиндромом 47, ХУУ' больные стралали импотенцией и 

бесплодием, также у них выявлялся гипогонадизм, 

20.2.2.5. ВАРИАНТЫ ДИСГЕНЕЗИИ ГОНАД ПРИ АНОМАЛИЯХ 
ПОЛОВЫХ ХРОМОСОМ 

Описано множество клинических фенотипов, возникающих при наличии полных и 
мозаичных форм различных аномалий половых хромосом, которые можно объеди- 
нить в несколько групп, Первую группу составляют больные с овариальной дисгене- 
зией, фенотипические проявления которой значительно варьируют взависимости от 
характера перестроек Х-хромосомы. Основные проявления этой группы синдромов 
связаны с различной степенью нарушения процессов формирования гонад. Наибо- 
лее часто синдром овариальной дисгенезии возникает при наличии следующих ка- 
риотипов: 1) 46,ХХр- (делеция короткого плеча Х-хромосомы); 2) 46,Х, (Ха) — изо- 

хромосома по длинному плечу; 3) 46,Х,г(Х) — кольцевая Х-хромосома. В ряде случа- 

ев обнаруживаются Х/Х н Х-аутосомные транслокации. Очень редко наблюдаются 

случаи с наличием изо-Х-хромосомы по короткому плечу, которые оказываются не- 
стабильными и элиминируются в процессе клеточного деления. Это происходит в 
результате возникновения частичной трисомии по короткому плечу из-за наруше- 
ния нормального процесса лайонизации одной из Х-хромосом в результате потери 
инактивационного центра, расположенного в области ее длинного плеча. 

Показано, что в случае овариальной дисгенезии гонад, обусловленной утратой 

хромосомного материала проксимальных сегментов короткого плеча Х-хромосомы, 
возникают различные признаки нарушения формирования гонад, а при утрате дис- 
тальных сегментов более выражена задержка роста больных. Делеции длинного пле- 

ча Х-хромосомы вызывают типичные симптомы синдрома Шерешевского—Тернера; 
при наличии концевых делеций или кольцевой Х-хромосомы в клинической карти- 

не преобладают разнообразные аномалии строения половых органов, в то время как 
рост больных не снижен и пороки развития отсутствуют. 

Мозаичные варианты СШТ могут быть представлены клеточным клоном с моно- 

сомией по Х-хромосоме в сочетании с клоном, имеющем нормальную или несущую 
структурную перестройку У-хромосому (кариотип 45, ХО/46, ХУ). Это состояние обо- 
значают как смешанную дисгенезию гонад. Наличие клеточного клона с моносоми- 
ей по Х-хромосоме обусловливает возникновение агенезии внутренних половых ор- 
ганов и замещение их соединительной тканью, а существование клона клеток, со- 
держащих У-хромосому, приводит к появлению в организме гипоплазированных 
мужских половых органов, В том случае, если клоны клеток находятся в различных 
гонадах раздельно, возможно появление мужских и женских гонад различной степе- 
ни дифференцировки, Так, с одной стороны на месте гонад у больного могутдиффе- 

ренцироваться фиброзные тяжи, а с другой — недоразвитые элементы тестикулярной 
ткани и недифференцированные гоноциты. 

Необходимо отметить, что процесс формирования гонад является многоступен- 

чатым и его нарушение может быть связано не только с количественными и струк- 



ОД— 

Глава 20 .Хромосомные аномалии и обусловленные или сидромы 42 

Тиблица 20.2. Варианты дисгенезии гонад при структурных и количественных перестройках 

хромосом 

Варианты дисгенезин гонад Возможный кариотип 

Овариальная 1) 45, ХО; 2) 45,Х0/46, ХХ; 3) 46,ХХ р-; 4) 46,ХА( Ха); 
5) 46,ХХ(Хр); 6) 46,Хл(Хр; Хр) 

Чистая 1)46,ХиХа; Х9); 2) 46 ХХа- 

Тестикулярная 1) 46, ХР); 2) 45, ХО/46 ХУ 

турными перестройками половых хромосом, но и мутациями в генах, экспрессирую- 
щихся в тканях гонад и обеспечивающих правильное чередование цепи морфологи- 
ческих изменений. Такие мутации способны детерминировать как инверсии пола, 

так и аномалии развития мужских половых органов, Под инверсией пола понимают 

формирование мужского фенотипа при наличии женского кариотипа (46,ХХ) и фор- 
мирование женского фенотипа при наличии мужского кариотипа (46,ХУ). В первом 

случае говорят об ХХ-инверсии пола или синдроме де ла Шапелля, а во втором об 

ХУ-инверсии пола, которая включает несколько синдромов, в том числе и синдром 
тестикулярной феминизации и неполной маскулинизации. Наиболее часто к ХХ- 

инверсии пола приводит транслокация участка У-хромосомы, содержащего ген КУ, 

на Х-хромосому. 

Моногенные синдромы нарушения половой дифференцировки будут рассмотре- 

ны втл. 21. 



глава 

МОНОГЕННЫЕ БОЛЕЗНИ 
ЧЕЛОВЕКА 

Моногенные заболевания — больная группа наследственных болезней, возникнове- 

ние которых обусловлено единичными мутациями, нарупающими функцию соот- 

ветствующего белка или приводящими к полному отсутствию этой функции. Для 

моногенных болезней характерны аутосомно-доминантный, аутосомно-рецессив- 

ный и сцепленный с полом типы наследования. В последние годы, в результате изу- 

чения клинико-генетических характеристик моногенных заболеваний показано, 

что, в соответствии с законами Менделя, постулирующими наличие экспрессии двух 

аллелей гена, полученных от обоих родителей, наследуется только 2/3 из них, в на- 

следственной передаче остальных наблюдается отклонение отменделевских законо- 

мерностей. В данной главе будут рассмотрены только заболевания первой группы, к 

которой относится большинство аутосомно-доминантных и аутосомно-рецессив- 

ных патологий. Характеристики заболеваний, наследование которых имеетотклоне- 

ния от менделевских закономерностей, будут представлены в гл, 22, 

21.1. ЭПИДЕМИОЛОГИЯ МОНОГЕННЫХ 

ЗАБОЛЕВАНИЙ 

Понятие эпидемиологии заболеваний включает знание об их распространенно- 

сти/частоте в разных регионах, а также механизмах, влияющих на эти показатели. В 

медицинской генетике знание этих параметров обусловлено необходимостью расче- 

та и планирования потребностей медицинской и социальной помощи больным и 

инвалидам. Наибольшее значение для достижения этой цели имеет показатель рас- 

пространенности наследственных заболеваний, который рассчитывается, как отно- 

щение количества больных, зарегистрированных на момент обследования, либо за 

определенный промежуток времени, к размеру обследованной популяции (к чис- 

ленности всего населения — для аутосомных заболеваний, и к численности мужско- 

го населения — для Х-сцепленных рецессивных болезней). В большинстве случаев 

этот показатель рассчитывается на 100 тыс, населения. 

Для некоторых заболеваний, прежде всего тех, которые существенно сокращают 

продолжительность жизни, показателем их накопления служит частота. Частоту на- 

следственной патологии оценивают как отношение количества новорожденных, у 

которых может возникнуть наследственное заболевание в течение всей жизни, к об- 
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\цему количеству живорожденных, появившихся за данный период (обычно она рас 
считывается на 1000 живорожденных). 

При оценке сиектра наследственной патологии проводится анализ вклада | 

структуру заболеваемости отдельных нозологических форм и групп болезней с раз 
личным типом наследования, а также соотношения количества частых и редки 

форм наследственных заболеваний в разных регионах, 
Все эти показатели генетического груза варьируют в различных популяпиях. (‘о 

гласно современным оценкам наследственные моногенные заболевания выявляют 
сяу 2,4% населения, а их средняя частота составляет 10:1000 новорожденных. Ау 

сомно-доминантные заболевания (средняя частота — 7:1000) составляют 60%, и аут 
сомно-рецессивные болезни (средняя частота 2,5:1000) — 30% от всей мопогенио 

патологии. В популяциях человека число рецессивных мутаций достаточно велик 
Считается, что каждый человек является носителем 3-4 эквивалентов летальных му 

таций. Заболевания, наследующиеся сцепленно с полом, а также митохондриальны 
болезни, встречаются лишь в 10% случаев, причем наибольший вклад вносят Х-ике 

пленные болезни, средняя частота которых в большинстве обследованных популя 
ций составляет 0,4:1000. 

В медико-генетической практике в зависимости от уровня распрострапенност 
принято условно выделять три группы заболеваний; широко распространелные * 
болевания, встречающиеся не реже чем 1:10000; заболевания со средним уровне 

распространенности — 1:10001 — 1: 40000 случаев, и редкие, распространенность к 

торых не превышает 1:40001. Такое деление удобно для планирования объема и в, 

бора методов профилактики наследственной патологии. 

В табл. 21.1. представлены данные о частоте встречаемости наиболее распростр; 

ненных моногенных заболеваний. Безусловно, значения, указанные втаблицс, явл 

ются усредненными: в отдельных популяциях и этносах заболевания, относялисся 
группе щироко распространенных, могут встречаться редко, а наследственные пал 
логии, классифицируемые как редкие, напротив оказаться распространениыми, #1. 

пример, у евреев — выходцев из Европы (так называемых «аикенази»} одио из па 
более частых аутосомно-рецессивных заболеваний — фенилкетонурия — обнаруж! 

вается достаточно редко, при этом отмечается значительное увеличение частоты 1 
ких аутосомно-рецессивных заболеваний, как амавротическая идиотия Тея-- Сакс 

синдром Блума, абеталипопротеинемия, семейная дизавтономия Рейли—Дея и та 

сионная дистония, довольно редко встречающихся в других популяциях. В фипск 

популяции значительное распространение получили такие редкие в других попул 
циях болезни, как миоклонус-эпилепсия Унферихта-—Лундборга и аспартил-глюх 
заминурия. Показано преимущественное возникновение периодической болезиу 
армян, увеличение частоты адреногенитального синдрома у эскимосов, гемоглоб 
нопатий и недостаточности глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы у населения стран А: 

рики и Средиземноморья, 
Межпопуляционные различия распространенности наследственной натолоп 

обусловлены динамичным изменением генетической структуры популяции челоне 
под действием факторов популяционной динамики, нарушающих равновесие ионул 
ций, К таким факторам относятся: отбор, миграционные и мутационный процесс 
брачная ассортативность и дрейф генов. Воздействие этих факторов приводит кз 



честь !!. Медицииская генетика 

Таблица 21.1. Частота наиболее распространенных моногениых болезней человека 

Заболевание Тин наследования Частота 

Семейная гиперхолестеролемия АД 1:500 гетерозигот 
Полипоз толстой кишки АД 1:15000 
Синдром Марфана АД 1:20000 
Наследственный сфероцитоз АД 1:5000 

АД 1:1250 
Хорея Гентингтона АД 1:25000 
Несовершенный остеогенез АД 220000 
Миотоническая дистрофия АД 1:10000 
Нейрофиброматоз 1 типа АД 1:3000 

АД 1:15000 
'Альбинизм АР 1:10000 
Муковисцидоз АР 1:3500 
Спинальная мышечная атрофия АР 1:6000 
Фенилкетонурия АР 1:12000 
Темофилия А Х-сцепленный 1:10000 
Прогрессирующая мышечная дистрофия Х-снепленный 1:3500 
Дюшенна 
Тестикулярная феминизация Х-спепленный 1164000 
Синдром Мартина-—Белл Х-сцепленный 1:1250 

Х-сиепленный }:4000 

менению генетического состава популяции и может обусловить как преобладание, 

так и снижение, а иногда и практически полное исчезновение тех или иных форм 

наследственных заболеваний, Вклад отдельных факторов популяционной динамики 

в изменение показателей распространенности заболеваний с аутосомно-рецессив- 

ным и аутосомно-доминаитным типом наследования различен. 

Отбор обусловлен различной приспособленностью особей с разными генотипа- 

ми, приводящей к преимущественному воспроизведению одних и элиминации дру- 

гих, те. направлен в пользу или противопределенных генотипов. В человеческих по- 

пуляциях наиболее интенсивно происходят следующие виды отбора: 1) против го- 

мозигот и гемизигот по рецессивному аллелю (например, при фенилкетонурии, 

спинальной мышечной атрофии, миопатия Дюшенна); 2) в пользу гетерозигот по 

рецессивному аутосомному (например, при серповидноклеточной анемии, муко- 

висцидозе, фенилкетонурии) или Х-хромосомному аллелю (глюкоза-6-фосфатде- 
гидрогеназная недостаточность); 3) против гетерозигот по доминантному аллелю 

(ахондроплазия, туберозный склероз}. 

Отбор против гомозигот по рецессивному аллелю или против гетерозигот по до- 

минантному аллелю направлен на уменыпение продолжительности жизни больного 

и снижение его репродуктивных способностей. Действие отбора приводит к гибели 

больных в раннем возрасте или уменынению шансов оставления ими потомства. 

Несмотря на это распространенность заболеваний в популяциях поддерживается 

практически на постоянном уровне. Это связано как с возникновением новых доми- 

нантных мутаций (для АД-заболеваний), так и с действием отбора в пользу гетеро- 

зигот по рецессивному аллелю (в случае АР-заболеваний). 



Глава 21. Моногенные болелни человека *= 

Отбор в пользу гстерозигот но рецессивиому аллелю обусловлен селективиым 
преимуществом гетерозигот перед гомозиготами но нормальному и патологическо- 
му аллелям. В больщинстве случаев механизмы сохранения и поддержания опреде 
ленного уровня гетерозигот в популяциях человека не установлены. Имеющиес» 
данные позволяют высказать лишь некоторые предположения, Так, считается, что 1 
доантибиотиковую эру гетерозиготы: по мутациям в гене муковисцидоза имели сёле- 
ктивное преимущество в связи с их устойчивостью к легочным инфекциям и холере 
Известно, что распространение различных типов гемоглобинопатий и недостаточию- 
сти глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы в популяциях Средиземноморья обусловлено сс- 

лективным преимуществом гетерозигот, а именно их устойчивостью к малярии, кото- 
рая была широко распространена в этом регионе. Предполагается, что гетерозиготы ис 
мутации в гене фенилаланингидроксилазы, приводящей в гомозиготном состоянии к 
одному из наиболее частых наследственных заболеваний — фенилкетонурии, устойчи 
вы к токсическому эффекту охратоксина. Этот токсин, продуцируемый некоторыми 

видами плесневых грибов (в прошлом постоянных «обитателей» амбаров для хранения 
зерна), способен вызывать самопроизвольные аборты у беременных. Женщины, 

розиготные по мутациям в гене фенилаланингидроксилазы, а, следовательно, устойчи 
вые к действию этих микотоксинов, обладали селективным преимуществом. 

Несмотря на развитие медицинской помощи больным, отбор продолжает действо 
вать в популяциях человека как во время внутриутробного онтогенеза (50-70% зачати? 

не приводит крождению живого ребенка), так и в постнатальном периоде. В последних 
годы в связи с развитием методов дородовой диагностики наследственных заболеваний 
интенсивность пренатального отбора увеличивается. Эмбрион и плод с пороками раз 

вития, а также с хромосомными и моногенными заболеваниями, выявленный с помо 

шью методов инвазивной и неинвазивной диагностики, обычно элиминируют. С дру 

гой стороны, внедрение новых методов лечения несколько ограничивает постнатиль 
ный отбор. Так разработка эффективных способов ведения больных с фенилкетопури 

ей, муковисцидозом и алреногенитальным синдромом привела к увеличению продол 
жительности жизни таких пациентов и обусловила возможность оставления ими по 

томства, Это приводит к сохранению патологических аллелей генов этих заболеваний 1 

популяции и, в конечном итоге, к увеличению их распространенности. 
Определенное значение в накоплении заболеваний с различным типом наследо 

вания имеет дрейф генов — случайные колебания частот аллелей. Этот механизм дей 

ствует в изолированных или частично подразделенных популяциях, состоящих и' 
отдельных субпопуляций. Частными случаями этого фактора популяционной дина 
мики являются инбридинг и эффект основателя (см. гл. 17). 

Высокий уровень инбридинга в небольщих изолированных популяцих, приводи 

к увеличению частоты кровнородственных браков, накоплению гетерозитот по ре 
цессивным аллелям и распространению аутосомно-рецессивных заболеваний, На 
пример, в высокоинбредном религиозном изоляте амишей в США, численность ко 

торого насчитывает 80 тыс. человек, выявлено несколько десятков аутосомно-ренес 
сивных заболеваний, не обнаруженных в других человеческих популяциях. Вместе 

тем показано, что в популяциях, с длительно сохраняющимся высоким уровнем ип 
бридинга, возможна практически полная элиминация патологических аллелей рас 
пространенных аутосомно-рецессивных заболеваний. 
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Значительная роль в распространении аугосомно-доминантных наследственных 
болезней принадлежит такому фактору популяционной динамики, как эффект ос- 

нователя. Этот механизм накопления мутантных аллелей реализуется в результате 
миграции одного или небольшой группы носителей такого аллеля. С течением вре- 
мени в данной популяции увеличивается частота заболевания, обусловленного этим 
мутантным аллелем, а при генеалогическом анализе устанавливается, что все боль- 
ные унаследовали его от одного или нескольких мигрантов. Примерами могут слу- 
жить очаги территориального накопления некоторых АД-заболеваний в ряде попу- 
ляций: хореи Гентингтона в Японии; одной из форм порфирии в Южной Африке; 

миотонической дистрофии, окулофарингеальной миопатии и семейной гиперхоле- 

стеролемии у канадцев французского происхождения, 
Таким образом, распространение наследственной патологии в популяциях чело- 

века, имеющих ряд особенностей по сравнению с природными сообществами, под- 
чиняется единым закономерностям поведения генов в популяциях, основы которых 
изложены в гл. 17. 

21.2, ЭТИОЛОГИЯ МОНОГЕННЫХ ЗАБОЛЕВАНИЙ 

Этиологическим фактором моногенных заболеваний являются мутации в одном или 

двух аллелях определенного гена. Под мутацией в медицинской генетике понимают 
любое изменение структуры ДНК, приводящее к возникновению клинических сим- 

птомов. Мутации могут возникать в смысловых или в регуляторных участках гена и 

приводить к нарушению процессов транскрипции или трансляции, что обусловли- 

вает уменьшение или прекращение синтеза белкового продукта или изменение его 
нормальной структуры и свойств. К нарушению процесса транскрипции приводят, 

прежде всего, мутации в области промотора гена, в 5’-донорном и 3’-акцепторном 

сайтах интрона, в кэп-сайте, а также в регуляторных областях и районах энхансеров 

(негативный позиционный эффект). Описан ряд наследственных заболеваний, обу- 

словленных мутациями в генах, которые кодируют факторы транскрипции. Белко- 

вые продукты этих генов способны соединяться с регуляторными участками ДНК. 

многих структурных генов, приводя к активации или репрессии процессов транс- 

крипции. Тканеспецифические транскрипционные факторы участвуют в процессах 
клеточной дифференцировки, роста, миграции и апоптоза, следовательно, мутации 

в их генах могут нарущать эти процессы. В большинстве случаев мутации, прекраша- 

ющие транскрипцию гена, обусловливают развитие тяжелых форм наследственных 

заболеваний. (Основные типы мутаций описываются в гл. 13}. 

Причиной большинства моногенных болезней человека являются мутации в 

транскрибируемых частях гена; мутации в регуляторных областях обусловливают не 

более чем 0,1% моногенных заболеваний. Чаще всего идентифицируются, так назы- 

васмые, точковые мутации, представляющие собой однонуклеотидные замены иде- 

леции. В группе точковых мутаций наиболее распространены миссенс-мутации — од- 

нонуклеотидные замены в кодирующей части гена, приводящие к замене одной 
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аминокислоты на другую в полипентидиой пени, Миссенс-мутации обнаруживают- 
ся у 50% больных с моногенными наследственными заболеваниями. В результате 

этих мутаций длина белка остается неизменной, но его пространственная конфигу- 
рация меняется, вследствие чего может нарушаться его функционирование, в част- 
ности процессы взаимодействия с активными центрами рецепторов клеток-мише- 
ней, присоединение и катализ веществ, и другие, Функциональная активность Тако- 
го мутантного белка будет прямо зависеть от значимости участка, в котором про- 

изошла мутация, для реализации нормальной функции белка. 
При возникновении нонсенс-мутации также происходит замена одного нуклеоти- 

да в молекуле ДНК, однако, в отличие от миссенс-мутации, в этом случае происхо- 

дит образование терминирующего кодона (стоп-кодона), прекращающего процесс 
трансляции. Такой тип мутаций обнаруживается примерно у 12,2% больных. В этом 
случае синтезируется укороченный белок с измененными функциями. Нонсенс-му- 

тации обычно приводят к выраженному фенотипу болезни, однако тяжесть клиии- 
ческих проявлений зависит от локализации точковой замены: чем она ближе к нача- 
лу транскрипции, тем короче белковый продукт гена и тяжелее течение болезни. Та- 

кие укороченные белки, как правило, не способны выполнять свои функции и быст- 

ро деградируют. 
Еще одним типом однонуклеотидных замен являются мутации, возникающие на 

границе экзонов и интронов, так называемые силайсинговые мутации, выявляемые у 
9,5% больных, При наличии таких мутаций нарушается процессингпервичного РНК. 

продукта, в результате чего не происходит вырезание определенного интрона или де- 
летируется смежный с ним экзон, 

Наряду с точковыми мутациями довольно часто причиной наследственных забо- 
леваний человека являются делеции и инсерции сегмента ДНК размером от одного пу- 

клеотида до субхромосомного сегмента. Они выявляются у 16,5% и 6% больных, со- 

ответственно. Описаны заболевания, возникновение которых связано с инсерцией 
транспозоноподобных мобильных элементов генома, Если количество делетироваи- 
ных или вставленных нуклеотидов не кратно трем, рамка считывания генетического 
кода сдвигается, что приводит к образованию белка, не способного нормально функ- 

ционировать. 
Если нонсенс-мутации или мутации со сдвигом рамки считывания расположены 

в 5”-области гена, то они могут приводить к прекращению процессов транскрипции 
и отсутствию белкового продукта гена. Такие мутации часто называют нулевыми 
(пи лиабоп). 

При некоторых наследственных моногенных заболеваниях роль этиологического 
фактора играют инверсии. Например, 45% случаев гемофилии А, наиболее распро- 

страненного заболевания с Х-сцепленным рецессивным типом наследования, обу- 
словлено наличием крупной инверсии, захватывающей 22-й интрон и 1-22-й экзо- 

ны гена Е8С (восьмого фактора свертывания крови}, расположенного в длиниом 

плече Х-хромосомы (Ха28). Возникновение такой инверсии — результат необычной 

структуры гена. Показано, что в нем, локализованы два дополнительных гена, при- 
рода которых до настоящего времени не расшифрована (феномен «гена в генс»), 
Один изэтих генов (ЕЗА) полностью расположен в 22-ом интроне и транскрибируст- 

ся в направлении от 3’-конца до 5” (т.е., в противоположном традиционному паира- 
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Рис. 21.1. Инверсия вследствие негомологичной рекомбинации в гене гемофилии А. 
(Из; СН. В. Зснуег, А.Г. Веаидеё, \/5$. $1у, р. УаНе, 2001} 

влению транскрипции), а другой ген (Е8В), может простираться от 22-го интрона до 

23—26-го экзона (аллели гена вариабельны по протяженности) и транскрибируется в 

‘гралиционном направлении (рис. 21.1, а). Причиной возникновения инверсии в ге- 

ие Е8С является гомологичная рекомбинация между геном Е5А иего копиями, нахо- 

дящимися на расстоянии нескольких сотен пар нуклеотидов. Схема возникновения 

такой мутации представлена на рис. 21.1, 6. 
Еуие один тип мутаций, наследуемых моногенно, — это дупликация определенно- 

го участка хромосомы, включающая один или несколько структурных генов. Разли- 

чают тандемные и инвертированные дупликации. Как правило, они возникают в ре- 

зультате неравного кроссинговера гомологичных хроматид, Считается, что повьиие- 

нию частоты внутригенных делеций или дупликаций способствует присутствие в 

ДНК прямых и инвертированных повторов, итпилечных структур, квазипалиндром- 

ных послеловательностей, участков богатых СрС-островками и областей, насыщен- 

ных мобильными элементами генома. Наличие этих структур увеличивает риск воз- 

никновения негомологичной рекомбинации и «выпетливания» ДНК в процессе ре- 

пликации при нарушении спаривания родительской и дочерней цепей. 

В последние годы у человека описан новый тип мутаций, пока не обнаруженный 

ни у одного из живых организмов, так называемые, динамические мутации. Они ха- 

рактеризуются увеличением количества тринуклеотидных повторов в регуляторной 

или транскрибируемой частях гена. Число заболеваний, при которых выявляется 

этоттип патологической мутации, непрерывно растет. Болынинство из них— это бо- 

лезии нервной системы (гл. 22). Необходимо отметить, что в ряде случаев причиной 

возникновения наследственных заболеваний может быть экспансия более протя- 

женных участков ДНК, содержащих не три, а 12 и более нуклеотидных повторов в 

транскрибируемой части гена. К настоящему времени описано лищь несколько за- 

болеваний, для которых характерен данный тип мутаций. 

Показано, что для различных генов существуют специфические соотношения ча- 

стот встречаемости тех или иных тилов мутаций. При некоторых заболеваниях выяв- 

лены так называемые «мажорные» мутации, обнаруживаемые у большинства паци- 



ентов. Так, 60% случаев прогрессирукнией мышечной дистрофии Дкниения обусло- 

влено лелециями одного или нескольких экзонов гена, причиной возникновения хо- 
реи Геитинитона является исключительно экспансия тринуклеотилных повторов в 
транслируемой части гена, при спинальной амиотрофии основной тип мутаций — деле- 
ции 7—8-экзонов теломерной копии УМ /М-гена. В большинстве генов обнаружены так 

называемые «горячие точки», — участки, в которых мутации возникают наиболее часто. 
В зависимости от характера нарущения функций белкового продукта гена, все 

мутации условно можно разделить на несколько групп. 
}. Мутации, приводящие к потере функции экспрессируемого геном продукта 

{[055-ор-финеНон). К этому типу относятся все мутации, нарушающие процессы транс- 

крилции или трансляции. 
2. Мутации, приводящие к появлению новой функции белкового продукта гена 

{(сат-ор/ипсНоп). Наиболее распространенная мутация этого типа является увеличе- 

ние количества тринуклеотидных САС-повторов, кодирующих глутамин, в транс- 

крибируемой части гена. Синтезируемый белок оказывается удлиненным и содер- 

жит дополнительный полиглутаминовый участок. Такое изменение структуры белка 

приводит к изменению его функции и образованию токсичных продуктов, наруша- 
ющих нормальные процессы функционирования клеток (подробнее о патогенезе, 
заболеваний, обусловленных этим типом мутаций см. в гЛ. 22). 

3. Мутации, приводящие к возникновению доминантно-негативного эффекта 
(Фотинани певайуе еее), заключающегася в том, что белковый продукт мутантного 

аллеля гена ингибирует действие продукта нормального аллеля. Особенно часто этот 
эффект можно наблюдать в случае нарушения функционирования гетеромерных 

белковых комплексов, возникающего при изменении белковой структуры одной из 
его полипептидных цепей. 

4. Мутации, приводящие к изменению «дозы гена» (вепе дозаяе вфесй. Такой фе- 

номен возникает, прежде всего, при дупликации или делеции участка ДНК, содержа- 

его тот или иной ген. 

Более подробно механизм возникновения мутаций и особенности их фенотици- 

ческих проявлений описываются в разделах, посвященных клинико-генетическим 
характеристикам вызываемых этими мутациями наследственных заболеваний. 

21.2.1, СХЕМА ЗАПИСИ МУТАЦИЙ В ГЕНАХ ЧЕЛОВЕКА 

Разработана специальная номенклатура унифицированной записи мутаций в генах и 
замены аминокислотной последовательности в белке. При наличии точковых мута- 
ций, приводящих к замене одной аминокислоты в полипептидной цепи, чаще ука- 

зывают изменение аминокислотной последовательности. При обозначении муга- 
ций сплайсинга, делеций, инсерций и полиморфизмов, а также мутаций, 

возникающих в нетранслируемых участках генов, используют систему записи нук- 
леотидов. Принцип нумерации нуклеотидов следующий: номера присваиваются 
только тем нуклеотидам, которые входят в состав экзонов, те. №1 — соответствует 
первому нуклеотиду 1-го экзона. Для нумерации нуклеотидов в интронах необходи- 

мо определить номер ближайшего нуклеотида экзона и расположение интересую- 
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Направление транскрипции 

Рис. 21.2. Принципы нумерации нуклеотидов в гене и аминокислот в полипептидной 
испи. 

Замена ТАС на ТАС или С на С в 102-ом положении экзона приведет к замене тирозина (\} в 34- 

ом положении пептидной цепи на стоп-сигнал: У34Х 

ших нас нуклеотидов по отношению к 5- и 3’-концам ДНК. Нуклеотид интрона, на- 

ходяшийся против рамки считывания по отношению к экзону, т.е. со стороны 5’- 

конца ДНК, записывается со знаком «—», например 982 -— |, а находящийся вдоль 

рамки считывания (со стороны 3’-конца) — со знаком «+», например, 81 + 1. При ис- 

пользовании буквенных обозначений нуклеотилы экзонов записываются заглавны- 
ми буквами, а интронов — прописными. Схема записи и нумерации нуклеотидов в 
гене представлена на рис. 21.2. 

Каждой из 20 аминокислот соответствует одно- и трехбуквенный символы, пред- 

ставленные в табл. 21.2. 

При обозначении аминокислотных замен слева записывается нормальный вари- 
антаминокислоты, справа — появившийся в результате мутации, а между ними обо- 
значается место этой замены. Например, запись М366У означает замену метионина 
на валин в 366 положении полинептидной цепи, произошедшую в результате мис- 
сенс-мутации в гене. Это же обозначение может быть трехбуквенным и записывать- 
ся как Ме366\. Для обозначения однонуклеотидных замен используют буквы 

А,СЛ.С и запись может выглядеть следующим образом 1096А —› С. 

В том случае, когда происходит нонсенс-мутация и синтез полипептидной цепи 
обрывается, место его остановки обозначают буквой Х. Например, запись О23Х, 03- 
начает, что в результате мутации в 23-ем кодоне, кодирующем глутамин возник стоп- 
сигнал. Отсутствие одной или нескольких аминокислот в белковой молекуле обозна- 

чают значком А. Например, запись А Е508 означает отсутствие аминокислоты фе- 

нилаланина в 508-ом положении белка. 

При наличии делеции или инсерции одного или двух нуклеотидов приводится их 
буквенное обозначение, а при делеции или инсерции трех и более нуклеотидов при- 

водится их количество, Например, запись 345 А означает, что в 345-ом положении 

произошла делеция нуклеотила А, а запись 5464124 означает, что произошла деле- 
ция 24 нуклеотидов, начинающаяся с 546-го нуклеотида. 
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Либлица 21.2. Одпо- и трехбуквенные сим яминокислот 

Аминокислота Трехбуквенное обозначение Однобуквенное обозначение 

т 
Аланин Ай (А) 
Аргинин Аг (К) 
Аспарагин Азп (0%) 
Аспарагиновая кислота Азр (0) 
Валин У (У) 
Плутамин [® 1 [(®)) 
Глутаминовая кислота Сп (Е) 
Глицин су {©} 
Гистидин Н5 (Н) 
Изолейцин Пе {1 
Лейцин Геи (Г) 
Лизин Гу; (К) 
Метионин Ма (М) 
Пролин Рю (Р) 
Серин бег (5) 
Тирозин Туг (У) 
Треонин Ты {т 
Триптофан Тр (м) 
Фенилаланин Рие [65 
Цистеин Суз (С) 

Инсерции обозначают символом 115 и записывают следующим образом, Вначах 

указывают интервал между нуклеотидами, в котором произошло встраивание се! 
мента, а затем обозначение сегмента. Например, 234-235 ш5Т означает, что межл 

234- и 235-м нуклеотидами произошла вставка Т. 

В случае мутаций сплайсинга запись начинают с номера крайнего нуклеотиди 
экзоне, ближайшем к мутации, затем указывают номер нуклеотида и характер пук 
леотидной замены. Например, запись 621 + 18 — Г означает, что в первом основани 
интрона, который расположен за экзоном, заканчивающимся 621-м нуклеотидок 
произошла замена $ на 1. 

Динамические мутации, обусловленные экспансией тринуклеотидных повторов, % 

писываются следующим образом. Вначале указывают номер нуклеотида с которого иачи 
нается экспансия повтора, затем описывают тип его тринуклеотидной последовательнс 
сти и приводят количество повторов. Например, запись 28(СТС)200 означает, что, начу 

ная с 28-го нуклеотида, выявлено 200 СТО-тринуклеотидных повторов. 

21.3. ГЕНЕТИЧЕСКАЯ ГЕТЕРОГЕННОСТЬ 

И КЛИНИЧЕСКИЙ ПОЛИМОРФИЗМ 

МОНОГЕННЫХ БОЛЕЗНЕЙ 
Для большинства моногенных наследственных заболеваний характерна генетиче 

ская гетерогенность. Это означает, что одно и то же по клиническим проявления! 
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звание может быть обусловлено различными генетическими дефектами. Это 

быть мутации в нескольких генах (локусная хетерогенность), или разные мута- 

одном и том же гене (аллельная гетеротенность). 

ентичность клинических проявлений наследственных заболеваний при нали- 

окусной гетерогенности обусловлена, прежде всего, единством патогенетиче- 
исханизмов. При этом белковые продукты генов могут функционировать в од- 
тех же тканях в качестве структурных белков, имеющих сходные функции, вхо- 
з состав ферментных систем, обеспечивающих различные этапы единого пути 
олизма субстратов или язляться транспортными белками для определенной 
ы ферментных систем. 
зимсром локусной гетерогенности служит наследственная полинейропатия Де- 

а—Сотта, характеризующаяся врожденной демиелинизацией перифериче- 
нервов. Клинические проявления этого заболевания возникают при наличии 
ции водном из четырех генов: . 
гене периферического белка миелина (РМР?22), локализованном в области хро- 

иы 17 р11.2-12; 

гене основного белка миелина (Ро), картированном на хромосоме 1; 

кене раннего белка миелина (ЕС Е2), расположенном на хромосоме 10; 

гене периаксина (РКХ), обнаруженном на хромосоме 19. 

одство клинических проявлений этих различных генетических вариантов обу- 
но единством их патогенетических механизмов. Показано, что все четыре ге- 
гветственные за болезнь, экспрессируются в миелиновой оболочке перифери- 
1х нервов, нарушение функционирования которой приводит к появлению 
ги'нных симптомов врожденной полинейропатии. Еще одним примером локус- 

етерогенности может служить группа наследственных заболеваний сетчатки — 
ситных ретинитов, основным клиническим проявлением которых является 
жссируюшее снижение остроты зрения, обусловленное нарушениями процес- 
юторецепции. В настоящее время показано существование, по крайней мере 24 

чных генов, мутации в которых приводят к нарушению функционирования 
эвых продуктов, участвующих в процессе фоторецепции в качестве структурных 
эв, ферментов и коферментов. 
аличие аллельной гетерогенности характерно практически для всех моногенных на- 
венных заболеваний. В большинстве случаев наличие различных мутаций в одном 

г же гене приводитк возникновению заболеваний со сходной клинической симпто- 

кой, с небольшими вариациями в степени генерализации процесса и тяжести тече- 

Ири этом фенотипическое разнообразие обусловлено следующими причинами: 

' разным механизмом действия мутаций на процессы трансляции белкового 
укта (одни мутации могут вызывать полное отсутствие белка, другие приводят к 
ению его количества, а третьи обусловливают изменение размеров мРНК); 

} наличием одного или нескольких генов-модификаторов, регулирующих экс- 
сию мутантного гена; 
) различиями в степени нарушения функций белка при мутациях, изменяющих 
юкислотную последовательность отдельных доменов. 
юказано, что клинические проявления заболеваний, вызванных миссенс-мута- 

1и, как правило, менее выражены, чем в случае нонсенс-мутаций или сплайсин- 
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говых мутаций. Иногла у больных, с утосомно-ренессивными наследсТЕННЫМИ 3а- 

боленаниями обнаруживаются различные мугаитные аллели одного И ТОГО Же ГСН. 

Клиническая картина у таких компаунд-гетерозигот отличается по тяЖеСТИ 0Т КЛИ- 
нической картины у гомозигот по каждому из аллелей. 

Однако, в ряде случаев, мутации в различных участках гена могут обусловливать 

возникновение совершенно разных болезней. В качестве примера можно привести 

два заболевания — спинально-бульбарную мышечную атрофию Кеннеди # синдром тес- 

тикулярной феминизации, обусловленные различными мутациями в ге#® Ндрогено- 

вого рецептора, картированного на Х-хромосоме. Первое заболевание СВЯЗАНО с по- 
ражением двигательных нейронов спинного мозга и ствола мозга и прОЯВЛЯЕТСЯ МЫ- 

шечной слабостью и атрофией мышц плечевого пояса, нарушением ГИОТАНИЯ и ды- 
хания, гинекомастией и рядом других симптомов. Тип мутаций в гене ПРИ ЭТОЙ фор- 
ме спинальной амнотрофии относится к группе «динамических» и характеризуется 

увеличением количества тринуклеотидных САС-повторов в первом ЭКЗОНе Тена. 
Второе заболевание относится к группе синдромов нарущения половой дифферен- 

цировки, основные проявления которого связаны с нечувствительноСТВЮ андроге- 
новых рецепторов к дигидротестостерону. При этом у человека с мужбКИМ Кариоти- 
пом (46, ХУ) наружные половые органы сформированы по женскомУ ТИПУ, ОЛлнако, 
влагалище заканчивается слепо, а матка отсутствует. Основной тип мутации вгене при 

этой патологии — однонуклеотидные точковые замены, приволящие киНАКТИВации ан- 
дрогенового рецептора. 

21.4. ПАТОГЕНЕЗ МОНОГЕННЫХ ЗАБОЛЕВАНИЙ 

Патогенез моногенных заболеваний многообразен, что связано с разАИЧИЯМИ Функ- 
ций белковых продуктов, нарушенных в результате мутаций. ПостраййТЬ МОГУТ функ- 

ции структурных, транспортных, рецепторных и других вирусных бел КОВ. Кроме то- 

го известно, что одни белки являются тканеспецифичными и экспребСИРУЮТСЯ в оп- 

ределенных клетках организма (например, глобиновые белки — тольк® В ЭРИТроцитах, 

а другие (например, коллагеновые белки) широко представлены в разЛИЧНЫХ органах 

и тканях. Естественно, что клинические проявления мутаций в тканеспецифичных 

тенах ограничены определеннымитканями, вто время как при мутаЦИЯХ в генах ши- 
роко экспрессирующихся белков наблюдается мультисистемность ПОРЯЖеНИЯ. 

Разнообразие клинических проявлений наследственного заболевания может 

быть связано со специфическими функциями участвующего в ато! #36 белкового 

продукта. Белки могуг играть роль ферментов, гормонов, структури Х КОМПОНЕНТОВ 
клеточного матрикса или ионных каналов, транскрипционных факторов, трасмемб- 

ранных переносчиков, клеточных рецепторов, компонентов сигнаЛЬНОЙ транслук- 

ции, иммуноглобулинов, а также выполнять другие функции. Это приводит к тому, 

что патогенез возникновения клинических признаков при отдельНЫХ НоЗологиче- 
ских формах в значительной степени уникален, однако, существуют И НЕКоТорые об- 

щие закономерности развития патологии. В настоящее время появилась тенденция 
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квыделению отдельных груип заболеваний на основании сходства патогенетических 

механизмов. Так, в качестве отдельной группы рассматривают каналопатии, возник- 

новение которых обусловлено нарушением функционирования ионных каналов (ка- 

лиевых, натриевых, кальциевых и хлорных) в мембране мышечных, нервных и гли- 

альных клеток; гемоглобинопатии, возникающие при нарушении функций молеку- 

лы гемоглобина; болезни, связанные с нарушением сигнальной трансдукции, кле- 

точнных рецепторов, структуры коллагена (коллагенопатии) и др. Наиболее хорошо 

изучен натотенез наследственных болезней обмена, при которых известны структу- 

ра, функции и пути метаболизма белковых продуктов гена. Большинство наследст- 

венных болезней обмена — это ферментопатии, при которых нарушаются процессы 

расацепления и утилизации определенных продуктов. К сожалению, классификация 

наследственных болезней на основании сходства патогенетических механизмов не 

всегда оказывается целесообразной и удобной для врача, так как в одну группу могуг 
попасть заболевания, имеющие различные клинические проявления и, в соответствии 

с клинической систематикой, рассматриваемые в различных классах. Так, например, к 

грунпе болезней ионных каналов относят различные варианты наследственных эпи- 

ленсий, миотонии и пароксизмальные миоплегии, имеющие совершенно различные 

клинические проявления. С другой стороны, выделение заболеваний на основе общно- 

сти патогенеза, облегчает процесс разработки патогенетической терапии, направлен- 

ной па коррекцию общих механизмов развития болезней. В рамках данного руководст- 

ва, безусловно, невозможно проанализировать все известные на сегодняшний день мо- 
лекулярные механизмы наследственных патологий, но часть из них будет рассмотрена 

в разиелах, посвященных конкретным моногенным болезням. 

21.5. КЛИНИКО-ГЕНЕТИЧЕСКИЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ 

МОНОГЕННЫХ БОЛЕЗНЕЙ С 

МЕНДЕЛЕВСКИМ НАСЛЕДОВАНИЕМ 

21.5.1. АУТОСОМНО-ДОМИНАНТНЫЕ МОНОГЕННЫЕ 
ЗАБОЛЕВАНИЯ 

21.5.1.1. ХАРАКТЕРИСТИКА АУТОСОМНО-ДОМИНАНТНОГО 
ТИПА НАСЛЕДОВАНИЯ 

Аутосомно-доминантный тип наследования характеризуется: 1} проявлением забо- 
левания у гетеро- и гомозигот по патологической мутации; 2) передачей мутантного 
гена от родителей к детям обоего пола с вероятностью 50%. Следует также учитывать 
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искоторые особенности аутосомно-доминангного тина паследования заболевания в 

иекоторых семьях: 1) неполную пенетрантность и варьирующую эксирессивность 

мугантного аллеля при его сегрегации в ряду поколений; 2) существование антици- 

пации, то есть, нарастания тяжести заболевания у больных последующих поколений, 
Механизм доминантности, обусловливающий появление клинических симито- 

мов при наличии лишь одной копии мутантного аллеля, до конца не расшифрован. 

Эффект доминирования определенного аллеля гена может возникать в том случае, 

если его продукт регулирует комплекс метаболических путей, служит ключевым фер- 

ментом в ряду биохимических реакций или играет роль мембранного рецептора. При 

ряде заболеваний доминантный эффект может быть обусловлен нарушенисм синте- 

за белка, который участвует в формировании комплекса структур (например, белков 

коллагена 1 типа, см. гл. 21). 

Варьирующая экспрессивность гена проявляется различной тяжестью клиниче- 
ских симптомов болезни у пораженных членов родословной. Так, у части больпых 

могут наблюдаться стертые и абортивные формы заболевания, для обнаружения ко- 

торых необходимо использовать дополнительные методы обследования, в то время 
как у других — наблюдаются тяжелые клинические проявления. 

Неполная пенетрантность гена выявляется при анализе родословных при нали- 
чии так называемого «пропуска поколений», когда передача заболевания может осу- 

шествляться через клинически здорового носителя патологического гена, который 

он унаследовал от больного родителя. При наличии неполной пенетрантности му- 

тантного гена риск возникновения заболевания у потомков пораженного родителя 

может быть модифицирован и рассчитан по формуле: р х Р, где р — априорная веро- 

ятность возникновения заболевания, предполагаемая на основе менделевских зако- 

номерностей (50% при аутосомно-доминантном типе наследования), а Р — коэффи- 

циент пенетрантности. Показатель пенетрантности может быть суммарным, полу- 
ченным при анализе большого числа информативных родословных или рассчиии- 

ным на основании изучения родословной единственной семьи. В последнем случае он 

рассчитывается на основании соотношения заболевших носителей мутантного гена к 

общему количеству носителей (заболевших и не заболевших) среди членов одной се- 

мьи. Примеры родословных при заболеваниях с полной и неполной пенетрантностью 

представлены на рис. 21.3. 

Механизмы возникновения антиципации недостаточно ясны, однако одип из 

них был расшифрован при изучении болезней, обусловленных экспансией трипук- 

леотидных повторов. Эта группа заболеваний описана в ГЛ. 22, 

Необходимо иметь в виду, что только часть случаев заболеваний с аутосомно-до- 
минантным типом наследования обусловлена передачей патологического гена роди- 

телями, имеющими этот ген в каждой клетке организма. Определенная доля ауго- 

сомно-доминантных заболеваний обязана своим появлением вновь возникшей му- 

тации в единственной половой клетке одного из родителей. Для каждого заболена- 
ния количество случаев, обусловленных новой мутацией и сегрегацией мутапгиого 

гена в ряду поколений варьирует. Их соотношение связано, прежде всего, с различи- 
ями в приспособленности больного индивида. Для заболеваний, начинающихся в 

старшем возрасте, не приводящих к выраженной инвалидизации, не сопровождаю- 

щихся значительными пороками развития, снижением продолжительности жизни и 



Рис. 21.3. Родословная с АД типом наследования заболевания при полной (а) и непол- 
ной (6) пенетрантности гена 

фертильности больных, наибольшее количество случаев, как правило, являются се- 

грегирующими. Если приспособленность больных в силу ряда причин снижена (ран- 

нее начало, быстрая инвалидизация, тяжелые врожденные пороки развития, сциже- 

ние продолжительности жизни больного), преобладающее число случаев заболева- 
ния обусловлено вновь возникшей мутацией (4е поуо). Так, при ахондроплазии, ха- 

рактерный признак которой — непропорциональная карликовость, 80% случаев воз- 

никает в результате мутации де поуо в гаметах родителей. Мужчины, страдающие 

этим заболеванием как правило бесплодны, фертильность пораженных женшин то- 

же снижена. С другой стороны основное количество случаев хореи Гентингтона — 

тяжелого нейродегенеративного заболевания, сопроовождающегося выраженными 

гиперкинезами, деменцией и психическими нарушениями — являются сегрегирую- 

щими, что связано с поздним возрастом начала болезни и нормальной фертильно- 

стью носителей гена на доклинической стадии. Важно отметить, что эта закономер- 

ность прослеживается не всегда, Так при ряде заболеваний с относительно доброка- 

чественным течением может наблюдаться преобладание случаев, обусловленных но- 

вой мутацией, что объясняется повышенной частотой мутирования того или иного 

гена. К таким заболеваниям относится, например, наследственная моторно-сенсор- 

ная нейропатия ГА-типа, для которой характерна умеренная выраженность клиниче- 

ских симптомов, наличие большого количества стертых форм болезни и неполная 



пенстрантность. Заболевание не приводит к выраженной иниалидизации и ‘Фе 

нию плодовитости больных, однако, ие менес 709 случаев этого заболевания Фу 

словлено мутацией 4е поуо. Еще одна интересная особенность этой болезии зн» 

чается в довольно редком ‘типе мутации — дуплиюации хромосомной области, с ФФ 

жащей дозочувствительный ген. В настоящее вре мя известно мало заболеваний оч 
никновение которых обусловлено дупликациямит того или иного гена. Показанфнт: 

новышение уровня белкового продукта таких геехо в приводит к возникновеник и 

пических симптомов в результате нарушения гомеостаза. На примере наслелс Фен 

ной моторно-сенсорной нейропатии 1А-типа продемонстрируем один из возмо Зы 
механизмов возникновения эффекта доминанты ости при наличие мутации В ГС» 
зиготном состоянии. 

21.5.1.2 НАСЛЕДСТВЕНАЯ МОТОРНО- СЕНСОРНАЯ 
НЕЙРОПАТИЯ 1А-ТИПА (ОММ : 118220). 

Заболевание относится к группе периферических полинейропатий, основные кли 

нические проявления которых обусловлены поражением миелиновой оболочку ил 
осевых цилиндров периферических нервов. Пер» вое заболевание этой группы — не» 

ральная амиотрофия, или болезнь Шарко--Мари— Тута — было описано в 1886 году, 
настоящее время идентифицировано 23 локуса наследственных полинейропатий 

их поиск продолжается. Наследственная моторно-сенсорная нейропатия 1А тик 
{НМСН-1А) относится к наиболее распростратч енным формам, так называемых, д 

миелинизирующих или гипертрофических наследственных полинейропатий, хари, 

теризующихся нарушением структуры и фунпкции миелиновой оболочки ири 

Этиологическим фактором НМСН-[А служит ттандемная 1,5 Мо-дупликация в обл, 
сти хромосомы 17р11.2-12. В результате неравежого кроссинговера между ВЫСокои 

мологичными теломерным и центромерным поеторами образуются две хромосомы 
однас дупликацией, а другая — среципрокной к Ечей делецией (рис. 21.4). Носители, 

пликации демонстрируют симптомы НМСН ТА-типа, носители делеции СТрадах 

нейропатией со склонностью к параличам от слхавления. Доказано, что критически 
фактором для возникновения симптомов НМССН 1А-типа является увеличение цу, 

гена РМР 22, кодирующего один из миелиновзых белков. Этот белок, состоит из || 

аминокислот, экспрессируется в шванновскиж клетках и составляет 25% от в 
белков периферического миелина. Компактнья Й миелин периферических НЕРрнов (и 

разован множеством слоев клеточной мембрагл ы шванновской клетки, закручени) 

вокруг аксона (рис. 21.5, а, б, в, г). 

Увеличение экспрессии белка РМР22 привс>дитк нарушению миелинизации ль 

вных волокон. Шванновские клетки не образуют многослойный компактный ми 

лин, а группируются вокруг осевого цилиндра. наслаиваются друг на друга, Модоб, 

чешуйкам луковицы (рис. 21.5, д). Это сопровождается пролиферацией Эндонь 
ральных соединительнотканных элементов, чг© приводит к существенному Утоли! 

нию нерва и нарушению процессов проведегл ия электрического импульса. Ито 
этих нарущений является замедление электрич<хеской импульсации и трофихи мып 
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с ННПС-делецией 

Рис. 21.4. Механизм образования дупликации в результате неравного кроссинговера 
при НМСН-1А 

Шванновская клетка Миелин Шванновские Аксон 
клетки 

Ядро шванновской Шванновская 
клетки оболочка 

Чмиелин т арт Ранвье 

Рис. 21.5. Схема формирования миелиновой оболочки периферического нерва в норме 
(а, 6, в — поперечный разрез, г — продольный разрез) и у больных с НМСН-1ТА (9) (Из: 
Мерсиянова И.В., 2001) 



р др. моногенные аира че спи по 

Рис. 21.6. Молекулярно-генетическая диагностика НМСН 1А-типа. (Из: ООО «Центр 
Молекулярной тенетики»/ Лаборатория ДНК-диагностики МГНЦ РАМН, 2001) 

На электрофореграмме представлены различные варианты сочетаний фрагментов, которые 
выявляются после ПЦР с использованием праймеров 17дирб и 176ир4 у больных невральной 

амиотрофией Шарко-Мари-Тута ЛА-типа, имеющих дупликацию, и в контрольных образцах. 

Дорожка 1 - маркер молекулярной массы А/Р5Н; 

Дупликация выявлена в следующих случаях: 
дорожка 2 - двойная доза нижнего аллеля относительно верхнего по обоим маркерам (дупли- 
кация); 

дорожка 4, 5, 11, 13 - три аллеля по одному из маркеров и два аллеля с соотношением ин- 
тенсивностей полос 1:2 по другому маркеру; 
дорожка 9 — два аллеля с соотношением полос 1:2; 
дорожка 10 - три аллеля по обоим маркерам. 

На дорожках 3, 6, 8, 12 - нет дупликации {равная интенсивность верхнего и нижнего аллелей по 

обоим маркерам); а на дорожке 7 — дупликация исключается (так как по одному из маркеров 
наблюдается 2 аллеля равной интенсивности (гетерозигота), а по другому - один аллель (го- 

мозигота)) 

Клиническая картина характеризуется сочетанием слабости и атрофии мыши дис- 
тальных отделов рук и ног, с последующей их деформацией, расстройствами чунст- 

вительности, сухожильной гипо- или арефлексией. Достаточно часто к указанным 

симптомам поражения периферических нервов присоединяются расстройства коор- 
динации. 

Диагностика заболевания основана на выявлении клинических симптомов пора- 
жения периферических нервов, снижения скоростей проведения импульса по пери- 
ферическим нервам ниже 38 м/сек и обнаружении дупликации в ходе молекулярно- 

генетического анализа. В связи с выраженной генетической гетерогенностью и от- 
сутствием существенного клинического полиморфизма в группе наследственных де- 
миелинизирующих полинейропатий велущее значение в диагностике отдельных ге- 
нетических вариантов принадлежит ДНК-анализу. Пример молекулярно-генстиче- 
ской диагностики НМСН 1А-типа представлен на рис. 21.6. 

Для демонстрации этиопатогенетических особенностей других заболеваний с ау- 

тосомно-доминантным типом наследования приводим клинико-генетические хара- 
ктеристики ряда нозологических форм из группы болезней ионных каналов и колла- 
тенопатий. 
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21.5.1.3. БОЛЕЗНИ ИОННЫХ КАНАЛОВ 
В последнее десятилетие описан ряд заболеваний, возникновение которых обуслов- 
лено мутациями в генах белковых субъединиц натриевых, калиевых, кальциевых и 
хлорных ионных каналов. Эта группа заболеваний получила название «болезни ион- 
ных каналов» (БИК). Наибольшее количество нозологических форм представлено 

наследственными болезнями нервной системы с аутосомно-доминантным типом 
наследования, при которых нарушаются механизмы проницаемости и возбудимости 
клеточных мембран мышечного волокна или нейронов. Нарушение функциониро- 

вания ионных каналов в мембране мышечного волокна приводит к появлению кли- 
нических симптомов периодического паралича и миотоний, а патология этих кана- 
лов в мембране нервных клеток обусловливает появление различных вариантов на- 
следственных эпилепсий и атаксий. Все вольтаж-зависимые ионные каналы имеют 
эволюционное родство и сходную структуру. Они состоят из шести трансмембран- 

ных сегментов, связанных экстрацеллюлярной и интрацеллюлярной петлями и фор- 
мирующих один домен. Четвертый трансмембранный сегмент каждого домена со- 

держит несколько положительно заряженных аминокислот, которые чувствительны 
к градиенту напряжения на мембране. Другой критический регион представлен по- 

груженной в мембрану экстрацеллюлярной петлей между пятым и шестым сегмен- 
том. Согласованное действие этих петель всех четырех доменов формирует пору ион- 
ного канала. Аминокислоты этих петель детерминируют селективное проникнове- 
ние через канал только определенных ионов. В калиевых каналах присутствует один 
такой ломен, а вкальциевых и натриевых каналах четыре домена формируют одну @- 
субъединицу. Схема строения натриевого канала мышечной мембраны представлена 

на рис. 21.7. 

Натриевый канал содержит две субъединицы — с! и В. «-Субъединица состоит из 

четырех повторяющихся доменов, связанных как с экстрацеллюлярным, так и с ин- 
трацеллюлярным матриксом, Каждый домен в свою очередь, подразделен на шесть 
трансмембранных сегментов. Четвертый сегмент каждого домена содержит несколь- 

М Экстраклеточный матрикс 

з 
Интраклеточный матрикс 

а- субъедини 8 - субъединица 

Рис. 21.7. Строение натриевого канала мембраны мышечного волокна. (Из: Нар: // 
мл. пецго м5 1.еди/пеигоптизсе/иласх.ВЫт) 
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ко положительно заряженных аминокислот, которые чувствительны к гралиенту о- 

зенциала на мембране мышечного волокна, Другой критической областью натриево- 

го канала является участок между 5- и 6-ым сегментом, где находится пора канала с 

избирательной проницаемостью для отдельных ионов. Нарушение в работе ионных. 

каналов может быть основой наследственного заболевания. Впервые это было пока- 

зано Фонтейном с соавт. в 1990 году: оказалось, что периодический гиперкалиемиче- 

ский паралич коррелирует с неправильным функционированием натриевых кана- 

лов. Наиболее изучена группа заболеваний, обусловленных нарушением функцио- 

нирования именно натриевых каналов. Помимо гиперкалиемического периодиче- 

ского паралича, она включает несколько нозологических форм: врожденную пара- 

миотонию Эйленбурга, ацетазол-зависимую миотонию и врожденную миастению. 

Для всех заболеваний этой группы характерен приступообразный характер течения. 

Рассмотрим более подробно гиперкалиемический периодический паралич, 

Периодический гиперкалиемический паралич (ОМ1М:170500). Заболевание впер- 

вые описано И. Гамсторпом в 1956 г. Его этиологическим фактором являются мута- 

ции, нарушающие функционирование гена 5СМАА. Ген картирован на хромосоме 

17423.1-925.3 и кодирует белок а-субъединицы натриевого канала, состоящий из 

1836 аминокислот. Основной тип мутаций — точковые однонуклеотидные замены, 

обусловливающие аномалии во 2-ом и 4-ом доменах белка. Патогенетический меха- 

низм заболевания заключается в инактивации натриевых каналов скелетных мышц, 

в результате чего ионы натрия продолжают просачиваться внутрь мьилечного волок- 

на. В норме натрий попадает в мышечное волокно после деполяризации мембраны, 

которая приводит к быстрому открытию натриевого канала из-за конформационных 

изменений вольтаж-зависимого 4-го сегмента. Натриевый поток устремляется 

внутрь волокна, а поток ионов калия движется в противоположном направлении - в 

межклеточное пространство, обусловливая состояние гиперкалиемии. Прохождение 

натрия внутрь мембраны сочетается с нарастанием амплитуды потенциала действия 

и быстрым закрытием канала даже при персистировании процесса деполяризации. 

В интактных мышцах инактивация канала наступает после падения амплитуды 

потенциала действия. Выход канала из стадии инактивации происходит только нос- 
ле наступления реполяризации мембраны. 

В результате мутации в гене нарушается функционирование о-субъедипицы на- 

триевого канала, потенциал действия пролонгируется и наруается процесс реноля- 

ризации мембраны мышечного волокна. Умеренная деполяризация мембраны (от 5 

до 20 мв) обусловливает миотонию, а выраженная деполяризация (более 20 мв) при- 

водит к возникновению мышечной слабости. Этапы патогенеза заболевания пред- 
ставляются следующим образом: увеличение концентрации внеклеточного калия — 

деполяризация мембраны мышечного волокна —› открытие натриевых каналов > 
персистирование внутриклеточного потока натрия и внеклеточного потока калия — 

поддержание деполяризации мъзшечной мембраны — инактивация нормальных ца- 

триевых каналов — снижение электрической возбудимости мышечной мембраны. 

Первые признаки заболевания возникают в возрасте от 5 до 20 лет и характеризу- 
ются приступами выраженной мышечной слабости и адинамии, в течение которых 

больные теряют способность двигаться. Характерная особенность этой формы паро- 

ксизмальной миоплегии — повышение уровня калия в сыворотке крови и экскреция 
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его с мочой во время приступа и снижение уровня натрия. В болыпинстве случаев 

приступы возникают днем и провоцируются голоданием, употреблением в нищу 

пролуктов богатых калием, а также лекарственных препаратов, содержащих калий, 

физическими нагрузками и переохлаждением. Выделяют три типа паралича: в ком- 

бинации с миотонией, без миотонии и с признаками парамиотонии. Зачастую воз- 

никновению приступа предшествуют парестезии в области лица и дистальных отде- 

лов конечностей. Сухожильные рефлексы во время приступа отсутствуют. У боль- 

шинства больных приступ сопровождается выраженными вегетативными наруше- 

ниями — артериальной гипертензией, потливостью, тахикардией, аритмиями. Изме- 

нения со стороны сердечно-сосудистой системы могут достигать значительной вы- 

раженности и даже приводить к внезапной смерти. После окончания приступа у ря- 

да больных отмечается болезненность мышц и усиленный диурез. По мере развития 

заболевания, особенно у больных в возрасте старше 40 лет, частота и выраженность 

приступов уменьшается. Диагностика заболевания осуществляется на основании 

клинической картины, определения уровня калия в крови во время приступа, а так- 

же в результате проведения молекулярна-генетического анализа, направленного на 

обнаружение мутаций в гене 5СМА4А. Для данного заболевания возможна дородовая 

ДНК-лиагностика, 

21.5.1.4. КОЛЛАГЕНОПАТИИ 

Коллагснопатии — большая группа наследственных заболеваний, которые обуслов- 

лены мутациями, нарушающими синтез и распад коллагенов — важнейших структур- 
ных компонентов соединительной ткани. Коллатены составляют примерно треть 
всей массы белка в организме человека. Около 40% коллагена находится в коже, 50% 

— вструктурах скелета и 10% — в строме внутренних органов. Коллагеновые белки со- 
стоят из трех скрученных полипептидных а-цепей содержащих по [000 аминокислот, 
которые формируюттрехгранную структуру (рис. 21,8). 

Существует несколько типов а-цепей, различающихся по составу аминокислот. 
Различные типы коллагенов могут содержать как одинаковые, так и различные а-це- 
пи, то есть, быть гомо- или гетеромерными. В настоящее время идентифицировано 
19 типов коллагенов. Они формируются более чем 30 белками, гены которых лока- 

лизованны на 14 хромосомах. 

Коллагены 1-, 2-, 3-, 5- и 9-го типа относятся к фибриллярным коллагенам, ши- 

роко представленным во всех соединительнотканных структурах, коллаген 4-го типа 

Рис. 21,8. Строение коллагенов 
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локалитюваи в базальной мембране, 8- и № Й тины коллагенов Формируюг структу- 
ры сетчатки и хрусталика глаза, 11-,12- и 14-Й типы коллагенов входят в структуру 

болыших коллагеновых фибрилл различных тканей. Коллаген 6-го типа образует 

микрофибриллы мягких тканей и хрязией, коллаген 7-го тийё Играет роль якоря и 

осуществляет взаимосвязь структур дермы и эпидермиса, коллагены 13-и 17-го тина 

являются трансмембранными, а |5- и 18-го — входят в состав ЭНДОТелия. Показано, 

что в структуре коллагеновых а-цепей каждая третья аминокисЛОТа является глици- 

ном и, таким образом формула молекулы коллагена может быть записана как (Х-У. 

Суп, где Х и У аминокислоты — не- глицин. Различия в структуре а-пепеи обусло- 

влены как количеством этих мотивов, так и составом аминокислот Х и У. Образопа- 
ние зрелого коллагена включает несколько стадий, которые проходят как внутри, Так 
ивне клетки. Сразу после синтеза коллагеновых а-цепей на рИбосомах они подвер- 
гаются внутриклеточной посттрансляционной модификации, В ходе которой проис. 

ходит гидроксилирование, образование дисульфидных связей Между различными а. 

цепями и их скручивание в спиралевидную структуру. В биосиятезе коллагена при. 

нимают участие различные ферменты, основные из которых: лизилгидроксилаза, 

гликозилтрансфераза, сульфотрансфераза, лизилоксидаза. В результате этих и неко- 

торых других процессов образуется зрелая молекула проколлагена, которая секрети. 

руется во внеклеточное пространство. На плазматической мембране происходит уда. 

ление концевых пропептидов под действием специфических протеаз, в результате 

чего образуется тропоколлаген — предшественник зрелого коллагена. Окончательное 

формирование основных структур соединительной ткани — фибрилл — из молекул 

проколлагена происходит вне клетки и представляет собой МНОГоступенчатый про- 

цесс, контролируемый различными генами. Из всего вышесказанного следует, что 

возникновение коллагеновых болезней может быть обусловлено мутациями генов, 

контролирующих процессы транскрипции, трансляции, процессинга, транспорта с 

помощью аппарата Гольджи, а также тех генов, которые задействованы в формиро- 

вании различных типов коллагенов. Можно выделить две группы таких мутаций: му. 

тации, приводящие к уменьшению количества полипептидных пепей и мутации, на- 

рушающие их взаимодействие при формировании трехмерной структуры. Особенно 

значительные нарушения в структуре и функции тканей богатых коллагеном вызы_ 

вают мутации, приводящие к сдвигу рамки считывания, а также замене глицина в 

полипептидной молекуле, который имеет существенное значение для правильного 
формирования тройной коллагеновой спирали. В табл. 21.3. представлены данные о 

локализации основных генов, имеющих отношение к возникновению коллагенопа- 

тий. 
Симптоматика коллагенопатий разнообразна. В настоящее время хорошо изуче- 

ны клинико-генетические характеристики нескольких заболеваний, прежде все, 

синдрома Элерса—Данло, несовершенного остеогенеза и миопатии Бетлема. Дляде- 

монстрации особенностей клинических проявлений заболеваний этой группы при- 

водим клинико-генетические характеристики одното из наиболее распространенных. 
заболеваний с аутосомно-доминантным типом наследования — Несовершенного ост 

генеза. 
Несовершенный остеогенез (НО) (ОМГМ:162200; 162210; 162220; 259420). Этоод- 

но из наиболее распространенных заболеваний с аутосомно-ломинантным Тилом 
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Таблица 21.3. Молекулярно-генетическая характеристика основных клинических вариантов 

коллагенопатий 

Тил Ген Локализация Заболевания 

1 СОМА! 17421.31-22 Несовершенный остеогенез 
СОЕЛА2 7922.1 Синдром Элерса-Данло 2 и 7 типов 

2 СОЕ2А1 12413.11-13,2 Синдром Стиклера, синдром Книста 
3 СОЕЗА! 2431 Синдром Элерса-Данло 4 типа 
4 СОГААЗ 2436-37 Синдром Альпорта АР 

СОЕ4А5 Ха22 Синдром Альпорта ХР 
5 СОЕЗА? 9434.2-34.3 Синдром Элерса-—Данло | и 2 типов 

СОЕ5А2 2а31 Синдром Элерса—Данло | типа 
6 СОЕбА] 219422.3 Миопатия Бетлема 
7 СОЕ7А! 3р21.3 Булезный эпидермолиз 
9 СОГЯАТ 6413 Множественная эпифизарная дисплазия 
№ СОЕ ПА] 1р21 Синдром Стиклера 

наследования, встречающееся с частотой 1:10000 -— 1:25000 новорожденных. Выделя- 

ют несколько клинических вариантов, которые возникают в результате различных 
мутаций в генах СОГ 1А1 и СОЕ2А/1. Эти гены кодируют образование двух полипеп- 

тидных цепей проколлагенов рго-о1 и рго-о2, входящих в состав коллагена |-го ти- 

па. Наиболее тяжелые клинические проявления обусловливают мутации со сдвигом 

рамки считывания, захватывающие 48-й экзон гена. В этом случае образуется неста- 

бильная мРНК, не обеспечивающая нормальное прохождение процессов трансля- 

ции. Наиболее часто выделяют четыре клинических варианта НО. 
НО-1 всегда наслелуется аутосомно-доминантно и характеризуется триадой кли- 

нических признаков — голубыми склерами, множественными переломами костей, 
возникающими при минимальной травматизации, и глухотой, возникающей при- 
мерно у половины больных. В зависимости от наличия или отсутствия несовершен- 
ного дентиногенеза в рамках этого типа выделяют два подтипа — 1А, при котором 
возникает аномалия дентина, и 1В, при котором зубы не поражены. Переломы кос- 

тей возникают в детском возрасте, главным образом в трубчатых костях. Однако в 

ряде случаев могут наблюдаться и в костях запястья и плюсневых костях. Переломы, 
как правило, быстро срастаются и не приводят к возникновению деформации кос- 
тей. Рост больных этим вариантом НО не изменен. Вероятность появления перело- 

мов значительно уменьшается по мере роста больных и резко снижается к пубертат- 
ному возрасту. Увеличение риска переломов возникает лишь в пожилом возрасте, и 
у женшин связано с менопаузой. На рентгенограмме обычно не выявляется патоло- 
гия костной ткани, остеопения обнаруживается только при проведении денситомет- 
рии. Продолжительность жизни и фертильность больных не снижена. 

НО-2 встречается с частотой 1:20000 — 1:60000 и является летальным в перина- 

тальном периоде. Смерть может наступить еще во внутриутробном периоде. Дети ро- 
ждаются с низким весом, имеют короткий, вздернутый нос, уменьшенную в размере 
грудную клетку, мягкие ключичные кости. В большинстве случаев этот вариант на- 
следуется аутосомно-доминантно, однако, описан и аутосомно-рецессивный тип на- 
следования при наличии кровного родства родителей больного. 
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НО-3 также выявляется при рождении по малому росту и деформации длинных 

трубчатых костей (из-за внутриутробных переломов) у ребенка. Эти признаки сохра- 

няются на протяжеции всей жизни: рост взрослых больных не превышает 92—108 см, 

Переломы костей приводят к их грубым леформаниям. Больные этим типом НОтак- 

же имеют дисморфические черты строения: треугольное лицо, микрогнатию, увели- 

чение размеров фронтального родничка. Для больных характерно нарушение денти- 

ногенеза, как в молочных, так и постоянных зубах, а также голубые склеры, сниже- 
ние слуха, сколиоз, кифоз, легочная гипертензия. 

НО-4 имеет сходные с первым типом клинические проявления, однако для боль- 

ных не характерно появления голубой окраски склер и наблюдаются выраженные 

нарушения дентиногенеза. 

Существование четырех вариантов НО обусловлено реализацией различных па 

тологических мутаций при формировании структуры коллагена 1-го типа. К настоя- 

щему времени описано более 200 таких мутаций. К. возникновению НО первого ти- 

па приводят те из них, которые затрагивают СОЁ ГА, причем наиболее часто у боль- 

ных обнаруживается так называемая «пи пщаёоп» в гетерозиготном состоянии, В 

этом случае имеет место половинная по отношению к норме экспрессия проколла- 
гена ©1. 

21.5.2, АУТОСОМНО-РЕЦЕССИВНЫЕ МОНОГЕННЫЕ 
ЗАБОЛЕВАНИЯ 

21,5,2.1, ХАРАКТЕРИСТИКА АУТОСОМНО-РЕЦЕССИВНОГО 
ТИПА НАСЛЕДОВАНИЯ 

Аутосомно-рецессивный тип наследования характеризуется: 1} проявлением заболе- 

вания у гомозигот по патологической мутации; 2} передачей заболевания от здоро- 
вых родителей детям с вероятностью 25%. При этом родители больных являются зло- 

ровыми гетерозиготными носителями мутаций в гене, и сегрегация их потомства в 
соответствии с менделевскими закономерностями составляет 1:2:1. В этом случае 

259%-ый риск возникновения заболевания отражает вероятность для потомков унас- 
ледовать мутантный ген от обоих родителей (рис. 21.9, а}. Необходимо отметить, что 

к развитию заболевания приводит наличие как одинаковых, так и различных патоло- 
гических мутаций, в результате которых нарушается или прекращается функциони- 
рование, экспрессируемого геном белкового продукта. Существование серии му- 
тантных аллелей может привести к возникновению их различных комбинаций у 
больного. Про такого больного обычно говорят, что он является компаундом по му- 
тантным аллелям, а существующие генетические варианты заболеваний называют 
аллельными. 

Необходимо упомянуть еще один возможный механизм заболеваний с аутосом- 
но-рецессивным типом наследования — гетерозиготное носительство патологиче- 
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Рис. 21.9. Ролословные с АР-типом наследования 

а - классический вариант, 6 - в популяциях с высоким уровнем инбридинга; в - 

псевдодоминирование при кровном родстве супругов 

ской мутации одним из супругов и возникновение такой же мутации в том же гене в 
половой клетке другого супруга. Этот механизм хотя и является теоретически воз- 

можным, но на практике регистрируется крайне редко. В случае установления тако- 
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го механизма позникновения заболевания (например, на основании молекулярно- 
ненетического анализа), риск рождения больного ребенка при следующей беремен- 
ности значительно уменышается и не превышает показателя частоты возникновения 
мутаций в гене на гамету на поколение (и). 

В большинстве случаев, риск аутосомно-рецессивного заболевания в потомстве 

больного низкий, что связано с редкостью этих заболеваний и относительно невысо- 

кой частотой носительства соответствующих мутаций в популяции. Ситуация меня- 

ется, если больной вступает в брак с гетерозиготным носителем мутации. Риск забо- 

левания у потомства в этом случае составляет 509% и не отличается от такового при 
аутосомно-доминантном наследовании, в связи с чем такое наслелование иногда на- 
зывают лсевдодоминантным. Вероятность такого события значительно увеличивает- 

ся при кровнородственном браке, когда оба супруга имеют определенную долю об- 

щих генов, полученных ими от общего предка. Пример родословной с псевдодоми- 
нантным типом наследовании, возникшем при наличии кровного родства супругов, 
представлен на рис. 21.9, в. 

Совершенно очевидно, что вбраках двух гомозигот по мутациям в одном и том же 
гене все дети будут больны. Однако, хорошо известны семьи (например, с наличием 
нейросенсорной тугоухости или альбинизма), в которых оба родителя были больны, 

однако, все их дети были злоровы. Такая ситуация возможна вследствие существова- 
ния генетической гетерогенности заболевания, обусловленной полилокусностью. В 

этом случае родители являются гомозиготами по мутациям в различных генах, при- 

водящими к возникновению сходных по клиническим проявлениям заболеваний. 
В данной главе приводим клинико-генетические особенности наиболее распро- 

страненных аутосомно-рецессивных заболеваний — муковисцилоза, спинальной 
мышечной атрофии, а также некоторых заболеваний из группы нарушения половой 

дифференцировки. По аутосомно-рецессивному типу наследуются также большии- 

ство наследственных болезней обмена и гемоглобинопатий, характеристики кото- 

рых будут изложены в гл. 23. 

21.5.2.2. МУКОВИСЦИДОЗ (КИСТОЗНЫЙ ФИБРОЗ) (ОММ: 219700} 
Заболевание впервые описано в 1938 г. американским патологоанатомом Д. Андер- 
сон как «кистозный фиброз поджелудочной железы», Термин кистозный фиброз до 

настоящего времени широко используется в англоязычной литературе. В нашей 
стране принято называть это заболевание «муковисцидозом» (МВ). Муковисцидоз 

занимает первое место по распространенности в группе аутосомно-рецессивных на- 
следственных болезней и встречается в среднем с частотой 1: 6000 новорожденных. 

Ген МВ картирован в длинном плече 7 хромосомы (7431.2) и содержит 24 экзона. 
Основной тип мутаций — короткие делеции и однонуклеотидные замены, От 50 до 
70% всех мутаций приходится на долю делеции трех нуклеотилов в 10-ом экзоне ге- 

на (6612508), приводящей к отсутствию аминокислоты фенилаланина в 508 положе- 

нии полипептидной цепи. К. настоящему времени идентифицировано более 800 па- 
тологических мутаций, обусловливающих МВ, причем существенный процент боль- 
ных являются компаундами по двум различным мутациям. Белковый продукт гена, 
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обозначаемый как «муковисцидозный трансмембранный регулятор проводимости» 

(МТРП), содержит 1480 аминокислот, экспрессирустся на апикальной части экзок- 

ринных желез и обеспечивает нормальное функционирование хлорного канала, че- 

рез который осуществляется транспорт ионов хлора и натрия через клеточную мем- 

брану. Механизм действия хлорного канала представляется следующим образом. Для 

активации канала необходимо осушествить гидролиз АТР в структуре определенных 

доменов белка с помощью сАТР-зависимой протеинкиназы. Освобождающаяся при 

этом энергия идет на конформационные изменения белка, в результате которых ак- 

тивируется центральный К-белковый домен, который и выполняет роль шунта, ре- 

гулирующего процесс открытия или закрытия канала. Необходимо отметить, что 

только 50% всего экспрессируемого белка находится на апикальной части мембраны 

эпителиальных клеток, тогда как остальной белок локализован в цитоплазме или в 

мембране эндоплазматического ретикулума. 

Основной патогенетический механизм болезни — увеличение вязкости секрета, 

выделяемого слизеобразующими железами бронхов, кишечника, поджелудочной 

железы, семенников и придаточных пазух носа, что приводит к их закупорке. В ре- 

зультате нарушается процесс естественного очищения бронхов, в них активно раз- 
множается патогенная флора, т.е. развивается воспаление. Воспаление в свою оче- 

рель приводит к отеку слизистой бронхов и увеличению продукции вязкого секрета. 

Таким образом, запускается порочный круг патогенеза. В патогенетическом меха- 

низме расстройства желудочно-кишечного тракта важную роль играют изменение 

водно-электролитного компонента панкреатического сока, его сгущение и затрудне- 

ние выделения в просвет кишечника. Это, с одной стороны, приводит к нарушению 

формирования каловых масс и кишечной непроходимости, а с другой — к фиброзно- 

кистозному изменению ткани поджелудочной железы. В ряде случаев возникнове- 

ние кишечной непроходимости наблюдается в первые дни жизни ребенка, когда в 

результате панкреатической ахилии и дисфункции желез тонкого кишечника пре- 

кращается отхождение газов и мекония. В зависимости от типа мутаций и их локали- 

зации функции белкового продукта гена могут быть нарушены полностью или час- 
тично. Это приводит к различиям в характере клинических проявлений и течении 

заболевания. 

Выделяют три основных клинических формы МВ: 1) легочную (15-20% случаев); 

2) кишечную форму (10%); 3} смешанную, протекаюшую с сочетанным поражением 

легких и кишечника (75%-—80%). Наряду с этим, в 1-4% случаях наблюдаются абор- 
тивные и стертые формы заболевания. Одной из таких форм может быть азооспер- 

мия и врожденный дефект семявыносящих протоков, который наблюдается при на- 

личии ряда точковых мутаций в гене МВ в гомозиготном состоянии. У таких боль- 

ных патологические симптомы поражения бронхо-легочной системы и кишечного 

тракта могут быть выражены минимально, 
В большинстве случаев первые клинические симптомы появляются на первом году 

жизни, а у ряда больных — в первые месяцы жизни. Чаше всего самым ранним клини- 

ческим признаком МВ является кашель. Он носит приступообразный характер и не 
приводит к отделению мокроты. По мере течения болезни и присоединения воспали- 

тельного пронесса, при кашле больной отхаркивает слизисто-гнойную, зяовонную 

мокроту, У больного появляется одышка и сердечно-легочная недостаточность. В боль- 
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шинстве случаев поражение бронхов сопровождается нарушением функции кишечни- 

ка (синдромом мальябсорбции, зиюрими, атречией тонкого кишечника, выпадением 

прямой кишки) и поджелудочной железы (сахарный диабет, трудно полдающийся ле- 

чению). Часто у больных МВ наблюдается залержка физического развития, снижение 

роста и уменьшение мышечной массы. 

Диагиостика МВ осуществляется на основании: 1} наличия клинических симпто- 

мов поражения бронхо-легочной системы, кишечных расстройств, дисфункции под- 

желудочной железы; 2) увеличения концентрации хлорилов в поте больного выше 60 

ммоль/ л; 3) обнаружения мутаций в гене МТРИ, 
Безусловно, обилие патологических аллелей гена делает экономически нецелесо- 

образным исследование всего спектра мутаций у больных МВ. С другой стороны, 

ири муковисцидозе показана некоторая зависимость тяжести заболевания от типа 

мутации. Обнаружены мутации, приводящие к тяжелой форме муковисцидоза, и му- 

Рис. 21.10. Прямая ДНК-диагностика делеции АЕ508 при муковисцилозе. (Из: ООО 
«Центр Молекулярной генетики»/ Лаборатория ДНК-диагностики МГНЦ РАМН, 21) 

На рисунке представлен фрагмент электрофореграммы различных образцов ДНК больных му- 
ковисцидозом. М — дорожка с нанесенным маркером молекулярной массы {ДНК фага А, рест- 

рицированная Р5Н). Дорожка 1 - ДНК здорового человека (фрагменты нормальной длины). До- 

рожка 2 - наличие двух мутаций -АЕ508 в гетерозиготном состоянии (обнаружен фрагмент 96 

п.н. наряду с фрагментом 99 п.н., соответствующим норме; присутствуют гетеродуплексы 
{ГД] и Ое! 21 т.п.н. в гетерозиготном состоянии (обнаружен фрагмент 212 п.н., отсутствующий 
в норме). Дорожка 3 - мутация 1677деПА в гетерозиготном состоянии (обнаружен фрагмент 

длиной 97 п.н, наряду с фрагментом 99 п.н., соответствующим норме; присутствуют гетероду- 

плексы). Дорожка 4 - две мутации - АЕ508 в гетерозиготном состоянии (обнаружен фрагмент 

96 п.н. наряду с фрагментом 99 п.н., соответствующим норме} и 2143З4еТ в гетерозиготном 
состоянии (обнаружен фрагмент 88 п.н. наряду с фрагментом 89 п.н., соответствующим нор- 

ме). Дорожка 5 - наличие двух мутаций АЕ508 в гетерозиготном состоянии (обнаружен фраг- 

мент 96 п.н. наряду с фрагментом 99 п.н., соответствующим норме} и 2184415 А в гетерозигот- 

ном состоянии (обнаружен фрагмент 90 п.н. наряду с фрагментом 89 п.н., соответствующим 
норме}. Дорожка 6 - наличие мутации 394 ЧеТТ в гетерозиготном состоянии (обнаружен 

фрагмент длиной 78 п.н. наряду с фрагментом 80 п.н., соответствующим норме). Дорожка 7 - 

наличие мутации 38214еТ в гетерозиготном состоянии (обнаружен фрагмент длиной 71 п.н. 

наряду с фрагментом 72 п.н., соответствующим норма) 
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тации, обусловливающие более мягкое течение заболевания и мало влияющие на 
секреторную активность поджелудочной железы, Поэтому, в какой-то мере, детек- 
ция мутаций дает возможность прогнозирования течения болезни и помогает пра- 
вильно выбрать тактику лечения. В большинстве лабораторий при ДНК-диагности- 
ке проводится исследование шести основных мутаций, которые позволяют диагно- 
стировать около 80% всех случаев заболевания. 

При муковисцидозе возможна как прямая, так и косвенная ДНК-диагностика. 

Делеции и инсерции выявляют методом ПЦР с последующим анализом длины полу- 
ченных фрагментов в полиакриламидном геле или анализом гетеродуплексов. Все 

мутации, создающие сайт рестрикции или приводящие к его исчезновению, выявля- 
ютс помощью амплификации области мутации, рестрикции продукта ПЦР соответ- 

ствующей энлонуклеазой и последующим анализом электрофоретически разделен- 
ных фрагментов. Результаты прямой ДНК-диагностики мутаций вгене МТРИП пред- 

ставлены на рис. 21.10. - 

Косвенная диагностика проводится с использованием девяти полиморфных ло- 
кусов, сцепленных © геном МТРП. Существенным недостатком метода является не- 
обходимость обследования больного ребенка, поскольку только таким способом 

можно определить, с каким маркерным аллелем каждого из родителей сцеплен му- 
тантный ген. 

21.5.2.3. ПРОКСИМАЛЬНАЯ СПИНАЛЬНАЯ АМИОТРОФИЯ 
(ОММ: 253300, 253550,253400) 

Это второе по частоте заболевание с аутосомно-рецессивным типом наследования 
после муковисцидоза. 

Проксимальная спинальная амиотрофия (САМ) встречается в трех аллельных ва- 

риантах, различающихся возрастом начала и тяжестью клинического течения. Пер- 
вый вариант описал Г. Верднигв 1891 г., третий вариант — Е. Кугельберг и Л. Велан- 

дер в 1956 г, второй промежуточный вариант предложил выделять Дубовиц, 

САМ-1 — болезнь Вердниг—Гофмана развивается в первые шесть месяцев жизни и 

характеризуется тяжелым злокачественным течением. Признаком заболевания, за- 
метпым еще во внутриутробном периоде, можно считать.слабое шевеление плода. В 
неонатальном периоде отмечается выраженная мышечная гипотония, гипотрофия с 
преимущественным поражением проксимальных мышц, угасание сухожильных 
рефлексов, фибриллярные подергивания мышц языка и пальцев кистей. Дети нико- 

гла не держат голову и не переворачиваются. Отмечается своеобразная поза ребенка 
(«поза лягушки»): отведение конечностей в плечевых и тазобедренных суставах и 
сгибание в локтевых и коленных суставах. Первыми поражаются мышцы прокси- 
мальных отделов нижних конечностей, и процесс имеет восходящее распростране- 
ние. Вовлечение дыхательной мускулатуры (межреберных мышц и диафрагмы) при- 

водит к возникновению деформации грудной клетки по типу седловидной, воронко- 
образной или килевидной, а также сколиоза и кифоза в грудо-поясничном отделе 

позвоночника. По мере прогрессирования заболевания поражение распространяет- 
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ся на мытицы гортани и глотки вследствие вовлечения в процесс ялер каудальной 
пруппы черению-мозговых нервов. В ряле случаев при этом варианте САМ первые 
признаки болезни могут появиться в более старшем возрасте. В этих случаях дети мо- 
гуглержать голову и даже переворачиваются, однако, никогда самостоятельно не са- 
дятся. Отмечена корреляция между временем появления первых признаков заболе- 
вания и продолжительностью жизни. Большинство больных с врожденным вариан- 
том болезни погибают при явлениях сердечной или дыхательной недостаточности, а 
также от присоединившихся инфекций до годовалого возраста. В целом при этой 
форме проксимальных САМ продолжительность жизни ограничена двумя годами. 
Считается, что только 10—12% больных переживают пятилетний возраст, 

САМ-2 характеризуется более поздним началом (от 6 до 18 месяцев) и менее зло- 

качественным течением. Для больных характерен период нормального раннего раз- 
вития: ребенок способен держать голову, садиться, однако, самостоятельно не ходит, 
Для этой формы заболевания характерны фасцикулярные подергивания мышц кис- 

тей, языка, плечевого и тазового пояса, тремор кончиков пальцев вытянутых рук, 

контрактуры в суставах и деформации позвоночника. Продолжительность жизни 
больных с этим вариантом заболевания в среднем составляет 10—12 лет. 

САМ -3 — болезнь Кугельберга— Веландер — возникает в широком возрастном диа- 

пазоне от 18 месяцев до 20 лет, Наиболее часто первыми поражаются проксимальные 
группы мышц тазового пояса. Как правило, в возрасте 2—7 лет дети начинают испы- 

тывать трудности при ходьбе, бете, подъеме по лестнице и из положения на корточ- 
ках. В этот период клинические проявления заболевания имеют значительное сход- 
ство с таковыми при прогрессирующей мышечной дистрофии Бекера. Сходство до- 

полняется возникновением у 18-25% больных этим вариантом САМ псевдогипер- 

трофий икроножных мышц, а также выраженного лордоза в поясничном отделе по- 
звоночника. Поражение проксимальных отделов рук и плечевого пояса возникают 
спустя несколько лет после начала заболевания. Также как и при втором варианте 
спинальной амиотрофии у больных развивается тремор пальцев рук, фасцикуляции 
различных мышечных групп и деформация грудной клетки. 

При морфологическом исследовании биоптатов мышечных волокон выявляются 
атрофированные и гипертрофированные волокна, а также скопления мелких круг- 
лых волокон («пучковая» атрофия). 

При патоморфологическом изучении выявляется набухание, сморщивание или 

атрофия мотонейронов передних рогов спинного мозга, а в ряде случаев ядер череп- 
но-мозговых нервов. 

На электронейромиограмме обнаруживаются специфические признаки пораже- 
ния передних рогов спинного мозга — «ритм частокола» (спонтанная ритмическая 
активность). 

Гены, ответственные за возникновение всех трех вариантов заболевания картиро- 
ваны на хромосоме 54912.2-13. Особенности наследования заболевания связаны с ха- 

рактером структуры этого хромосомного региона (рис. 21.11.), который представлен 

инвертированным повтором и включает, по крайней мере, четыре гена, мутации в 
которых могут вносить определенный вклал в этиологию заболевания или модифи- 
цировать тяжесть его течения. Более 95% больных с 1—3 вариантами САМ имеют ле- 

лецию 7-го и / или 8-го экзона теломерной копии УМ/-гена (гена выживаемости мо- 
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Рис. 21.11. Структура хромосомного региона 5412.2-13 

тонейронов) в гомозиготном состоянии. Остальные пациенты являются компаунд- 

гетерозиготами и имеют делецию в одном из этих генов, в то время как в другом, рас- 

положенном на гомологичной хромосоме, обнаруживаются сплайсинговые или мис- 

сенс-мутации. Мутация в теломерной копии гена $ММ может быть необходимым, но 

иелостаточным условием развития болезни, так как описаны здоровые люди, имею- 

шие такую мутацию в гомозиготном состоянии. Второй ген, расположенный в этой 

области — МА! (ген ингибитора нейронального апоптоза), также имеет копии. Де- 

леции одного или нескольких экзонов этого гена в гомозиготном состоянии встреча- 

ются у 40—70% больных с САМ первого типа иу 14—22% больных с САМ второго и 

лретьсго типа, У подавляющего числа больных, имеющих делецию 7-го и 8-го экзо- 

нов 5М/М№-гена в гомозиготном состоянии, обнаруживается также делеция и в гене 

МА!Р. Еще один ген, обозначаемый как Н4Е5, расположен в непосредственной бли- 

зости от гена 5ММ. Этот ген оказывается делетированным у больных со спинальной 

амиотрофией первого типа. Предполагается, что ген Н4Е5 также участвует вмодифи- 

кации тяжести клинического течения различных вариантов проксимальных САМ. 

Четвертый ген, вовлеченный в механизм возникновения заболевания — В7ТЕ44 также 

представлен несколькими копиями. Показано, что 15% больных с различными типа- 

ми САМ имеют делецию этого гена в гетерозиготном состоянии. Связи наличия му- 

таций в этом гене с тяжестью течения заболевания не выявлено. 

Таким образом, ведущим этиологическим фактором проксимальных САМ следу- 

ет считать наличие делеции в гомозиготном состоянии в теломерной копии $М/А-ге- 

на, Факторами, модифицирующими тяжесть течения заболевания и приводящими к 

возникновению аллельных вариантов проксимальных САМ, являются: 1) количест- 
во центромерных копий $МА-гена (две при первом типе САМ и оттрех до пяти при 

игором и третьем); 2) наличие делеций в генах МАГР и Н4Е5. Не исключено сушест- 

вовапие других модифицирующих механизмов, в частности возникновение, так на- 

зываемого, химерногогена, образующегося в результате генной конверсии между те- 

ломерной и центромерной копиями $5 ММ№-гена. 

Кодируемый геном 5ММ белок содержит 294 аминокислоты и экспрессируется во 

всех тканях организма. Наибольшее количество белка обнаружено в мотонейронах 

сминного мозга. В цитоплазме и ядре соматических клеток ЗММ ассоциирован с 

пругим белком — $1Р1. В ядре эти белки концентрируются в специальных тельцах, 

названных гемами. Считается, что в цитоплазме ЗММ- и 51Р1-белки взаимодейству- 
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Рис. 21.12. Молекулярно-генстическая диагностика спинальной амиотрофии. (Из: 
ООО «Центр Молекулярной генетики»/Лаборатория ДНК-диагностики МГНЦ РАМН, 
2001} 

На рисунке представлены электрофореграммы образцов ДНК больного спинальной амиотро- 

фией (дорожка 4), его родителей (дорожки 2,3) и здорового контроля (дорожка 1): а — анализ 

делеции 7-го экзона гена $ММЕ; б - анализ делеции 8 экзона гена ЗММ№ 

Делеция регистрируется при отсутствии полосы соответствующей длины (дорожка 4). При со- 
отношении интенсивности полос генов ЗММ и $ММс Т:2 регистрируется гетерозиготное носи- 

тельство делеции (дорожки 2, 3). В случае нормы регистрируется соотношении интенсивности 
лолос генов ММ и ЗММс 1:1 {дорожка 1). При анализе соотношения интенсивности полос 
фрагментов 7-го экзона исследуемых генов следует учитывать, что в норме фрагмент гена 
5ММ выглядит ярче, чем при гетерозиготном носительстве делеции 

ют с $т-коровыми белками малых ялерных рибонуклеопротеинов (мяРНК). Пред- 

полагается, что в ядрах ЗММ-белок необходим для сплайсинга пре-мРНК. Вполне 

вероятно, что он участвует в процессах регенерации и повторных циклов образова- 
ния мяРНК, поскольку при наличии мутации в 5ММ-гене этот процесс у больных 

нарушается. 

Диагностика заболевания осуществляется на основании типичных клинических 

признаков поражения мотонейронов передних рогов спинного мозга, электронейро- 

миографического обследования и ДНК-анализа, направленного на идентификацию 

делеции 7-го и/или 8-го экзона гена $ ММ, 

Основу прямой ДНК-диагностики САМ составляют различия в нуклеотидных 

последовательностях 7-го и 8-го экзонов ММ- и $М №-генов. Поиск делеций в ука- 

занных экзонах теломерной копии $ММ№-гена осуществляется с использованием ре- 

стрикционных эндонуклеаз, сайты узнавания которых лежат в районах нуклеотид- 
ных замен исследуемых экзонов: Буб/ или НЯ для 7-го экзона и Оде! для 8-го экза- 

на. Делеция 7-го и/или 8-го экзона теломерной копии гена $ММ представляет собой 
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мажорную мутацию, которая наблюдается у 95- 98% больных. У остальных больных 

подобные делеции регистрируются в гетерозиготном состоянии, при этом в гомоло- 

гичной хромосоме обнаруживаются другие мутации. Методика выявления делеций 

основана на ПЦР-анализе с последующей рестрикцией ПЦР-продуктов экзонов 7 и 

8. Пример обнаружения делеции в гене 5ММ№ представлен на рис. 21.12. 

При отсутствии этой мутации у больных стипичными клиническими проявлени- 

ями САМ ДНК-анализ может быть продолжен. На следующем этапе диагностики за- 

болевания могут быть использованы методы количественной оценки копий генов 

УММ и $М №. В основе этих методов лежит описанный выше способ регистрации 

делеций 7-го экзона гена УММ№ с помощью рестрикции с дополнительным введени- 

ем вамплификацию синтезированных 1 Уйто внутренних стандартов (участок гена 

СЕТВ, гена ретинобластомы КВ/1, модифицированная последовательность 7-го экзо- 

на гена 5ММ,) с последующим денситометрическим анализом. Обнаружение у паци- 

ентов, не имеющих делеции в гене УММ№, единственной копии гена косвенным об- 

разом подтверждает диагноз САМ и даеттолчок к поиску точковых мутаций в остав- 

июейся копии, которые иногда могут служить этиологическим фактором заболева- 

ния. В очень редких случаях, главным образом у пациентов с тяжелой формой САМ, 

проводится поиск делеции 5—6-го экзонов гена МАГР. Однако это исследование ус- 

тупаст по своей эффективности и информативности поиску делеций в гене 5ММ, 

поскольку при анализе делеций в этих генах в различных популяциях, не было обна- 

ружено ни одного пациента с САМ, у которого в гене МАР имелись повреждения, а 

в “М/№г-гене они отсутствовали. 

В настоящее время косвенная ДНК-диагностика САМ несколько утратила свою 

актуальность в связи с возможностью напрямую регистрировать повреждения, при- 

водящие к заболеванию. Тем не менее, болышое количество полиморфных ДНК- 

маркеров, тесно сцепленных с локусом САМ, могут быть использованы при прове- 

дении пренатальной ДНК-диагностики в сочетании с прямыми методами исследо- 

вания. 

С помощью ДНК-анализа при этом заболевании удается успешно проводить до- 
родовую диагностику и идентификацию гетерозиготного носительства мутации в 

5М М-тене. 

21.5.2.4. МОНОГЕННЫЕ СИНДРОМЫ НАРУШЕНИЯ 
_ ПОЛОВОЙ ДИФФЕРЕНЦИРОВКИ ПО ЖЕНСКОМУ ТИПУ 

Аутосомно-репессивный тип наследования характерен для ряда основных моноген- 

ных синдромов нарушения половой дифференцировки, приводящих к возникнове- 
нию различных вариантов ложного женского и мужского гермафродитизма. Моле- 
кулярно-генетические характеристики этих синдромов представлены в табл. 21.4. 

Адреногенитальный снндром (АГС) (ОМИМ: 201910, 202010; 202110; 201710). Наи- 

более многочисленной и хорошо изученной является группа заболеваний, объединя- 

емая общим названием — адреногенитальный синдром. Общая распространенность 
всех форм АГС составляет 1:12 000 новорожденных. В основе патогенеза этой груп- 
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Таблица 21.4. Характеристика осном их Моне нных форм, сопровождающихся ложным 

термафродитизмом (с учетом классификаций иномалий полового развития по СтилБаей 

М.М., Соме В.А., «Овогвего оГзех Я ПегенИа Чоп») 

Мозогенняя форма омм 
и 

Локализация тена Кодируемый продукт 

Женский ложный гермафродитизи (андрогениндуцированный) 

1. Вариаиты врожденной гиперплазии надпочечников 
АГС1 118485 15923-24 СУР ПА 
АГС И 201810 113.1 З6Н$Р 
АГС И 201910 6р21.3 СУР21 
АГСАУ 202010 8921 СУР ИВ! 
2. Недостаточ- 107910 15421. 1 СУР 19 
ность ароматазы 

Мужской ложный гермафродитизм 
1. Наследственные дефекты биосинтеза тестостерона 
а) Дефекты ферментов, влияющих на биосинтез кортикостероидов и тестостерона 
АГС И 201810 1213.1 З6Н5р 
АГСУ 202110 10924,3 СУРИ 
6) Дефекты ферментов, первично нарушающих биосинтез тестостерона в яичках 
недостаточность | 601860 | 592 ИВНЫЗР 
ТН$Р 
2. Дефекты чувствительности тканей-мишеней к андрогенам 
а) Нечувствительность (резистентность) к андрогенам 
синдром пер- 600957 19р13.3-13.2 АМГ 
систенции 
мюллеровых 600956 12913 репейтор кАМГ 
протоков 
6) Дефекты метаболизма тестостерона в периферических тканях 
синдром Шапеля ' 264600 № 2р23 | $ВО5А 

пы заболеваний -— нарущение активности одного из ферментов каскада синтеза по- 

ловых гормонов и стероидных гормонов надпочечников. В том случае, если этиоло- 
гическим фактором наследственного заболевания служит мутация в генах фермен- 

тов начальных этапов биосинтеза гормонов, клинические проявления могут наблю- 
даться у лиц мужского и женского пола И характеризоваться сочетанием симптомов 
надпочечниковой недостаточности и нарущениями половой дифференцировки, К 
настоящему времени хорошо описано пять основных вариантов АГС, обусловлен- 

ных снижением активности основных ферментов стероидного биогенеза (рис. 

21.13.), четыре из которых контролируются микросомальными цитохромами (СУР). 
АГС-1 встречается крайне редко и обусловлен мутациями втене СТР 114, приво- 

дящими к дефициту холестерол-десмолазы. Этот фермент обеспечивает начальный 

этап биосинтеза гормонов, в результате которого из холестерола образуется прегне- 
нолон — предшественник всех трех групп стероидных гормонов. Дефицит прегнено- 
лона приводит к тяжелой дисфункции коры надпочечников, сопровождающейся на- 

коплением в них холестерола, выраженными нарушениями водно-электролитного 
баланса в организме (кахексией, обезвоживанием), гиперпигментацией кожных по- 

кровов, артериальной гипотензией. У больных мужского пола, наряду с этим отме- 
чается нарушение строения половых органов — гипоплазия или агенезия гонад. 
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Рис. 21.13. Мстаболическис блоки синтеза стероидных гормонов, приводяшие кразви- 
тию синдромов нарушения половой дифференцировки. (АГС и др.) 

СУР 11А - холестерол-десмолаза; СУР 11В1 — 11В,-гидроксилаза; СУР 11В, — 11В,-гидрокси- 

лаза; СУР 17 - 17В-гидроксилаза; СУР 19 - ароматаза; СУР 21 - 21-гидроксилаза; ЗВН$О - 3В- 

гидроксистероид-дегидрогеназа; 17ВН5О - 17В-гидроксистероид-дегидрогеназа; 5ВОЗА - 5- 

и-редуктаза 

У больных девочек часто отмечаются признаки вирилизации. При биохимическом 

анализе в крови больных выявляется увеличение концентрации АКТГ, а в моче — из- 

быточное выделение хлора. Все больные погибают в первый год жизни от интеркур- 

рентных инфекций. 

АГС-2 обусловлен дефицитом фермента 3-В-гидроксистероидной дегидротеназы, 
катализирующей превращение прегненолона в прогестерон. Клинически заболева- 
ние проявляется признаками ложного гермафродитизма у мальчиков и гипертрофи- 
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сй клитора у девочек, Нарялу с этим отмечиется различная степень выраженности 
налпочечниковой недостаточности. 

АГС-3 — наиболее распространен и составляет 95% всех случаев врожденной ги- 

перплазии коры надпочечников. Этиологическим фактором заболевания является 
мутация в гене СУР21 для микросомального цитохрома Р-45021, контролирующего 

синтез фермента 21-гидроксилазы, катализирующего превращение 17-а-гидрокси- 

прогестерона в 11-дезоксикортизол. Ген локализован на хромосоме 6р21.3 внутри 

мультигенного комплекса НЕА, включающего гены, продукты которых обеспечива- 

ют иммунные реакции организма (подробнее о генах этого комплекса см. в гл. 24). 

Помимо функционально активного гена — С7Р2] вэтом регионе находится неактив- 
ный поевдоген СУР21Р). Ген и псевдоген содержат по 10 экзонов и отличаются по 87 

нуклеотидам. Ген и псеадоген находятся в тандемной дупликации с генами, кодиру- 
ющими САА- и С4В-компоненты комплемента. Высокая степень гомологии гена и 

псеадогена, находящихся в непосредственной близости, способствует возникнове- 
нию нереципрокного спаривания и неравного кроссинговера между сестринскими 
хроматидами в мейозе, что приводит к перемещению участка активного гена на 
псевдоген (генной конверсии) или делеции активного гена. 

Наиболее частый тип мутаций в гене СУР2] (около 40%) — делеции, в 20% случа- 

ев выявляется генная конверсия и в 25% — точковые мутации, 

Различаютчетыре клинических формы АГС 3: 1) сольтеряюшая форма, составляю- 

шая не менее 2/3 всех случаев; 2) вирильная форма; 3) поздний (неклассический) ва- 

риант и 4) латентная (бессимптомная) форма. Подавляющее число больных с АГС-3 
страдают сольтеряющей и вирильной формой. Все формы заболевания являются ал- 
лельными вариантами и связаны с различными нарущениями в одном и том же гене. 

Сольтеряющая форма АГС-3 характеризуется сочетанием симптомов вирилиза- 

ции удевочек и преждевременного полового созревания у мальчиков с выраженной 
патологией солевого обмена, которая возникает вслелствие нарушения функциони- 
рования ренин-альдостероновой системы и потери способности почек удерживать 
ионы натрия. Клинически эти нарушения проявляются повторными рвотами, пило- 
роспазмом, резкой потерей веса, симптомами недостаточности периферического 
кровообрашения, коллаптоидными состояниями, В крови обнаруживается ацидоз и 

соответствующие метаболическому блоку гормональные сдвиги. 
Диагностика заболевания осуществляется на основании характерных клиниче- 

ских проявлений (особенно выраженных при сольтеряющей форме заболевания), а 

также на основании биохимического обследования (обнаружение снижения актив- 

ности 21-гидроксилазы) и молекулярно-генетического анализа. Прямая ДНК-диаг- 

ностика направлена на поиск наиболее частых мутаций в гене СУР21 — делеции 8 ну- 

клеотидов в 3-ем экзоне и мутации сайта сплайсинга во 2-ом интроне, на долю кото- 

рых прнходится 65% всех мутаций при этой форме АГС. В ряде случаев, проводится 

косвенная диагностика с использованием в качестве маркеров различных генов НЕА. 

Вирильная форма АГС Зу девочек может быть диагностирована в первые дни жиз- 

ни по наличню признаков маскулинизацни, степень выраженности которых значи- 
тельно варьирует (от гипертрофии клитора, до выраженных нарушений дифферен- 
цировки наружных половых органов, затрудняющих определение пола ребенка). 
Столь раннее выявление признаков вирилизации обусловлено избыточной пролук- 
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з андрогенов вследствие увеличения уровня адренокортикотропного гормона ги- 
изи еще при внутриутробном развитии. Внутренние половые органы у девочек 
рмированы правильно, кариотип 46,ХХ. Диагностика этого варианта АГС у 

ьчиков затруднена, так как нарушений развития гениталий у них не наблюдает- 
Тервые признаки заболевания появляются в возрасте 5-7 лет и характеризуются 
томами преждевременного полового созревания. Избыточная стимуляция тес- 
ул андрогенами может привести к их выраженным морфологическим изменени- 
и, в конечном итоге, к бесплодию. В первом десятилетии жизни рост больных, 
правило, ускорен, однако в подростковом возрасте приостанавливается. 
АГС-4 обусловлен дефицитом фермента 11-В,-гидроксилазы и по клиническим 

‚явлениям в значительной степени сходен с АГС-3. Характерная особенность это- 

зарианта заболевания — выраженная артериальная гипертензия, приводящая к 
ологическим изменениям глазного дна, сосудов почек и сердца. Артериальная ги- 
тензия возникает в детском возрасте и имеет достаточно злокачественное тече- 

АГС-5 встречается крайне редко и обусловлен блокированием превращения про- 

трона в }7-а-гидроксипрогестерон. Клинические проявления этого варианта 
ны: с таковыми при АГС-2. 

21.5.2.5. МОНОГЕННЫЕ СИНДРОМЫ НАРУШЕНИЯ 
ПОЛОВОЙ ДИФФЕРЕНЦИРОВКИ ПО МУЖСКОМУ ТИПУ 

\рушение процессов формирования гонад по мужскому типу обусловлено двумя 

новными причинами: возникновением структурных и количественных перестроек 

ловых хромосом (гл. 20) и мутациями в генах, контролирующих биосинтез андро- 

нов (мужских половых гормонов) в надпочечниках и яичках. Клинические прояв- 

ния этих нарушений могут варьировать от нерезко выраженной гипоспадии до 
элного отсутствия вирилизации и формирования наружных половых органов по 

юкому типу. 
В настоящее время хорошо изучены три заболевания, обусловленные иарушени- 

и процессовдифференцировки половых органов по мужскому тину — синдром пер- 
астенции мюллеровых протоков, возникающий в результате недостаточности син- 

уя антимюллерова гормона (АМГ), синдром недостаточности фермента - 5-@-ре- 

уктазы и синдром тестикулярной феминизации, связанный с нарушением функции 

нлрогенового (дигидротестостеронового) рецептора. 

В норме развитие вольфовых протоков в семенные пузырьки, выводные протоки 

эпидермис происходит под действием тестостерона, продуцируемого клетками 

{ейдига посредством его связывания с андрогеновыми рецепторами. Формирование 

ростаты, мошонки и полового члена происходит под действием дигидротестостеро- 

та, в который преврашается тестостерон под действием фермента 5-о:-редуктазы (гл, 

). АМГ, продуцируемый клетками Сертоли, вызывает регрессию мюллеровых про- 

оков и играет важную роль в формировании яичек и созревании половых клеток. 

Характеристики первых двух синдромов, наследующихся аутосомно-рецессивно, 
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представлены в данной главе. Синлром честикулярной феминизации, наслелую- 

щийся Х-сиеиленно рецессивно, будег описан втя. 22. 
Синдром переистениии мюллеровых протоков (СПМИ} {ОМ!М: 600956; 600957). 

Этот синдром представляет собой одну из форм ложного мужского гермафродитиз- 

ма, наследуемую по аутосомно-рецессивному типу. Заболевание возникает в резуль- 
тате широкого спектра мутаций в гене АМГ, локализованном на хромосоме 19р13.3- 

13.2, или вгенеего рецептора, расположенном в области хромосомы 124913. Мутации 

в этих генах нарушаютсинтез, процессинги секрецию АМТ, функционирование АМГ- 

рецепторного комплекса и, следовательно, передачу внутриклеточного сигнала. 
В основе патогенеза заболевания лежит нарушение процесса инволюции мюлле- 

ровых протоков, приводящее к формированию матки, маточных труб и верхней час- 
ти влагалища у лиц мужского пола с кариотилом 46,ХУ. Инволюция мюллеровых про- 

токов осуществляется под действием антимюллерового гормона, секретируемого клет- 
ками Сертоли с 78-й недели эмбрионального развития, сразу после дифференциров- 

` кигонад по мужскомутипу. Этог процесс длительный и продолжается в постнатальном 
периоде вплоть до полового созревания мужчины. Надо отметить, что низкий уровень 
экспрессии этого гормона сохраняется и у взрослого мужчины, вызывая дегенерацию 
эпителиальных клеток, локализованных в области мюллеровых протоков. 

Клинические проявления СИМП разнообразны. Все больные имеют мужской 

фенотип. В качестве основного симптома часто выступает одно или лвухсторонний 
крипторхизм и паховые грыжи. В трыжевом мешке часто находятся гипоплазирован- 
ные матка и маточные трубы. В некоторых случаях матка может располагаться не в 
грыжевом мешке, а в области малого таза, при этом яички располагаются в области 
ее широкой связки. Дериваты мюллеровых протоков у мужчин часто не выявляются 
при клиническом осмотре и обнаруживаются, главным образом, при проведении хи- 
рургической операции по поводу ушивания грыжевого отверстия. Репродуктивная 
функция у болылинства мужчин с СИМП оказывается нарушенной, несмотря нато, 

что лифференцировка яичек не изменена. Ведущую роль в этом процессе могут иг- 
рать анатомические нарушения в связочном аппарате яичек или изменения соотно- 
щения анатомических структур придатков яичка. 

Снндром недостаточности 5-с-редуктазы (ОМИ М:264600). Еще один вариант лож- 

ного мужского гермафролитизма наблюдается при недостаточности фермента 5-0.- 

редуктазы. Причиной его возникновения являются мутации в гене, кодирующем 
этот фермент. Ген 5-а-редуктазы локализован на хромосоме 2р23. 

Клинические проявления этого синдрома характеризуются различной степенью 
мужского ложного гермафродитизма: неполной вирилизацией наружных половых 
органов, гипоспадией с наличием слепо заканчивающегося влагалища, крипторхиз- 
мом и гипоплазней предстательной железы. В паховом канале таких больных распо- 
лагаются яички. В большинстве случаев тип строения наружных половых органов 
больных больше напоминает женский. Однако, в ряде случаев, в пубертатном пери- 

оде наступает выраженная вирилизация наружных половых органов, что приводит к 
необходимости проведения хирургической коррекции, приводящей к смене пола с 
женского на мужской. 



глава 

БОЛЕЗНИ С НЕТРАДИЦИОННЫМИ 
ТИПАМИ НАСЛЕДОВАНИЯ 

Исслелования последних лет показали, что только треть всех наследственных забо- 
леваний имеют традиционный моногенный аутосомный тин наслелования. Харак- 

тер наследования остальных — не согласуется с законами Менделя, предполагающи- 
ми одинаковое действие генов, полученных от обоих родителей. К настоящему вре- 
мени известны четыре основные группы таких болезней: 

1) заболевания, наследуемые сцепленно с полом, при которых мутантный ген на- 
ходится на Х- или У-хромосомах; 

2) митохондриальные заболевания, возникающие в результате мутаций мито- 
хондриальных генов; 

3) болезни геномного импринтинга (БГИ); 

4) болезни, обусловленные экспансией тринуклеотидных повторов {БЭТП) в ре- 

гуляторных или транскрибируемых частях генов, 
Изучение таких болезней имеет болыное значение для медико-генетического 

копсультирования, так как выявление основ их этиологии и патогенеза позволит бо- 
лес точно проводить проспективное консультирование и профилактику возникнове- 
ция повторных случаев заболевания в отягощенных семьях. 

В данной главе приводятся основные характеристики различных групп заболева- 

ний с нетрадиционным типом наслелования, атакже клинико-генетические особен- 
ности наиболее типичных нозологических форм. 

22.1. ЗАБОЛЕВАНИЯ, НАСЛЕДУЕМЫЕ 

СЦЕПЛЕННО С ПОЛОМ 

К этой группе относятся болезни, возникновение которых обусловлено мутациями в 

генах половых хромосом. Для большинства рассматриваемых заболеваний характе- 

рен сцепленный с Х-хромосомой тип наследования. У-хромосома содержит 
небольшое число генов, мутации в которых приводят к развитию наслелственных 

болезней, сопровождающихся нарушением функционирования мужских половых 

желез. Эти гены в основном расположены в псевдоаугосомных областях. 
Как и для менделирующих моногенных болезней, гены которых локализованы на 

аутосомах, для заболеваний, сцепленных с Х-хромосомой, описан рецессивный и 

доминатный тия наследования. 
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22.411, ХАРАКТЕРИСТИКА Х-СЦЕПЛЕННОГО РЕЦЕССИВНОГО 
ТИПА НАСЛЕДОВАНИЯ 

Заболевания с Х-сцепленным рецессивным типом наследования возникают у лиц 
мужского пола при наличии мутантного гена в гемизиготном состоянии. Женщины 

являются, как правило, кондукторами (передатчиками) мутантного гена, который 

находится у них н гетерозиготном состоянии на одной из Х-хромосом. Пример роло- 

словной с Х-спепленным рецессивным типом наследования представлен на рис. 22.1. 

Можно выделить три основных механизма передачи матерью мутантного гена, 
локализованного в Х-хромосоме, своим сыновьям: 

1} гетерозиготное носительство мутации в каждой клетке организма; 

2) существование определенного клона половых клеток с наличием мутации (го- 

надный мозаицизм); 

3) возникновение мутации 46 поуо в единственной половой клетке. 
Соотношение сегрегирующих случаев заболевания, возникших при перелаче ге- 

на от гетерозиготных матерей, и обусловленных свежей мутацией варьирует при ка- 

ждом Х-спепленном рецессивном заболевании. Эти данные могут быть использова- 
ны при расчетах риска возникновения заболевания у сибсов пробандов с Х-сцеплен- 

ным рецессивным заболеванием. Существует лишь несколько ситуаций, в которых 
можно сделать однозначное заключение о носительстве женщиной репессивного 

мутантного гена на Х-хромосоме: 

м 

Рис. 22.1. Ропословная с Х-сцепленным ренессивным типом наследования 
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1) женщина является дочерью больного с Х-сцепленным рецессивным заболева- 

нием (гетерозиготными носительницами являются все дочери больного); 

2) женщина имеет больного сына и больного брата; 
3) у женшины родилось двое больных мальчиков. Необходимо отметить, что в 

последнем случае не исключено сушествование гонадного мозаицизма. При некото- 
рых заболеваниях с Х-сцепленным рецессивным типом наследования у женщин но- 
сительниц можно выявить ряд биохимических, рентгенологических и других малых 
признаков заболевания. Например, при прогрессирующей мышечной дистрофии 
Дюшенна у 2/3 гетерозиготных носительниц обнаруживается в крови повышение 

активности фермента креатинфосфокиназы выше 150 ед/л. Если устанавливается 
факт гетерозиготного носительства женщиной патологического гена, риск возник- 
новения заболевания у ес сыновей составляет 50%, такая же вероятность существует 

для дочерей данной женшины быть здоровыми гетерозиготными носительницами. 

В редких случаях отмечается появление клинических признаков Х-сцепленного 
рецессивного заболевания у женщин. Существует несколько механизмов их возник- 
новения: 

1) количественные или структурные перестройки Х-хромосомы в области лока- 

лизации гена (полная или частичная моносомия по Х-хромосоме, лелеции или 
чранслокации); 

2) помозиготность женщины по мутации в гене, возникшая при наличии заболе- 

вания у отца и гетерозиготного носительства мутации у матери; 

3) несбалансированная инактивация одной из Х-хромосом в тканях-мишенях у 
истерозиготных носительниц мутации, 

В главе, посвященной описанию хромосомных синдромов, мы рассматривали 
гипотезу, по которой одна из Х-хромосом нормальных женщин инактивируется 
(лайонизируется) в раннем периоде эмбрионального развития (гл. 12). В подавляю- 

шем болынинстве случаев возникает, так называемая, сбалансированная лайонизация, 
предполагающая равновероятную инактивацию Х-хромосомы отцовского и мате- 
ринского происхождения. Однако в ряде случаев инактивируется преимущественно 
Х-хромосома, полученная от одного из родителей, те. имеет место несбалансирован- 
ная лайонизация. Если этот феномен возникает у женщин гетерозиготных по мута- 

ции в гене Х-сцепленного заболевания, то функционально активной у них может 

оказаться Х-хромосома, несущая патологическую мутацию. В качестве примера забо- 
левания с Х-сцепленным рецессивным типом наследования рассмотрим прогрессиру- 
ющую мышечную дистрофию Дюшенна — самое распространенное заболевание этой 
труппы, 

22.1.1.1. ПРОГРЕССИРУЮЩАЯ МЫШЕЧНАЯ ДИСТРОФИЯ 
ДЮШЕННА/БЕКЕРА (ОММ: 310200) 

Заболевание встречается в двух клинических формах, являющихся аллельными ге- 
нетическими вариантами: прогрессирующей мышечной дистрофии Дюшенна 

(ПМДД) и Бекера (ПМДБ). Первый вариант был описан еще в 1868 г, его распро- 
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странеиность составляет | на 3—3,5 тыс, новорожденных мальчиков. О наличии вто- 

рого варианта П. Бекер сообщил в 1955 г. Он встречается с частотой 1 на 20—25 тыс, 

лиц мужского пола. 
Заболевание возникает в результате мутаций в гене дистрофина, локализованном 

в области Хр21. Приблизительно 30% всех случаев связаны с мутациями 4е поуо вяй- 

цеклетке матери больного, а остальные 70% — обусловлены гетерозиготностью мате- 
ри по патологической мутации в гене дистрофина. Считается, что 6—79% всех спори- 

дических случаев — результат гонадного мозаицизма (наличия вяичниках женщины 
нескольких генераций ооцитов с нормальными и мутантными аллелями гена дистро- 
фина). Основной тип мутации, обнаруженный у 60%—70% больных, — это крупные 
делеции, захватывающие один или несколько экзонов гена и локализующиеся в лвух 
«горячих» регионах — в области 5’-конца (экзоны 6-19) и 3’-конца (экзоны 40-43). 
У 5% больных выявлены дупликации, в остальных случаях — точковые мутации в 

различных участках гена. 
Особенности клинических проявлений при двух аллельных вариантах заболевания 

связывают с различиями втипах мутаций в гене дистрофина. При ПМДД лелеции втене 

дистрофина в большинстве случаев приводят к сдвигу рамки считывания и преждевре- 
менной терминации трансляции, при этом синтез белка прекращается. При ИМДБ сзру- 

ктурные перестройки гена не меняют рамку считывания, ДНК-полимераза может «пере- 

скакивать» делетированные экзоны, что приводит к синтезу внутренне усеченного белка, 
в какой-то мере способного выполнять свои функции. 

Колируемый геном белок (дистрофин) относится к семейству спектрин/актино- 

вых мембранных белков цитоскелета и состоит изчетырех доменов. Основная функ- 

ция дистрофина заключается в обеспечении устойчивости и эластичности мышечно- 

го волокна при последующих мышечных сокращениях. Это обеспечивается сиепи- 
фической локализацией и строением дистрофина (рис. 22.2.). Располагаясь под сар- 

колеммой мышечного волокна в виде переплетенного антипараллельного димера, 
дистрофин своим М-концом связан с цитоплазматическим актином, а С-концом — с 
комплексом мембранных гликопротеинов. Дистрофин-ассоциированный комплекс 
представляет собой наиболее важный элемент мышечного цитоскелета, который 

обеспечивает взаимодействие структур экстра- и интрапеллюлярного матрикса, уча- 
ствует в регуляции уровня кальция в мышце и в передаче импульсов через мембрану 
мышечного волокна. При отсутствии дистрофина мембрана разрушается, в ней поя- 
вляются участки некроза, По мере развития болезни мышечное волокно практиче- 
ски полностью разрушается и замещцается.соединительнотканными структурами, что 
приводит к псевдогипертрофии мышц — увеличению их объема при утрате или зиа- 
чительном ослаблении функциональных возможностей. 

Первые признаки прогрессирующей мышечной листрофии Дюшенна появляют- 
ся в возрасте [5 лет. Для болынинства больных характерна задержка темпов рание- 

го моторного развития. При начале самостоятельной хольбы (в возрасте старше 14 
мес) отмечаются частые падения, двигательная неловкость, быстрая утомляемость. 
Постепенно походка становится переваливающейся, возникают затруднения при 
подъеме по лестнице и из положения на корточках. У больных развивается исевло- 
гипертрофия различных мышц, прежде всего икроножных, дельтовидных, четырех- 
главых и трехглавых, что создает ложное внечатление атлетического телосложения 
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Рис. 22.2. Расположение дистрофина илистрофин-ассоциированных белков на мембра- 
не мышечного волокна 

больного. По мере прогрессирования заболевания псевдогипертрофия мыши транс- 

формируется в гипотрофию. Распространение патологического процесса имеет вос- 

ходящий характер. Первыми поражаются мышцы тазового пояса и проксимальных 

отделов нижних конечностей, затем мыпшы плечевого пояса, спины и проксималь- 

ных отделов верхних конечностей. Уже на ранних стадиях болезни снижаются или 

угасают сухожильные рефлексы. По мере развития патологического процесса в 

мышцах возникают вторичные леформации позвоночника (усиление лордоза и ки- 

фоза, сколиоз), грудной клетки (по типу седловиной и килевидной) и стоп, а также 

ретракции сухожилий с развитием контрактур в суставах. Еще один характерный 

признак — кардиомиопатия, которая проявляется симптомами гипертрофии левого 
желудочка и аритмией, У 25—30% больных диагностируется олигофрения в степени 

дебильности. 
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Пациенты сохраняют способность к самостоятельной ходьбе до 10-12 летиего 

возраста, после чего пользуются ипвалилной коляской, Гибель больных наступает от 
сердечной недостаточности или от интеркуррентных инфекций до 25-летнего воз- 

раста. 
Прогрессирующая мышечная дистрофия Бекера манифестирует в возрастном 

интервале от [0 до 20 лет с появления слабости и утомляемости мышц тазового поя- 
са и ног Ранними симптомами у значительного числа больных бывают болезненные 

мышечные спазмы. Клинические проявления сходны с таковыми при ПМДД, одна- 

ко выражены слабее. При ПМДБ, так же как и при ПМДД, в патологический про- 

цесс вовлечен миокард. Гипертрофическая или дилятационная кардиомиопатия ди- 
агностируется у 50—60% больных. В 40-50% случаев выявляются гипогенитализм и 

атрофия яичек. Интеллект, как правило, не страдает. Заболевание прогрессирует до- 

статочно медленно и в большинстве случаев приводит к инвалидизации больного ие 
ранее 40-летнего возраста, 

Высокую диагностическую значимость при обоих вариантах заболевания имеет 

активность специфичного для мышечной ткани фермента — креатинфосфокипазы в 
плазме крови больного. Этот показатель у больных ПМДД в 50—100 раз превышает 

норму и может быть выявлен до возникновения выраженных клинических призна- 
ков. 

Для диагностики и дифференциальной диагностики ПМДД/ТМДБ применяют- 
ся иммуногистохимические методы анализа дистрофина в биоптате мышечного во- 
локна. При использовании антител к различным доменам дистрофина при ПМДД 

иммунореактивные формы белка, как правило, не выявляются. У больных с ПМДБ 

наблюлается прерывистое окрашинание мыши при иммунохимическом анализе, что 
свидетельствует об относительной сохранности отдельных структур цитоскелета. 

Одним из основных методов ДНК-диагностики ПМДД/ПМДБ является детек- 

ция делеций одного или нескольких экзонов гена дистрофина, которые обусловлива- 
ют не менее 60% всех случаев заболевания. Учитыная значительную протяженность 
гена дистрофина, для упрощения поиска делеций вся его кодирующая часть, начи- 
ная с 5’-конца, поделена на 9 субфрагментов, размером | тп.н., каждый из которых 

может быть использован в качестве ДНК-зонда. Наиболее часто используется метод 
мультиплексной амплификации. При ДНК-диагностике применяют набор нуклсо- 

тидных послеловательностей наиболее часто мутирующих участков гена и кэп-сайта. 
Использование набора из 18 пар праймеров для амплификации экзонов, располо- 

женных в основном в 3^- и 5’-концах гена дистрофина, позволяет выявить пример- 
но 98% всех крупных делеций. Метод мультиплексной амплификации прост и не 

требует длительного времени для проведения анализа. Особое достоинство метода — 
наличие внутреннего положительного контроля почти в каждом образце, так как 
делеция одновременно всех амплифицируемых участков встречается крайне редко. 
Пример диагностики делеций в гене дистрофина представлен на рис. 22.3. Если де- 

лецию зарегистрировать не удается, поиск дупликаций и точковых мутаций в гене, 
осуществляется крайне редко, что связано со значительной протяженностью гена 
дистрофина. В этом случае диагноз основывается на использовании данных клини- 
ко-генеалогического, биохимического и иммуногистохимического методов обслело- 
вания больного, При необходимости проведения пренатальной диагностики и выяв- 
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2ис. 22.3. Диагностика делеций втене дистрофина. (Из: 000«Центр Молекулярной ге- 
1етики»/Лаборатория ДНК-лиагностики МГНЦ РАМН, 2001} 

Ча данной электрофореграмме представлены результаты амплификации промоторной облас- 
'ии 19 экзонов гена дистрофина. Дорожка 1 — маркер молекулярной массы А/Р5Н, дорожки 

2-6 - МПАТ: 2 - отрицательный контроль, 3 - положительный контроль, 4 - делеция 3-4 экзо- 

ов, 5 - делеция 43 экзона, 6 - делеции нет; дорожки 7-11 - МПА2: 7 - отрицательный конт- 

золь, 8 - положительный контроль, 9 - делеция 6 экзона, 10 - делеция 19-32 экзонов, 11 - де- 

‘ции нет 

пения гетерозиготных носительниц поврежденного гена среди родственниц больно- 
го используются косвенные методы ДНК-диагностики, принципы которых изложе- 
ны в гл. 19. В настоящее время клонировано большюе количество как внутри-, так и 

внегенных зондов, позволяющих обнаружить информативный полиморфизм в 99% 
семей больных с ПМДДУБ. Однако даже при использовании внутригенных марке- 

ров ошибка метода составляет около 5%, что обусловлено возможностью рекомби- 

иации между полиморфным локусом и мутантным участком гена. Наибольшая ин- 
формативность косвенных методов ДНК-диагностики ИМДД/ПМДБ может быть 

достигнута при использовании трех зондов, один из которых ннутригенный (пент- 
ральный), а два фланкируют ген с разных сторон. Точность оценки возрастает в слу- 

чае отсутствия рекомбинации между фланкирующими и центральным маркерами. 

2.1.1.2. СИНДРОМ ТЕСТИКУЛЯРНОЙ ФЕМИНИЗАЦИИ 
(СФ) (ОМ: 300068 

Термин «тестикулярная феминизация» был впервые введен Моррисом лля обозна- 
чения заболеваний, сопровождающихся женским строением наружных половых ор- 
ганов и наличием яичек. СТФ обусловлен мутациями в тене ренептора к дигидроте- 

стостерону (анлрогенового рецептора, АР), локализованном на хромосоме Ха11-12 

и состоящим из 8 экзонов. Как правило, это миссенс- или нонсенс-мутации, приво- 
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лящие к образованию терминируюнкто колонии. Интересно отметить, что другой тии 

мутаций вгене АР — экспансия трипуклеотилных САС-повторов в первом экзоне ге- 

на — приводит к возникновению Х-спенленного ренцессивного нервио-мышечиого 

заболевания — спинально-бульбарной мышечной атрофии Кеннеди, которая также мо- 

жет сопровождаться атрофией яичек, олигоснермией, мужским бесплодием, а также 

гинекомастией. 

Клинически инверсия пола при СТФ проявляется наличием ложного мужского 

гермафролитизма у лиц с кариотипом 46, ХУ. Гонады больных имеют двойственное 

строение. Наружные половые органы сформированы по женскому типу, однако вла- 

галише заканчивается слепо, а матка и яичники отсутствуют. Половые железы пред- 
ставлены яичками, которые часто располагаются внутрибрюшинно, в половых губах 

или паховом канале, формируя при этом грыжевое выпячивание. Яички, располага- 

ющиеся в несвойственных им местах, часто имеют тенденцию к озлокачествлению к 

возрасту старше 30 лет. Молочные железы обычно хорошо развиты, однако, подмы- 

шечное и лобковое оволосение скудное. Телосложение и психосексуальное поведе- 

ние больных соответствует женскому. 
Помимо полной формы СТФ, характеризующейся отсутствием чувствительности 

андрогеновых рецепторов, выделяют неполные варианты, при которых чувствитель- 

ность рецепторного комплекса снижена в результате уменьшения количества рецеп- 

торов на поверхности клеток-мишеней или их связывающей способности. Эти вари- 
анты объединены в группу синдромов нечувствительности кандрогенам (А75-апато- 

&еп тзепянуйу зуп4тоте). Клинические проявления неполных форм разнообразны, 

фенотип больных, как правило, мужской, но сопровождается различной степенью 

гипоплазии половых органов, крипторхизмом, гипоспадией, расшеплением мошон- 

ки и нарушением процессов сперматогенеза. 

22.1.2. ХАРАКТЕРИСТИКА Х-СЦЕПЛЕННОГО ДОМИНАНТНОГО 
ТИПА НАСЛЕДОВАНИЯ 

Х-сцепленный доминантный тип наследования встречается крайне редко и точно 

установлен липь для нескольких заболеваний. В этом случае мутантный ген локали- 

зован в Х-хромосоме и может проявляться как в гетерозиготном ‚ так и гемизиготном 

состоянии. При анализе родословных с сегрегацией заболевания в нескольких локо- 
лениях в ряде случаев очень трудно отличить Х-ецепленный доминантный тип отау- 

тосомно-доминантного наследования. В обоих случаях наблюдается передача забо- 

левания от родителей к детям, а фенотипические проявления имеют как гетерозиго- 

ты, так и гомозиготы по патологической мутации. Для установления типа наследова- 

ния информативны лишь те семьи, в которых передача заболевания происходит че- 

рез больных отцов. В этом случае наблюдается избирательное поражение потомков 

женского пола — все лочери таких больных заболеют, так как получат от отца Х-хро- 

мосому, несущую патологический ген, а все сыновья будут здоровы, так как унасле- 

дуют от отца У-хромосому. При передаче заболевания отбольных матерей соотноше- 

ние больных и здоровых потомков составляет |:1, также как и при аутосомно-доми- 
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ис. 22.4. Родословная с Х-сцепленным доминантным типом наследования 

антном типе наследования. Еще одна особенность Х-сцепленных доминантных 

олезней заключается в разной тяжести клинической картины у больных женского 

мужского пола. У гетерозиготных по мутации женщин часто обнаруживается не- 

олная пенетрантность и умеренно выраженная экспрессивность патологического 

ма. Довольно распространено среди них бессимптомное носительство, что можно 

бъяснить коррегирующим эффектом генов интактной Х-хромосомы, У больных 

'ужчин тяжесть заболевания значительнее, в ряде случаев носители мутации муж- 

кого пола гибнутеше во внутриутробном периоде. Это приволит ктому, что при неко- 

эрых Х-сцепленных ломинантных заболеваниях больные мужского пола встречаются 

райне редко. В группе больных с Х-сцепленными доминантными заболеваниями со- 

тношение лиц женского и мужского пола составляет примерно 2:1. Родословная с Х- 

иепленным доминантным типом наследования представлена на рис. 22.4. 

В качестве примера Х-сцепленного доминантного заболевания рассмотрим один 
з вариантов наслелственных моторно-сенсорных нейропатий. 

2.1.2.1, НАСЛЕДСТВЕННАЯ МОТОРНО-СЕНСОРНАЯ 
НЕИРОПАТИЯ 1Х-ТИПА (ОММ: 302800) 

первые семью с Х-сцепленной доминантной нейропатией описал Херрингэм в 

889 г. Сцепление заболевания с маркерами области Ха13-21 выявил Гал с соавт. в 

993 году. Втом же году Бергоффен и Фишбек обнаружили у больных точковые му- 

ации в гене коннексина-32 (С/В1), продемонстрировав тем самым этиологическую 

оль этого гена в возникновении заболевания. 
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Тен заболевания локализован в области Х413.1. Основной тии мутаций - точко- 

вые (миссенс и нонсенс): их в настоянке время идентифицировано более 240. В ред- 

ких случаях выявляются делеции и ипсерции. Установлено, что тяжесть клинических 

проявлений зависит от типа мутации. Симптомы заболевания при миссенс-мутаци- 

ях выражены менее резко, чем при нонсенс-мутациях и делециях. Наиболее тяжелая 

клиническая картина среди больных с миссенс-мутациями выявляется в том случае, 

если эти мутации нарушают функционирование четвертого домена белка или затра- 
гивают некодирующие участки гена (промоторной области и 5'-нетранслируемой об- 

ласти). Описана семья с НМСН 1Х-типа, несущая крупную делецию, в результате 

которой белок почти не экспрессируется, однако, клинические проявления выраже- 

ны умеренно. 

Продукт гена — белок коннексин-32 — локализован в некомпактном миелине и 

является белком межклеточных контактов, обеспечивающим функционирование 

ионных каналов глии. Шесть коннексинов образуют коннексон, функции которого 

заключаются в обеспечении трофики осевого цилиндра и нормальной скорости про- 
хождения импульса по миелиновой оболочке периферического нерва. При ряде му- 

таций в гене полностью выпадает функция белка, как в цитоплазме, так и на поверх- 

ности клетки, 

Клинические проявления варьируют в зависимости от пола и типа мутационного 

повреждения в гене. Для мужчин характерны более раннее начало и выраженные 

симптомы болезни. Первые признаки, выражающиеся в слабости перонеальной 

группы мышц, слабости и деформации стоп, атакже изменении походки, появляют- 
ся у них в в возрасте от 10 до 20 лет. Расстройства поверхностной и глубокой чувст- 

вительности возникают у 75% больных мужского пола; особенность этого варианта 

заболевания состоит в раннем и выраженном снижении проприоцептивной чувстви- 

тельности. На ранних стадиях заболевания может отмечаться гиперестезия стоп. Су- 

хожильные рефлексы начинают угасать в самом начале болезни, причем, первым вы- 

падает ахиллов рефлекс (его отсутствие выявляется у 100% больных). Снижение ко- 

ленного рефлекса обнаруживается у 90% больных мужчин иу 50% женщин. Пораже- 

ние рук развивается спустя 2-17 лет от начала болезни и характеризуется слабостью 

межкостных мышц и деформацией кистей по типу когтистой или обезъяньей лапы. 

Достаточно часто у больных выявляется тремор пальцев вытянутых рук и фасци- 

куляции мыши, что свидетельствует о вовлечении в процесс мотонейронов спинно- 

го мозга. У 80% больных мужчин регистрируются симптомы сенситивно-мозжечко- 

вой атаксии. При точковой мутации ААС /42СЁОИ часто отмечается нейросенсорная 

тугоухость, 

Клинические проявления заболевания у женщин обнаруживаются позже и зна- 
чительно менее выражены. Часто симптомы заболевания выявляются только при 

клиническом осмотре или при проведении электронейромиографического обследо- 
вания. Наиболее типичны для женщин — тремор пальцев вытянутых рук, снижение 

сухожильных рефлексов ног (особенно, ахиллового) и чувствительные нарушения. 

Диагностика заболевания осуществляется на основании данных клинического 

осмотра, свидетельствующих о поражении периферических нервов; по результатам 
электронейромиографического обследования (снижение скоростей проведения им- 
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Рис. 22.5. Результаты ДНК-диагностики мутации 05953А в гене Сх32 при НМСН 1 Хти- 
па методом $$ СР. (Из: ООО «Центр Молекулярной генетики»/ Лаборатория ДНК-диаг- 
ностики МГНЦ РАМН,2001) 

Диагностика проведена методом амплификации 2-го экзона (длина амплификата - 892 п,н.) с 

последующей рестрикцией рестриктазой Ау! 

Дорожка 1 - маркер молекулярной массы, дорожка 4 - ДНК-больного - отсутствуют фрагмен- 

ты длиной в 164п.н. и 124п.н. (рестриктаза разрезает по @-нуклеотиду - появляются короткие 

фрагменты и не действует на А-нуклеотид - короткие фрагменты отсутствуют} 

пульса по периферическим нервам) и молекулярно-генетического анализа ($$ СР- 

нализ и прямое секвенирование). Пример обнаружения точковых мутаций на осно- 
зании 55СР-анализа представлен на рис. 22.5. 

22.1.3, ХАРАКТЕРИСТИКА У-СЦЕПЛЕННОГО 
(ГОЛАНДРИЧЕСКОГО) ТИПА НАСЛЕДОВАНИЯ 

Моногенные заболевания, для которых установлен У-сцепленный тип наследова- 

ия, встречаются относительно редко. Данный тип наследования характеризуется 

олько прямой передачей признака от отца к сыну. 
В настоящее время идентифицировано около 100 генов, локализованных в У- 

ромосоме. Большинство из них обусловливают развитие организма по мужскому 

ину, участвуют в сперматогенезе и контроле роста тела и зубов. Мутации в некото- 

ых генах приводят к развитию рака яичек, простаты и другим гонадобластомам. 
Все гены У-хромосомы можно разделить на три группы. 

Первую группу составляют гены псевдоаутосомных областей, идентичные в Х- и 

"- хромосомах. Мутации в генах этой группы нарушают коньюгацию гоносом в 

'ужском мейозе, приводя к бесплодию. 

Вторая группа включает 10 Х-У-гомологичных генов, локализованных в нере- 

омбинирующих областях Ур и Уа. Эти гены экспрессируются во многих тканях и 

рганах, включая яички и простату. 

Третью группу составляют 11 У-специфичных генов, располагающихся в нере- 

омбинирующих областях Ур и Уа. Продукты этих генов могут играть роль транс- 
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кринционных факторов и цитокиновых реценторов, выполнять функции протеин- 

киназ и фосфатаз. Некоторые из этих генов формируют так называемый АЙ.Е-реги- 

он, микроделеции в котором часто ириволя! к мужскому бесплодию: в 10%-—15% 

случаев — вследствие азоспермии, я в 5%-— 10% — олигоспермии тяжелой степени. 
У-спепленные заболевания, как правило, возникают вследствие мутаций де поуо. 

Мальчики, которые получили от своего отца мутацию, нарушающую развитие и 

функционирование мужских гонад, оказываются стерильными и не могут перелать 

се своему потомству, поэтому родословные оказываются неинформативными. Одна- 

ко описаны семьи, в которых У-микроделеция наследовалась. В ряде таких случаев 

размер микроделеции у бесплодного сына был болыше, чем у его отца. Это может 

быть связано с высокой нестабильностью У-хромосомы вследствие наличия больню- 

го числа различных повторов, мобильных генетических элементов, а также абер- 

рантной рекомбинации между гомологичными областями Х- и У-хромосом или не- 

сбалансированными обменами между сестринскими хроматидами У-хромосомы. 

22.2 МИТОХОНДРИАЛЬНЫЕ БОЛЕЗНИ 
Митохондриальные болезнн — болышая группа наследственных заболеваний, обусло- 

вленных нарушением структуры и биохимических процессов в митохондриях, Убе- 

дительные данные об этиологической роли мутаций в митохондриально9ой ДНК 

(мтДНК) при наследственных заболеваниях человека были получены в 1988 г 

Митохонлрии — внутриклеточные органеллы, присутствующие в каждой клетке че- 
ловека (кроме зрелых эритроцитов) в виде нескольких сотен копий. Их назначение — 
обеспечивать клетки энергией. Основные химические реакции в митохондриях проис- 
ходят на внутренней митохондриальной мембране, площадь которой многократно уве- 

личена по сравнению с внешней мембраной за счет крист (гребней), выступающих в 

пространство матрикса. Еше в 1963 г было установлено, что митохондрии, в отличие от 

других клеточных органелл, имеют свой собственный геном, представленный единст- 

венной кольцевой хромосомой длиной в 16569 п.н. (гл. 15). Существует ряд особенно- 

стей строения и функционирования мтДНК по сравнению с ядерным геномом. Преж- 

де всего, это — отсутствие интронов, вследствие чего наблюдается высокая плотность и 
значительное уменышение промежутков между генами по сравнению с ядерной ДНК. 

Кроме того, большинство митохонлриальных мРНК не содержат 5'- и 3’-нетранслиру- 

емые последовательности. Внутренняя и внешняя цепи митохондриальной хромосомы 
имеют разную плотность и обозначаются как Н — тяжелая цепь и Г. — легкая цепь. Ми- 

тохондриальная ДНК имеет О-петлю, которая представляет собой ее регуляторную об- 

ласть. В О-петле локализован участок начала репликации для Н-цепи. Синтез Н-цепи 

происходит по часовой стрелке вокруг мтДНК, после прохождения 2/3 цепи начина- 

ется репликация [--цепи, которая происходит против часовой стрелки, те. в обратном 
по отношению к Н-цепи направлении. Таким образом, репликация мтДНК предсталя- 

ет собой двухступенчатый асинхронный процесс. Выявлены также отличия генетиче- 
ского кода мтДНК от ядерной ДНК. В митохондриальном коде колой АЦА кодирует 
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етионин, а не изолейцин, ядерный стоп-кодон (ОА кодирует триптофан, атриплеты 

САиАСС, кодирующие аргинин в ядерной ДНК, являются терминирующими. 

22.2.1, ЭТИОЛОГИЯ И ПАТОГЕНЕЗ МИТОХОНДРИАЛЬНЫХ 
ЗАБОЛЕВАНИЙ 

[оказано, что мтДНК содержит гены, которые кодируют 13 полипептидов, входя- 

цих в пять комплексов дыхательных цепей митохондрий, 22 гена транспортной 

НКИ 2 гена рибосомной РНК. Синтез остальных 70 белков, участвующих в процес- 

1х окислительного фосфорилирования, находится под контролем ядерных генов. 

аким образом, наследственные заболевания, обусловленные нарушениями энерге- 

аческих процессов в митохондриях, могут быть детерминированы мутациями как в 

итохондриальном, так и ядерном геноме, При мутациях в ядерных генах отклоне- 

ий от менделевских типов наследования не происходит — описаны митохондриаль- 

ыс заболевания с аутосомно-доминантным и аутосомно-рецессивным типом на- 
чедования. Отклонения от менделевских законов типичны для заболеваний, обу- 

човленных мутациями в митохондриальном геноме. К. настоящему времени описа- 

о три типа мутаций в митохондриальной ДНК — крупные делепии и точковые му- 

иши структурных и синтетических генов. Необходимо упомянутьеще один генети- 

сский механизм возникновения митохондриальных заболеваний, который обозна- 

пется как межгеномные сигнальные эффекты. Известно, что синтез митохондриаль- 

ой ДНК находится под контролем ядерных генов. Мутации в этих генах могут при- 

зсти к изменению количества копий митохондриальной ДНК и возникновению 

юпомснадеплеции (истощения) митохондрий. Таким образом, все митохондриальные 

олезии на основе различий в этиологии можно разделить натри большие группы: 

1) заболевания, обусловленные мутациями в генах ядерной ДНК; 
2) заболевания связанные с мутациями в митохондриальном геноме; 

3) заболевания вызванные нарушением межгеномных сигнальных эффектов. 

В настоящее время достаточно хорошо изучен патогенез митохондриальных бо- 

сзней. Это стало возможным благодаря нашим знаниям биохимических процессов, 

роисходящих в митохондриях. 
Показано, что для обеспечения клетки энергией, необходимы: транспорт суб- 

гратов, их окисление, цикл трикарбоновых кислот, функционирование дыхатель- 
ых ценей митохондрий и сопряжение окисления и фосфорилирования, Начальным 

кшом биохимических процессов является транспорт субстратов через мембрану 
итохонлрий. Избирательная проницаемость мембраны достигается благодаря су- 

ествованию транспортных белков — транслоказ, которые служат переносчиками 

икарбоновых кислот, АТР и АБР, ионов кальция, глутамата и др. Основными суб- 

тратами митохондрий являются пируват и жирные кислоты, транспорт которых 

существляется с помошью карнитин-пальмитоил-—трансферазы и карнитина. Сле- 
укиций этап — окисление субстратов — происходит под действием ферментов пиру- 

ит-дегидрогеназного комплекса, состоящего из трех ферментов: пируват-дегидро- 

эназы, липоат-ацетилтрансферазы и липоамид-дегидрогеназы. В результате этих 
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реакций образуется ацетил-СоА, который и включается в цикл трикарбоновых кис- 
лот. Утилизация жирных кислот происходит мпогоступенчато и осушествлястсия в 
процессе В-окисления. В ходе этих реакций образуются электроны, которые перено- 
сятся в лыхательную цепь митохондрий. Центральный же путь утилизации углерод- 
содержащих молекул, приводящих к полному разложению пирувата в аэробных ус- 
ловиях, осуществляется через цикл Кребса. В результате этого цикла также образу- 

ются молекулы МАР и РАО, передающие свои электроны в дыхательную цепь мито- 

хондрий. Дыхательная цепь митохондрий состоит из пяти мультиферментных компле- 

ксов, четыре из которых осуществляют транспорт электронов, а пятый катализирует 
синтез АТР. Комплексы дыхательных цепей митохондрий находятся под двойным гене- 

тическим контролем как со стороны митохондриального, так и ядерного генома. 
Таким образом, с точки зрения патогенеза можно выделитьтри основные группы 

митохондриальных болезней, которые обусловлены нарушением: 

1} В-окисления жирных кислот, включая карнитиновый цикл; 

` 2) метаболизма пирувата и цикла трикарбоновых кислот; 

3) процессов окислительного фосфорилирования, 

На основании суммирования этиологических и патогенетических факторов соз- 
дана современная классификация митохондриальных заболеваний. В соответствие с 
этой классификацией выделяют три основные группы митохондриальных болезней, 

которые в свою очередь, включают несколько подгрупп, 
1. Болезни, обусловленные дефектами мтДНК: 

а) точковыми мутациями 
6) делециями 

в) изолированными дупликациями или в сочетании с делециями 
2. Болезни, обусловленные дефектами ядерной ДНК: 

а) мутациями, нарушающими работу электронтранспортной цели митохондрий, 

6) мутациями, нарушающими окислительное фосфорилирование; 
в) мутациями, вызывающими дефекты ферментов цикла Кребса; 

Г) мутациями, нарушающими утилизацию субстратов; 
д) мутациями, нарушающими транспорт субстратов. 

3. Болезни, обусловленные дефектами мтДНК, которые вызваны нарушением ядерной ДНК: 

а) тканеспецифическими делециями или дупликациями мтДНК; 

6) истощением (леплецией) мтДИК. 

В данном разделе будут рассмотрены только те митохондриальные заболевания, 

которые обусловлены мутациями в митохондриальном геноме, так как именно для 
них характерен нетрадиционный тип наследования. 

22.2.2. ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА МУТОХОНДРИАЛЬНЫХ 
ЗАБОЛЕВАНИЙ, ОБУСЛОВЛЕННЫХ МУТАЦИЯМИ 
В МИТОХОНДРИАЛЬНОМ ГЕНОМЕ 

Для митохондриальных заболеваний, обусловленных мутациями в митохонлриаль- 
ном геноме, характерны следующие общие закономерности. 

31. 4167 



482 Часть И. Медицинская генетика 

1, Материнский тип передачи. В настоящее время показано, что все митохондрии 

человека имеют материнское происхождение и получены человеком с материнской 
яйцеклеткой. Митохонлрии, находящиеся в сперматозоиде, используются им для 

энергетического обеспечения его проникновения в яйцеклетку. Таким образом, при 

наличии мутации в том или ином количестве митохондрий яйцеклетки мать может 

передать мутантные митохондрии свом детям обоего пола. 

2. Феномен гетероплазмии. Клетки больного с митохондриальной патологией со- 

держат мутантные и нормальные митохондрии, распределение которых происходит 

случайно при клеточном делении. 
3. Зависимость тяжести клинических проявлений от характера мутационного по- 

вреждения митохондриального генома, содержания мутантной мтДНК в клетке, а 

также от энергетической потребности различных органов и тканей. По чувствитель- 

ности к нелостатку энергетического субстрата органы можно расположить (в поряд- 

ке убывания) следующим образом: центральная нервная система, скелетные мыш- 
цы, сердечная мышца, почки, печень, эндокринная система. Необходимо отметить, 

что тяжесть митохондриальных заболеваний прогрессирует с возрастом, что объяс- 
нястся увеличением числа спонтанно возникающих мутаций в митохондриальной 

ДНК в процессе старения организма. 

4. Высокая частота спорадических случаев. Скорость мутирования митохондри- 

альной ДНКвб-—17 раз выше, чем ядерной ДНК, что обусловливает высокую часто- 
ту спорадических случаев митохондриальных заболеваний и определяет значитель- 

ную роль мутаций митохондриального генома в возникновении хронических про- 

грессирующих и дегенеративных заболеваниях человека. Показано, что одной из 

причин возникновения биоэнергетической недостаточности и слабости сердечной 

мыищы у людей с 24-летнего возраста являются мутации: прежде всего, делеции в 

митохондриальном геноме. 

2.2.2.1. ОСНОВНЫЕ КЛИНИЧЕСКИЕ ПРОЯВЛЕНИЯ 
МИТОХОНДРИАЛЬНЫХ ЗАБОЛЕВАНИЙ 

Митохондриальные заболевания характеризуются значительным разнообразием 

клинических проявлений, Описаны различные сочетания следующих клинических 
признаков: 

1) повторные коматозные состояния, сопровождающиеся ацидозом крови и уве- 

личением концентрации кетоновых тел; 

2) задержка физического развития, нанизм; 

3) дисфункция щитовидной железы; 

4) симптомы поражения различных отделов нервной системы (судороги, атак- 

сия, полинейропатия, атетоз, изменение мышечного тонуса и др.); 

5) миопатии и кардиомиопатии; 

6) тубулопатии, витамин-О-резистентный рахит; 

7) диарея, целиакие-подобный синдром; 

8) печеночная недостаточность; 
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9} мрофия зрительных нервов; 

10) панцитопения, макроцитарная анемия. 

Вариации клинических проявлений митохондриальной патологии могут быть 

обусловлены как описанным выше эффектом гстероплазмии, так и различной чувст- 
вительностью органов к недостатку кислорода. Так, в клетках печени клинические 

проявления могут отсутствовать даже при 80%-ном содержании мутантных митохон- 

дрий, в то время как нормальное функционирование клеток мозга при таких услови- 

ях было бы невозможно, 

22.2.2.2. БИОХИМИЧЕСКАЯ ДИАГНОСТИКА МИТОХОНДРИАЛЬНЫХ 
ЗАБОЛЕВАНИЙ 

Основные биохимические маркеры митохондриальных заболеваний следующие: 

Г) увеличение концентрации лактата в крови — лактат-ацилоз, особенно усилива- 

ющийся при нагрузке глюкозой или физическими упражнениями; 

2) гиперкетонемия, в том числе парадоксальная, и гиперкетонурия; 

3) нарушение соотношения лактат/пируват в крови; 

4) повышение концентрации ацетоацетата и 3-ОН-бутирата. 

Определение этих метаболитов должно быть обязательным этапом биохимиче- 

ской диагностики митохондриальных заболеваний. Однако при интерпретации ре- 

зультатов исследования необходимо учитывать следующие моменты: 

1) повышение концентрации этих метаболитов не дает основания однозначно ди- 

агностировать наследственное митохондриальное заболевание; 

2) диагностическая ценность этих показателей выше после пищевой нагрузки, 

чем натощак; 

3) эти показатели неравнозначны при различных митохондриальных заболевани- 
ях, Очень ценным диагностическим тестом может быть определение концентрации 

лактата на фоне глюкозной кривой — проведение этого теста дает дополиительную 

нагрузку на дыхательную цель митохондрий и может выявить ее несостоятельность. 

Для проведения более точной диагностики митохондриальных заболеваний не- 

обходимо проводить измерение активности ферментов дыхательной цепи митохон- 
дрий в различных тканях, Наиболее удобным является определение активности этих 

ферментов в биоптате мышечного волокна, так как уровни нормальной активности 

ферментов дыхательной цепи митохондрий в мышцах значительно выше, чем в дру- 

гих тканях. Возможно определение различных ферментов дыхательной цепи мито- 

хондрий, однако наибольшую диагностическую значимость имеют лишь несколько 

из них: цитрат-синтетаза, сукцинат-дегидрогеназа и цитохром-с-оксидаза. 
Для заболеваний, обусловленных мутациями в митохондриальном геноме харак- 

терны специфические морфологические изменения вбиоптате мышц — наличие, так 

называемых, «рваных красных волокон», которые часто обозначаются английской 

аббревиатурой КВЕ (отангл. не! геа Дфгез). При окраске биоптата по Гомори выяв- 

ляется специфическая структура волокон, напоминающая разрывы ло периферии. 
Показано, что этот феномен обусловлен очаговым скоплением по периферии мы- 
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нечного волокна, под сарколеммой, пролиферирующих генетически измененных 

митохондрий. Митохондрии резко увеличены в размерах, содержат дезорганизован- 

ные кристы и аномальные паракристаллические или осмофильные включения. Наи- 

более часто такие волокна обнаруживаются при мутациях в генах ТРНК, приводящих 

к нарушению синтеза белков внутри митохондрий. 

22.2.3. КЛИНИКО-ГЕНЕТИЧЕСКИЕ ОСОБЕННОСТИ , 
ОСНОВНЫХ МИТОХОНДРИАЛЬНЫХ ЗАБОЛЕВАНИЙ 

В качестве примеров, демонстрирующих особенности проявления и течения мито- 
хондриальных заболеваний, рассмотрим несколько синдромов: 1) возникающих в 
результате крупных делеций или точковых мутаций в мтДНК, 2) характеризующих- 
ся перестройками в мтДНК, которые обусловлены мутациями вядерном геноме. 

22.2.3.1, СИНДРОМ КЕРНС-СЕЙРА (СКС) (ОММ: 530000) 

Заболевание было впервые описано в 1958 г Болыпинство случаев обусловлено 

крупными делециями в мтДНК протяженностью от 2 до [0 т.п.н. Наиболее часто 

размер делеции составляет 4977 п.н, Очень редко клинические проявления заболе- 

вания сопровождаются дупликациями или точковыми мутациями в митохондриаль- 

ном геноме. Большинство описанных случаев — спорадические, что можно объяс- 

нить как высокой частотой мутирования митохондриальной ДНК, так и ограничен- 

ной способностью к оплодотворению ооцитов, содержащих крупные делеции в 

ДНК митохондрий. Предполагается, что наиболее часто делеции возникают в мито- 

хондриях соматических клеток в период раннего эмбрионального развития, Более 

чем 50% больных с СКС одновременно с делецией имеют дупликацию О-петли 

мтДНК, унаследованную ими от матери. Наличие такой дупликации, по-видимому, 

предрасполагает к появлению делеции. Еще одним фактором, дестабилизирующим 

митохондриальный геном, могут быть шпилечные структуры, образованные грани- 

чащими с делециями последовательностями мтДНК. Аномально слившиеся в ре- 

зультате делеции гены могут транскрибироваться, но не способны к трансляции; та- 

ким образом, кодируемые ими белки в организме больного отсутствуют. 

Первые симптомы заболевания появляются в возрасте от 4 до 20 лет и включают 

триаду симптомов: 1) офтальмоплегию, характеризующуюся опущением верхнего 

вска (птозом) и ограничением движений глазных яблок; 2) прогрессирующую сла- 

бость мышц проксимальных отделов конечностей; 3) пигментную дегенерацию сет- 

чатки. По мере прогрессирования болезни к описанным симптомам присоединяют- 

ся признаки поражения сердца, в виде нарушения ритма, атриовентрикулярной бло- 

кады, расширения желудочков, а также нейросенсорная глухота, атрофия зритель- 

ных нервов, эндокринные нарушения, Характерно возникновение симптомов пора- 

жения мозжечка в виде атаксии и дизартрии. У некоторых больных постепенно сни- 
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жается интеллект. Смерть больных наступиет спустя 10—20 лет после начала заболе- 

вания от сердечио-сосудистой недостаточности. 

При проведении лабораторных исследований выявляются маркеры, типичные 

для митохондриальных заболеваний - лактат-ацидоз и повышение концентрации 

3-ОН-бутирата в крови, а также феномеи «рваных красных волокон» в биоптате мы- 

шечного волокна. Точная диагностика заболевания осуществляется на основе анали- 

за мтДНК и обнаружения крупной делеции. Однако при проведении молекулярно- 

генетического анализа с диагностическими целями следует иметь в виду описанный 

выше эффект гетероплазмии и учитывать, что в клетках крови содержится лишь око- 

ло 5% мутантной мтДНК. Наиболее достоверные и точные результаты могут быть 

получены при молекулярно-генетическом исследовании биоптата мышц, в которых 

при этом заболевании обнаруживается не менее 70% мутантной ДНК митохондрий. 

Кроме того, необходимо иметь в виду, что с возрастом количество мутантной ДНК в 

тканях, в том числе и мышечной, нарастает и у больных более старшего возраста вс- 
роятность обнаружения мутаций в мтДНК при исследовании биоптата мышц увели- 

чивается, 

'Трансформацию эффекта гетероплазмии можно продемонстрировать при описа- 
нии еще одного митохондриального заболевания, — синдрома Пирсона . Для него, 

также как и для СКС, характерно наличие крупных делеций в мтДНК, однако, пре- 

имущественно локализованных в митохондриях клеток костного мозга. Клиниче- 

ские проявления возникают в первые дни после рождения и характеризуются злока- 
чественной сидеробластной анемией, а в ряде случаев, панцитоленией (угнетением 

всех кроветворных ростков костного мозга) и инсулинзависимым сахарным диабе- 

том, возникающим в результате фиброза поджелудочной железы. Большинство 

больных с этим синдромом погибает в первые 1—2 года жизни, однако, у тех, кого 

удается спасти путем частых и интенсивных гемотрансфузий, спустя несколько лет 

может развиться СКС в результате увеличения содержания мутантной мтДНК вмы- 

шечных и нервных клетках больного. 

22.2.3.2. СИНДРОМ МЕГА (митохондриальная энцефалопатия, 
лактат-ацидоз и инсультоподобные эпизоды) (0ММ:540000 ) 

Синдром МЕГА$ — заболевание, обусловленное точковыми мутациями в митохонд- 

риальной ДНК. Возраст начала заболевания широко варьирует от младенческого до 

взрослого, однако наиболее часто первые признаки обнаруживаются в возрасте от 5 
до 15 лет, В большинстве случаев болезнь дебютирует инсультоподобными эпизода- 

ми, злокачественными мигренями или задержкой психомоторного развития. Наибо- 

лее часто инсульты локализуются в височной, теменной или затылочной долях го- 

ловного мозга, сопровождаются гемипарезом и гемианопсией и имеют тенденцию к 

быстрому восстановлению. Причиной возникновения инсультов является митохон- 
дриальная ангиопатия, характеризующаяся избыточной пролиферацией митохонл- 

рий в стенках артериол и капилляров сосудов мозга. По мере прогрессировапия за- 
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болевания, на фоне рекуррентного характера инсультов нарастает неврологическая 
симптоматика — у больного возникают мышечная слабость, судороги, миоклонии, 
атаксия и нейросенсорная тугоухость. В небольшом проценте случаев помимо нев- 
рологической симптоматики возникают эндокринные расстройства в виде сахарно- 
го диабета и гипофизарного нанизма. 

Диагностика этого заболевания, также как и при СКС и синдроме Пирсона, про- 

водится с использованием биохимического, морфологического и молекулярно-ге- 
нетического методов. Наиболее частой мутацией в мтДНК является однонуклеотид- 

ная замена А -› С в 3243-ем положении. Эта мутация приводит к инактивации 

транскрипционного терминатора, заключенного внутри гена тРНК. [сч. Таким об- 

разом, последствием этой мутации является изменение транскрипнционного соотно- 
шения рРНК и мРНК и снижение эффективности трансляции, Вторая по частоте 

мутация, приводящая к возникновению синдрома МЕГА$ — замена Т —> Св 3271- 
ом положении мтДНК. 

22.2.3.3, СИНДРОМ МНОЖЕСТВЕННЫХ ДЕЛЕЦИЙ 
МТДНК (ОММ: 550000) 

Синдром множественных делеций мтДНК наследуется в соответствии с менделев- 
скими закономерностями, наиболее часто по аутосомно-доминантному типу. Хара- 

ктерный признак этих заболеваний — наличие делеций нескольких участков 

мтДИК, обусловливающих нарушение структуры и функционирования ряда мито- 

хондриальных генов. Механизм возникновения этих нарушений до конца не выяс- 

пен, Возможно в его основе лежит возникновение мутаций в ядерных регуляторных 

генах, контролирующих репликацию мтДНК, Мутации в этих генах могут либо об- 

легчать процесс возникновения перестройки мтДНК, либо снижать активность фа- 

кторов, распознающих или элиминирующих спонтанно возникающие перестройки. 

В настоящее время картировано три таких гена — в области хромосом 104 23.3-24, 
3р14.1-21 и 4435 — однако, идентифицирован только один — который кодирует фер- 

мент аденин-нуклеотид-транслоказу 1, снижение концентрации которой приводит 

к нарушению метаболизма аденина и нарушению пропессов репликации. 

Клинические проявления заболеваний, обусловленных множественными деле- 

циями мтДНК, очень полиморфны, возникают во 2—3 десятилетии жизни, и харак- 

теризуются вовлечением многих систем организма (нервной, эндокринной, мышеч- 

ной, глаз и др.). Наиболее часто у больных наблюдается наружная офтальмоплегия 

(нарушение нормальных движений глазных яблок), генерализованная миопатия, 

периферическая полинейропатия, поражение слуховых и зрительных нервов, ката- 

ракты, снижение роста, гипопаратиреоз. Для заболевания характерен лактат-ацилоз 
и феномен «рваных красных волокон» в мышечных биоптатах. 
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22.3. БОЛЕЗНИ ГЕНОМНОГО ИМПРИНТИНГА (БГИ} 

Еще одной грунной заболеваний с нетрадиционным типом наследования являются 
болезни, в основе развития которых лежит феномен геномного импринтинга — раз- 
личной экспрессии у потомства гомологичных генов, полученных от отца или мате- 
ри. Термин «импринтинг» в генетике был впервые использован Г. Кроузом в 1960 г. 

для объяснения эдиминации хромосом отцовского происхождения у насекомых. Из- 
всстно, что для большинства известных генов человека характерна лвухаллельная 
экспрессия. Однако существует ряд генов, локализованных в, так называемых, им- 
принтинговых участках, для которых показана моноаллельная экспрессия, т.е. экс- 
прессируется только отцовский или только материнский аллель, а другой оказыва- 

ется функционально неактивным. Избирательная супрессия тех или иных генов 

возникает при их трансмиссии через женские или мужские половые клетки. Таким 
образом, под геномным импринтингом понимают эпигенетический процесс, при- 
водящий к стойким функциональным различиям экспрессии гомологичных генов, 
полученных от одного из родителей. Показано, что основную роль в возникнове- 
нии геномного имлринтинга играет избирательное метилирование цитозиновых 
оснований ДНК в процессе спермато- или оогенеза, в результате которого прекра- 

щается транскрилция генов импринтингового региона. 
В настоящее время хорошо известно влияние ряда отцовских и материнских ге- 

нов на вес плода, степень развития плаценты и другие особенности внутриутробно- 
го развития. Наличие генов, подверженных импринтингу, четко установлено для 
хромосом 7, 11, 15. Предполагается, что такие гены присутствуют и в хромосомах 2, 

3, 6, 14 и 20. К настоящему моменту идентифицировано не менее 30 импринтирован- 

ных генов, часто группирующихся в кластеры. По некоторым данным таких генов не 
менее 100. 

2.3.1, ЭТИОЛОГИЯ И ПАТОГЕНЕЗ БОЛЕЗНЕЙ 
ГЕНОМНОГО ИМПРИНТИНГА 

К настоящему времени идентифицировано несколько механизмов возникновения 
БГИ. 

1. Однородительская дисомия (ОРД) — наличие у больного двух хромосом с им- 

принтинговыми участками, полученными от одного из родителей. В этом случае че- 
ловек имеет нормальный кариотип (46 хромосом), однако, обе хромосомы одной из 

пар получены им от одного из родителей. Причин возникновения ОРД несколько, 

но наиболее вероятны из них четыре: а} нерасхождение хромосом во втором мейоти- 
ческом делении с образованием совершенно идентичных хроматил; 6) нерасхожде- 
ние хромосом в первом делении мейоза с возникновением негомологичных хромо- 
сом; в) исправление возникшей при делении клеток трисомии или моносомии но 



488 Часть И. Медицинская генетика 

хромосомам, содержащим импринтировинные тены; г) соматическая рекомбинация 
хромосом, т.е. обмен между несестринскими хроматилами гомологичных хромосом 
в соматических клетках. 

2. Хромосомные перестройки в импринтинговых участках, содержащих экспресси - 

руюшиеся гены. Наиболее распространены микроделеции, выявляемые специаль- 
ными цитогенетическими методами (прежде всего Е!ЗН-анализом), а также транс- 

локации и инверсии определенного хромосомного региона. 
3. Точковые мутации в генах импринтинговых регионов. 

4. Делеции в области импринтинговых центров, контролирующих процессы метили- 
рования хромосом. 

22.3.2. КЛИНИКО-ГЕНЕТИЧЕСКИЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ 
ОСНОВНЫХ БОЛЕЗНЕЙ ГЕНОМНОГО ИМПРИНТИНГА 

Наиболее часто эффект геномного импринтинга выступает в качестве этиологиче- 
ского фактора при мутациях в хромосоме 15. Показано, что при наличии ОРД хро- 
мосомы 15 материнского происхождения или делеции сегментов хромосомы 15411- 

13 отиовского происхождения возникает синдром Прадера--Вилли, в то время как 
ОРД этой хромосомы отцовского происхождения или делеция сегментов 411-13 на 

15-й хромосоме, полученной от матери, приводят к появлению синдрома Энгельма- 
на, Для демонстрации различий фенотипических проявлений, особенностей гене- 

тических механизмов возникновения и профилактики этих синдромов приводим их 
краткие характеристики. 

22.3.2.1. СИНДРОМ ПРАДЕРА-ВИЛЛИ (СПВ} (ОМИ: 176270} 

Заболевание впервые описано в 1956 г. Причиной его развития является инактива- 
ция генов области 911-13 хромосомы 15 отцовского происхождения. Известно, что 

вовлеченные в процесс гены этого региона на материнской хромосоме супрессиро- 
ваны и транскрипционно не активны. Два из них идентифицированы — это ген 
УМКРМ, продуктом которого является малый ядерный рибонуклеопротеин, участву- 

ющий в альтернативном сплайсинге мРНК, и ген белка неклина. В этой области 

имеются, по крайней мере, еше пять генов, функции которых до конца не установ- 
лены. Подавляющее большинство случаев заболевания спорадические (т.е. возник- 
ли вследствие новой мутации) и обусловлены тремя механизмами: делецией сегмен- 
тов 411-13 в отцовской хромосоме 15, ОРД по материнской хромосоме и изменени- 

ем структуры импринтингового региона данной хромосомы. Наиболее часто, у 70% 

больных, обнаруживаются микроделеции, в 25% случаев возникает ОРД при получе- 

нии обеих хромосом 15 от матери, около 4% случаев обусловлено нарушением регу- 

ляции процесса импринтинга. Лишь в 1% случаев заболевание связано с наличием 
сбалансированной транслокации в отцовской хромосоме 15, протекающей с вовле- 

чением этого критического региона. 
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Клинические проявления СИВ отличаются 

разнообразием и модифицируются но мере тече- 

ния болезни. Выделяют две группы клинических 
нризнаков — те, которые наблюдаются ло трех- 
петнего возраста, и появляющиеся в старшем 
возрасте. Первые признаки заболевания возни- 
кают с рождения. Главные среди них — мышеч- 
ная гинотония, трудности вскармливания и ма- 
ный вес при рождении. Нередко матери отмеча- 

кг слабое шевеление плода во внутриутробном 

нериоде. Иногда до шестимесячного возраста у 
жбенка наблюдается повышенная сонливость 

или даже приступы летаргии. У ряда больных 
возникают приступы апноэ во сне. Психомотор- 
ное развитие замедлено. Для всех больных хара- 

кгерна дисморфия — широкий бифронтальный 

диаметр, миндалевидный разрез глаз, опущен- 
ные углы рта (рис. 22.6). К.6-месячному возрас- 
чу трудности вскармливания исчезают, и у ре- 
бенка возникает гилерфагия. Усиление аппетита 

приводит к быстрой прибавке в весе и ожире- 

нию. Наиболее интенсивное отложение жира 
наблюдается в проксимальных отделах конечно- 

Рис. 22.6. Синдром Праде- 
ра—Вилли. (Из: В.Е Миейег, 1.0. 
Уоиие, 2001} 

стей, на бедрах и животе. Избыточный вес и нарушение обмена веществ часто про- 

воцируют развитие сахарного диабета. Рост больных в большинстве случаев низкий, 

их кисти и стопы широкие и короткие. У 1/3 пациентов отмечается гипопигменга- 
ция кожи, часто обнаруживается снижение чувствительности к боли. Характерным 

симптомом является гонадотропный гипогонадизм (гипоплазия полового члена у 
мужчин и малых и больших половых губ у женщин) половое развитие больных, как 
правило, отстает от нормы. Все больные страдают олигофренией различной стенсии, 

у них снижены когнитивные функции, обучение в школе этих детей невозможно. 
Для диагностики вариантов СПВ применяют различные цитогенетические и мо- 

лекулярно-генетические методы. В табл. 22.1 представлены методы диагностики 

Таблица 22.1. Методы диагностики СПВ, используемые при различных генетических 

механизмах его возиикновення 

Количество Генетический механизм Метод диагностики Риск для сибсов пробандов 

больных, % 

70 Делеция 154911-913 ДНК-анализ или ЕРЕЗН <1% 
25 Однородительская дисомия | ДНК-анализ >1% 
<5 Дефект регуляции процесса | ДНК-анализ 50% 

импринтинга 
< Сбалансированная транс- | Анализ кариотипа <1% 

локация 
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ПВ, используемые при различных генетических механизмах заболевания, а также 
ск повторных случаев в отягощенных семьях. 
Как следует из таблицы наибольший повторный риск свойствен тем семьям, в 

эгорых патология связана с нарушением регуляции импринтинга за счет мутации в 
миринтинговом центре или в локусе мищени. Лишь в этих случаях в отягощенных 
‚мьях показано проведение дородовой диагностики. При других механизмах пато- 
эгии дородовая диагностика у сибсов больного не проводится в связи с низким ри- 
‹ом возникновения заболевания. 

2.3.2.2. СИНДРОМ ЭНГЕЛЬМАНА (С3} (ОММ:105830) 

‚овершенно другая клиническая картина возникает при заболевании, впервые опи- 
анном Г. Энгельманом в 1965 г. Этиологическими факторами заболевания, также 

ак и при синдроме Прадера—Вилли, является наличие ОРД и аномалий хромосо- 

ного участка 15411-413, однако, вданном случае структурные перестройки локали- 

эваны в материнской хромосоме, а ОРД имеет отцовское происхождение. Показа- 

о, что у 68% больных патология обусловлена наличием 3—5 Мб делеции в области 

5411-13, у 7% — ОРД, 11% случаев связаны с мутацией находящегося в этом регио- 

е гена ОВЕЗА (цыамиа ргоет Пеазе ЗА), в 3% случаев болезнь -—- результат дефекта 

мприитингового центра, а в 11% случаев этиология заболевания не установлена. 

Болезнь проявляется грубой задержкой психомоторного развития, выраженной 

лигофренией и недоразвитием речи. Больные поздно начинают ходить и имеют 
вособразиую походку (на широко расставленных ногах с согнутыми в локтевых су- 

тавах руками), напоминающую движения механической куклы. Типичным прояв- 

свием заболевания являются приступы насильственного немотивированного сме- 
а. Сочетание этих двух симптомов привело к тому, что СЭ часто называют «синдро- 

ом лица счастливой куклы» (рис. 22.7.). У ряда больных к указанным выше сим- 

помам присоединяются судороги, выраженные расстройства координации движе- 
ий, мышечная гипотония, косоглазие. В некоторых случаях имеет место гипопиг- 
астгтация волос и кожи. 

Рис. 22.7. Синдром  Энгельмана. 
{Из:В.Е МиеПег, 1). Уоцив, 2001) 
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Диля точной диагностики СЭ используют ле же молекулярно-генетические и ни- 

готснетические методы, что и при СИВ. Они позволяют судить об этиологии 89% 

случаев заболевания. Если выявленный у прабаиди этиологический фактор СЭ кор- 

елирует с высоким повторным риском, возможно проведение дородовой диагно- 
стики. 

22.4. БОЛЕЗНИ ЭКСПАНСИИ ТРИНУКЛЕОТИДНЫХ 

ПОВТОРОВ (БЭТП) 

. 22,41, ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА 
Болезни экспансии тринуклеотидных повторов (БЭТП) — достаточно большой класс 

наследственных заболеваний, объединенных на основе общности молекулярного 

механизма — наличия, так называемых, «динамических мутаций», характеризую- 

:цихся увеличением числа копий тандемныхтринуклеотидных повторов в регулятор- 

ной или транслируемой части генов. Такой тип мутаций обнаружен пока только в ге- 

нах человека и не встретился ни у одного из видов млекопитающих или других хоро- 

шо изученных живых организмов. Показано, что для некоторых генов в норме хара- 

ктерно наличие определенного числа тринуклестидных повторов, причем, для каж- 

дого из них существует определенный количественный интервал популяционной из- 

менчивости, при этом число повторов в нормальных аллелях может варьировать от 

нескольких десятков до нескольких сотен. Появление клинических признаков на- 

блюдается лишь тогда, когда количество повторов превысит критический для 

данного гена уровень. Возникновение этих мутаций — двухступенчатый процесс. На 

первом этапе происходит увеличение количества повторов выше характерного для 

популяции уровня при прохождении клетки через мейоз. Для одних заболеваний ха- 

рактерно увеличение количества повторов в мейозе женских половых клеток, для 

других — в мужских, для третьих — такой зависимости не выявлено. Таким образом, 

на первом этапе возникает аллель гена, содержащий увеличенное по сравнению с 

нормой количество тринуклеотидных повторов, но не достаточное для развития за- 

болевания. Это состояние принято называть «иремутацией». Содержащий такую 

«премутацию» аллель становится нестабильным, что в ряде случаев приводит к воз- 

никновению полной мутации — увеличению количества повторов до критического 

уровня, необходимого для развития заболевания. Механизмы возникновения этого 

типа мутаций до конца не изучены. Предполагается, что они могут быть результатом 

нарушения функции ДНК-полимеразы во время репликации ДНК в митозе или 
мейозе. 

Общие клинико-генетические характеристики БЭТИ следующие: 

1) аитиципация, т.е., утяжеление клинических проявлений заболевания из поко- 

ления в поколение в пределах одной родословной. Увеличение тяжести клинической 
картины проявляется как более ранним возрастом манифестации и быстрым про- 
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рессированием заболевания, так и появлением более тяжелых симптомов у потом- 

ов пораженных. Феномен антиципадции объясняется нарастанием количества три- 

уклеотидных повторов в цикле мейотических и митотических клеточных делений. 

[ля одних заболеваний, например хореи Гентингтона, антиципация наблюдается 

ри передаче заболевания от отца к детям (увеличение количества повторов в муж- 

ком мейозе), для других, например миотонической дистрофии, — при передаче ге- 

ачерез матерей (появление более протяженной экспансии в женском мейозе); 

2) корреляция между тяжестью клинических проявлений и количеством тринуклео- 

гидных повторов в различных семьях и у больных в одной и той же семье; 

3) парадокс Шермана — возможность увеличения количества пораженных лиц в 

аждом последующем поколении в зависимости от того, кто из родителей передал 

угацию потомкам. Возникновение этого феномена обусловлено наличием здоро- 
ых носителей «премутации», у которых экспансия тринуклеотидных повторов не 

остигла порога, необходимого для возникновения клинических симптомов. Этот 
‘арадокс был впервые выявлен при анализе родословных больных с синдромом 

Иартина-Белл, характеризующегося ломкостью Х-хромосомы, и он будет рассмот- 

юн при описании этого заболевания. 
БЭТИП имеют не только общие черты, но и некоторые различия, обусловленныети- 

юм и локализацией тринуклеотидных повторов в структуре генов. На основании эти- 
итатогенетических различий можно выделить две группы заболеваний. 

Первую группу составляют болезни, при которых возникает экспансия САС-по- 

торов, кодирующих глутамин в транслируемой части гена, что приводит к включе- 

ию в структуру экспрессируемого им белка полиглутаминового тракта. Экспансия 

ринуклеотидных повторов при этой групле заболеваний относительно невелика и 
1х количество у больных колеблется в интервале от 40 до 80. При этом транскрип- 

ция и трансляция мутантных генов не нарушена, а патология возникает, по-видимо- 

лу, в результате неправильного функционирования увеличенного в размере белка. 

Тролукты экспрессии этих генов обнаруживаются в различных тканях и органах, 

ито позволяет предполагать их значительную роль в ядерно-белковых и белок-бел- 

вых взаимодействиях. Все описанные в настоящее время заболевания этой груп- 

ты представляют собой наследственные нейродегенерации, характеризующиеся 

1оздним началом и неуклонным прогрессированием. К. таким заболеваниям можно 

этнести хорею Гентингтона и различные варианты слино-церебеллярных атаксий. 

Вторую группу составляют заболевания, при которых экспансия тринуклеотид- 
чых новторов возникает в нетранслируемой части гена. В этом случае для появления 

‹линических симптомов необходима ббльшая, чем в первой группе БЭТП, экспан- 

ия повторов (от нескольких сотен до нескольких тысяч), а характер клинических 

проявлений и темп прогрессирования болезни зависит от функции мутантного бел- 

‹а. Столь резкое увеличение количества тринуклеотидных повторов делает ген не- 

лабильным, как в соматических, так и в половых клетках, что приводит к 
зозникновению феномена антиципации в родословных больных. К заболеваниям 

угой группы можно отнести миотоническую дистрофию, синдром Мартина-—Белл и 
иаксию Фридрейха. 

В последние годы описано одно заболевание — окулофарингеальная миопатия, 

зозникновение которого связано с коротким участком экспансии ССС/-повторов, 
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кодирующих аминокислоту аланин, в первом эклоне гена РАВР 2 (поли-А-связыва- 

ющего белка). Это приводит к увеличению нолиаланинового участка в М-концевой 
части белковой молекулы и ее олигомеризации с образованием внутриядериых 

включений. Показано, что у 98% здоровых людей имеется 6 таких тринуклеотидных 

повторов и лишьу 2% обнаруживается 7 СС@О-повторов в гене. У больных окулофа- 

рингеальной миопатией количество повторов варьирует от 8 до 13 и в большинстве 

случаев равно 9. Особенность наследования этого заболевания заключается в том, 
что при возникновении различного сочетания аллелей гена РАВР 2 убольных может 

наблюдаться как аутосомно-доминантный, так и аутосомно-рецессивный типы на- 
следования. Аутосомно-доминантный вариант имеет место при наличии аллеля, со- 
держащего более 7 @СО-повторов (наиболее часто больные являются гетерозигота- 
ми по аллелю с 9 повторами). Сочетание аллелей ССС-7/ССС-9 вызывает более тя- 

желую клиническую картину, чем комбинация аллелей ССО-6/О9СС-9. Аутосомно- 

ренессивный тип наследования заболевания регистрируется у гомозигот по аллелям 
`СС9-7Ти ССС-9. Из привеленного примера следует, что межаллельные взаимодей- 

ствия у человека могут обусловливать различные типы наследования одного и того 
же заболевания, Кроме того, определенный аллель (в данном случае это аллель 

ССО-7) может выступать в роли модификатора тяжести течения болезни. 
Приводим клинико-генетическую характеристику нескольких наиболее распро- 

страненных болезней экспансии тринуклеотидных повторов. 

22.4.2. КЛИНИКО-ГЕНЕТИЧЕСКИЕ ОСОБЕННОСТИ 
НЕКОТОРЫХ БЭТП 

224.21, ХОРЕЯ ГЕНТИНГТОНА (ХГ) (ОММ: 143100) 
Заболевание впервые описано английским врачом Гентинггоном в 1861 году. Распро- 
страненность его составляет от 4 до 10 на 100 000 в различных популяциях. Тип на- 

следования — аутосомно-доминантный с полной пенетрантностью мутантного гена. 
Ген картирован в области хромосомы 4р16.3, содержит 67 экзонов и кодирует белок 

с молекулярной массой 348 кДа, который получил название «гентингтин». Функции 

этого белка окончательно не выяснены. Показано, что в первом экзоне гена у здоро- 
вых людей обнаруживается от 6 до 32 тандемных САС-повторов. Заболевание возни- 
кает при увеличении количества таких повторов ло 36-180, при этом показана досто- 

верная корреляция между количеством повторов и возрастом начала болезни, а так- 
же между числом триплетов и темпами прогрессирования заболевания. В результате 
такой мутации в кодирующей части гена синтезируется удлиненный белок с наличи- 
ем полиглутаминового трека. Учитывая, что основные морфологические изменения 
при ХГ обнаруживаются в подкорковых ядрах центральной нервной системы, пред- 

полагается, что в этих структурах происходит формирование полиглутамин-опосре- 
дованных связей между гентингтином и другими белками нервной системы, что при- 
водит к образованию амилоидоподобных агрегатов и гибели нейронов стрио-палли- 
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Рис. 22.8. ДНК-диагностика хорси Гентингтона. (Из: ООО «Центр Молекулярной гене- 
тики»/ Лаборатория ДНК-диагностики МГНЦ РАМН, 2001) 

Фрагмент электрофореграммы при диагностике количества САС-повторов в гене гентингтина. 

Дорожки 1 и 2 — ДНК больных хореей Гентингтона, 3 — здоровый контроль. В качестве маркера 
молекулярной массы использована ДНК фага А, рестрицированная РН. Длины указаны спра- 
ва от геля. Стрелками указаны аллели: 
+_» - содержащие нормальное количество повторов САС; 

__. -содержащие увеличенное количество повторов САС (экслансия); 

„+ - гетеродуплексы, образующиеся при наличии двух нормальных аллелей. 
В норме число САС-повторов составляет 11--35, что соответствует длине амйлИфицируемых 

фрагментов - 104-176 п.н.; при хорее Гентингтона число САС-повторов колеблется в пределах 
38-87, что соответствует длине амплифицируемых фрагментов 185-332 п.н. 

дарной системы. В зависимости от особенностей клинических проявлёний выделя- 
ютдва варианта заболевания — гиперкинетический и акинетико-ригидный. Первые 
признаки классического, гиперкинетического варианта ХГ возникают В 4—5 десяти- 

летии жизни; заболевание характеризуется триадой признаков — хореическими ги- 
перкинезами, деменцией (слабоумием) и психическими нарушениями. Болезнь не- 
уклонно прогрессирует, приводя к смерти больных спустя 15—20 лет. Другой вариант 

болезни, составляющий не более 10% от всех случаев заболевания — @кинетико-ри- 

гидный, возникает в молодом возрасте (в 1-2 десятилетии жизни) и проявляется мы- 
шечной ригидностью, контрактурами, дрожанием рук, атаксией, миоклонией и Пи- 

рамидными симптомами, Хореические типеркинезы при этой форме заболевания 
могут полностью отсутствовать. Возникновение этой формы болезни (называемой 
вариантом Вестфаля) наблюдается только при передаче заболевания ОТ отца. При 
наследовании заболевания по мужской линии, особенно, если это происхолит в не- 
скольких поколениях, наблюдается феномен антиципации, характерный для болез- 
ней экспансии тринуклеотидных повторов и связанный с увеличением их количест- 

ва в мейозе мужских половых клеток. 

Диагностика забояевания осуществляется на основании типичных клинических 

проявлений и мояекулярно-генетического анализа. ДНК-диатностика проводится с 
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помощью ИЦР-анализа на основании изучения характера амплификации нервого 

экзона гена. Диагноз подтверждается при илентификации удлиненного фрагмента 

ДНК на электрофореграмме. Пример ДНК-диагностики ХГс помощью прямого ме- 

тода ДНК-анализа представлен на рис. 22.8. 

Возможно проведение дородовой и пресимптоматической диагностики наличия 

мутации у родственников пробандов с высоким риском развития болезни. Это пред- 

ставляется очень важным, учитывая поздний возраст начала заболевания. Безуслов- 

но, выявление носительства у здоровых родственников пробанда, не достигших воз- 

раста манифестации заболевания, порождает многочисленные этические, юридиче- 

ские и социальные проблемы (гл. 25). 

22.4.2.2. МИОТОНИЧЕСКАЯ ДИСТРОФИЯ 
КУРШМАНА-ШТЕЙНЕРТА-БАТТЕНА (ОММ: 160900) 

Заболевание впервые описано Г.И. Россолимо в 1901 г. и относится к числу распро- 

страненных наследственных болезней человека. В различных популяциях его часто- 

та колеблется от | до 8 случаев на 40 тысяч населения. 

Заболевание наследуется по аугосомно-доминантному типу. В основе его этиояо- 

гии лежит экспансия тринуклеотидных СТС-повторов в 3’-нетранслируемой облас- 

ти гена. Ген, обозначаемый как ОМРК, картирован на хромосоме 19 а13.2-413.3 и со- 

держит 15 экзонов. В норме количество СТО-повторов в регуляторной части гена ко- 

леблется от 5 до 37. Число повторов у больных миотонической дистрофией варьиру- 

етот 50 до 2000. Отмечена корреляция между количеством СТО-повторов и тяже- 

стью клинической картины. Так при мягких формах болезни количество повторов 

колеблется от 50 до 80, при формах с поздним началом — от 100 до 500, при врожден- 

ных вариантах болезни — от 500 до 2000. Такие различия в количестве тринуклеотид- 

ных повторов свидетельствуют о значительной нестабильности этого участка. Пока- 

зано, что увеличение количества повторов возникает главным образом в процессс 

мейоза в женских гаметах. Таким образом, для этого заболевания характерен геном- 

ный импринтинг, который проявляется различиями в тяжести течения заболевания 

в зависимости от того, от кого из родителей унаследовано заболевание. При переда- 

че мутантного гена через матерей отмечается более тяжелое течение болезни и воз- 

никновение врожденных форм. 

Экспрессируемый геном белок — миотонин-протеинкиназа — относится к семей- 

ству серин/треонин-протеинкиназ и состоит из 624 аминокислот. Считается, что 

этот белок играет важную роль врегуляции клеточной дифференцировки и реплика- 

ции ДНК. Существует три изоформы миотонин-протеинкиназы в скелетных мыш- 

цах, образующихся в результате альтернативного сплайсинга. 

В качестве одного из наиболее вероятных патогенетических механизмов миото- 

нической дистрофии рассматривается влияние СТС-повторов на посттранскрипци- 

онную модификацию мРНК гена. Возможно, происходит нарушение различных эта- 

пов процессинга мутантного РНК продукта или транспорта мРНК из ядра в цито- 

плазму. Другим патогенетическим механизмом может быть нарушение укладки нук- 
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леосом из-за наличия участков экспансии тринук- 
леотидных новторов, изменяющих локальную 
структуру хромосомы. 

Заболевание встречается в двух клинических 
вариантах: классическом с поздним началом и 
врожденном. В основе клинических особенностей 

этих вариантов заболевания лежат различия в ко- 
личестве тринуклеотидных повторов в гене. 

Классическая форма. Заболевание манифести- 

рует в широком возрастном диапазоне — от 5 до 35 
лет, и характеризуется сочетанием симптомов ми- 
опатии, миотонии, сердечно-сосудистых, эндок- 
ринно-вегететивных нарушений и катаракты. 

Миотонические признаки проявляются в виде 

миотонических спазмов и миотонических механи- 
ческих реакций, возникающих, например, при 
ударе неврологическим молоточком. Миотониче- 
ские спазмы возникают преимущественно в сгиба- 

Рис. 22.9. Больной с миотони-  телях пальцев кистей и жевательной мускулатуре. 

ческой дистрофией Куршма- По мере развития заболевания симптомы миото- 
ен. (Из: нии уменьшаются и в поздних стадиях заболева- 

ния могут полностью исчезнуть. 
Симптомы миопатии характеризуются слабо- 

стью и атрофиями различных мышечных групп. 
Наиболее часто пропесс локализуется в мышцах лица, грудино-ключично-сосце- 
видной мышце, надостных, подостных и височных мышцах (рис. 22.9). В ряде слу- 
чаев в процесс вовлекаются глазодвигательные мышцы. Кожные покровы лица 
обычно имеют сероватый оттенок. Лино больного приобретает маскообразное, пе- 
чальное выражение. По мере прогрессирования заболевания отмечается поражение 
бульбарных мыши, что клинически проявляется возникновением дисфонии, за- 

труднением глотания. Атрофические процессы в скелетной мускулатуре наиболее 

выражены вдистальных отдела конечностей. Атрофические процессы и миотониче- 

ские спазмы могут возникать в дыхательной мускулатуре, что приводит к ограниче- 
нию движения грудной клетки и снижению вентиляции легких, артериальной гипо- 
ксии, возникновению аспирационной пневмонии, а также приступов апноэ во сне. 

У 50% больных возникают серлечно-сосудистые нарушения, главным образом в 

виде симптомов нарушения проводимости и гипертрофии желудочков. 
Эндокринные нарушения характеризуются гипогонадизмом, азооспермией и 

снижением либидо у мужчин и нарушением менструального цикла, гирсутизмом и 
ранним климаксом у женщин. 

Характерным симптомом является облысение, сопровождающееся изменением 
структуры волос. У мужчин наибольшее выпадение волос отмечается в области лба 

и висков, для женщин характерно гнездное или диффузное облысение. 

У значительного числа больных возникают поражения глаз в виде катаракты, 

блефарита, конъюнктивита, помутнения роговицы. 
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Часто у больных выявляется дисморфия в строении скелета и лицевого черепа, а 

также изменения дерматоглифики. У 30% больных отмечается незначительное нару- 

шение интеллекта в виде снижения 10. 

Врожденная форма. Эта форма заболевания возникает исключительно у потомков 

пораженных матерей и обусловлена увеличением количества тринуклеотидных по- 

второв в гене в процессе женского мейоза, 

Первые признаки заболевания заметны еще во внутриутробном периоде, они вы- 

ражаются в резком снижении двигательной активности плода. С рождения у детей 

отмечается диффузная мышечная гипотония с преимущественным поражением же- 

вательной, мимической и глазодвигательной мускулатуры и дистальных отделов ко- 

нечностей. Характерными проявлениями заболевания являются расстройства дыха- 

ния и трудности вскармливания ребенка. В период новорожденности в клинической 

картине преобладает миолатический синдром, особенностью которого является со- 

хранность или даже повышение сухожильных рефлексов. Признаки миотонии, как 

правило, присоединяются позднее. Характерна задержка моторного развития и оли- 

гофрения. Заболевание достаточно быстро прогрессирует, часто приводит к внезап- 

ной смерти больных в раннем возрасте. Типичным морфологическим дефектом в 

мышцах является выраженное уменьшение размеров мышечных волокон первого 

типа и значительное увеличение размеров волокон второго тила. В пентре мышчеч- 

ных волокон определяются саркоплазматические включения, имеющие вакуолизи- 

рованные ядра, а под сарколеммой обнаруживаются специфические агрегаты тубул в 

виде пчелиных сот. 
Диагностика заболевания осуществляется на основании анализа клинической 

картины, наличия специфических признаков на электронейромиограмме и ДНК- 

анализа. В настоящее время успешно осуществляется профилактика этого заболева- 

ния в отягощенных семьях, направленная как на выявление носителей мутации на 

доклинической стадии среди родственников больных, так и на дородовую диагно- 

стику. 

22.4.2.3, СИНДРОМ ЛОМКОЙ Х-ХРОМОСОМЫ, ИЛИ 
СИНДРОМ МАРТИНА-БЕЛЛ (СМБ) (ОММ: 309550, 309548] 

Заболевание впервые описано в 1943 году. Это самый распространенный синдром, 
сопровождающийся умственной отсталостью у мужчин. Его частота в различных по- 

пуляциях колеблется от 16 до 25 на 100 000 лиц мужского пола. 
Основной этиологический фактор заболевания, выявленный у 99% больных, — 

увеличение количества тринуклеотидных С@С-повторов в нетранслируемой облас- 

ти первого экзона гена РАМА /, содержащего 17 экзонов и локализованного в хромо- 

соме Ха27.3. Этот протяженный повтор расположен дистальнее СрО-островка па 

расстоянии 250 п.н. Все элементы, необходимые для нормальной экспрессии Гепа 

располагаются в пределах хромосомного участка, длиной в 2,8 т.п.н., перекрывающе- 

го 5'- область первого экзона, содержащего СОС-повторы. Число таких повторов у 

здоровых индивидуумов может колебаться от 6 до 200. Возникновение мутации вге- 
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не представляет собой двухступсичатый процесс. Па первом этале число повторов 

увеличивается до уровня, превьлнаюшего критический для данной популяции. Это 

состояние обозначается как яремутация. В случае СМБ иремутацией считают коли- 

чество повторов, превышающее 56. Иолная мутация характеризуется наличием 200 и 

более тринуклеотидных повторов. Носители премутации имеют повышенный риск 

рождения больного ребенка с полной мутацией в гене, приводящей к возникнове- 

нию клинических признаков СМБ. Необходимо отметить, что переход премутации 

гена в полную мутацию при данном заболевании возникает только в женском мейо- 

зе. При этом уровень экспансии повторов находится в зависимости от пола потомка — 

он заметно выше у сыновей, чем у дочерей женщин-носительниц. В качестве объясне- 

ния этого феномена рассматривается возможность взаимодействия в зиготе нор- 

мального и мутантного генов РМА / двух Х-хромосом. До настоящего времени оста- 

ется неясной причина возникновения феномена экспансии ССС-повторов в гене 

ЕМК 1. Предполагается существование нескольких механизмов — неравный крос- 

синговер, аномальная рекомбинация влокусе Х-хромосомы, содержашем ген АМК, 

атакже потеря негомологичных АСО-триплетов, которые в норме разделяют пепоч- 

ку монотонных повторов. Увеличение количества ССС -повторов выше определен- 

ного уровня происходит вблизи СрО-островков, что приводит к возникновению ги- 

перметилирования всей СС-насыщенной регуляторной области гена и вызывает 

полный блокего транскрипции в результате супрессии его промотора. Описан моза- 

ичный вариант СМБ, появление которого связано с экспансией СОС-повторов в 
небольшом клеточном клоне. Таким образом, патогенез заболевания имеет несколь- 

ко звеньев: 
1) экспансия тринуклеотидного ССС-повтора в первом экзоне гена; 

2) избыточное метилирование СрС-островка этого гена; 

3) подавление экспрессии белкового продукта гена. 

Ключевым звеном патогенеза следует считать гиперметилирование гена. Меха- 

низм возникновения этого феномена окончательно не установлен. 

Наряду с этим выявлена генетическая гетерогенность СМБ, связанная как с по- 

лилокусностью, так и полиаллелизмом. Показано, существование аллельных вари- 

антов заболевания, обусловленных наличием точковых мутаций и делеций гена 

ЕМЕ1. Кроме тото, у больных с клиническими проявлениями СМБ в Х-хромосоме 

выявлено еще два фолат-чувствительных ломких сайта, находящихся на расстоянии 

500 т.п.н, и 1,5—2 млн.п.н. от известного ломкого сайта, содержашего ген ЕМА 1. Ме- 

ханизм мутаций в двух генах, идентифицированных в этих ломких сайтах и обозна- 

ченных РААЛЕ и РКАХЕ, сходен с таковым при классической форме СМБ и обусло- 

влен экспансией ССС- и СОС-повторов с метилированием СрО-островков. Отли- 

ч. м двух редких вариантов СМБ от классического является увеличение количества 

тринуклеотидных повторов, как в женском, так и в мужском мейозе. 
Показано, что основным патогенетическим механизмом классического варианта 

заболевания служит отсутствие нуклеоцитоплазматического белка ЕМВ1 (от англ. 

Лгавйе теша! геатаайоп), осуществляющего челночную функцию и связывающего 

различные мРНК. В частности, этот белок участвует в формировании комплекса, 

необходимого для осуществления пропессов трансляции в рибосомах. 

Клинические проявления заболевания характеризуются триадой признаков: 
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1} олигофренией (1Ю большых составляет 

35—50); 

2) дисморфией (прогнатизм, оггопыренные 

ушные раковины; (рис. 22.10); 

3) макроорхидизмом, выявляемым после пе- 
риода полового созревания. 

У 80% больных обнаруживается пролапс мит- 

рального клапана. Однако полная форма СМБ 

встречается только у 60% пораженных, у 10% 

больных выявляется только умственная отста- 
лость, в остальных случаях имеет место различная , 
комбинация симптомов. . 

Тип наследования этого заболевания наиболее Рис. НИ 
близок к Х-сцепленному доминантному, однако, — хромосомы (синдром М: 
имеет ряд особенностей, обозначаемых как пара- — на—Белл). (Из: В.Е. Миейсу, 

докс Шермана. Он заключается втом, что вероят- — Уоция, 2001) 
ность развития основного признака заболевания 
— умственной отсталости — зависит от положения индивида в родословной. Пр» 
люстрируем это на примере родословной, представленной на рис. 22.11. Приан 

зе родословной становится очевидным, что появление заболевания у членов чук 
го поколения трудно интерпретировать с точки зрения моногенного типа наслел 
ния. Объяснить этот феномен удалось после проведения молекулярно-генетиче 

го обследования всех членов родословной и установления их генотипов. Показ 

что 1, является носителем премутации в гене ЕМ КТ, который передал ее своим л 

рям И, и П.. Женщины-носители премутации здоровы, однако имеют высокий | 

рождения ребенка с СМБ. При этом пораженными могут быть дети обоего пола. 

может быть обусловлено двумя механизмами. Наиболее вероятный из них — ха 

терное для этого заболевания уве- 

личение числа тринуклеотидных 
повторов в мейозе женских поло- 

вых клеток. В этом случае вероят- 

ность перехода премутации в му- 
тацию зависит от количества 
Ссаа-повторов в гене ЕМА!. Риск 

рождения ребенка с СМБ у носи- 
тельниц премутации представлен 
в табл. 22.2. 

Показано также, что только 

50% всех женщин носителей пол- 

ной мутации имеют умственную 

отсталость различной степени вы- Рис. 22.11. Родословная семьи отягоист 
раженности. Различия клиниче- заболеванием, обусловленным эксник 

тринуклеотидных повторов при локали х 
ских проявлений у женщин можег В 
быть обусловлено феноменом не- гена в Х-хромосоме (иллюстрирует пара, 

т У Шермана) 
сбалансированной лайонизации 
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Таблица 22.2. Риск рождения ребенка с СМБ в зависимости от уровня экспансии 

тринуклеотидных повторов в гене ЕМА7 

Количество ССС-повторов у матери Риск рождения больного сына Риск рождения больной дочери 

56-59 7% 3,5% 
60—69 10% 5% 
70—79 29% 15% 
80—89 36% 18% 
90-99 47% 24% 
Более 100 50% 25% 

Х-хромосомы материнского и отновского происхождения в различных клетках ор- 

танизма. Необходимо отметить еше одну особенность проявления этого заболева- 

ния. Показано, что даже при наличии полной мутации в гене у 20% мужчин симпто- 

мы болезни отсутствуют. 

Диагностика заболевания может осушествляться с использованием различных 

методов. До выяснения молекулярно-генетических основ данной патологии клини- 

ческий диагноз СМБ подтверждали исключительно цитогенетическими методами. 

Было известно, что у большинства больных при культивировании клеток в среде с 

дефицитом фолатов на кареограмме выявляется феномен «ломкости» Х-хромосомы 

в 27 сегменте ее длинного плеча. В последние годы разработаны простые и дешевые 

молекулярно-генетические методы диагностики СМБ. Они основаны на анализе 

метилирования СрО-островков, прилежащих к ЕААХА, ЕКАХЕ и ЕКАХЕ в избира- 

тельной полимеразной цепной реакции. В ряде случаев для одновременного анали- 
за состояния метилирования СрС-островков и экспансии повторов образцы ДНК 

больного обрабатывают рестриктазой ЕсоАТ, а затем чувствительной к метилирова- 

нию рестриктазой, один из участков узнавания которой расположен в промоторной 

области гена. С помощью этого метода удается диагностировать более 98% больных, 

имеющих метилированные полные мутании в гене РМАТ. Третий подход к диагно- 

стике СМБ иммунохимический: методами иммунохимии определяется уровень бел- 

кового продукта гена ЕМА 1 в тканях человека. 

В настоящее время благодаря молекулярно-генетическим методам стала возмож- 

ной эффективная профилактика повторных случаев заболевания в отягошенных 

семьях. Молекулярный анализ позволяет диагностировать СМБ не только при нали- 
чии клинических проявлений заболеваний, но и выявлять носителей «премутации» 

среди родственников больных. 

22.5. ПРИОННЫЕ БОЛЕЗНИ (ПБ) 

В последние годь обнаружена группа заболеваний, характеризующихся протресси- 
рующим поражением различных отделов нервной системы и имеющих необычный 
генетический механизм возникновения и развития. На основании сходства морфо- 
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логического дефекта при этих заболенаниях их объединяют в группу спонгиофо| 

ных энцефалопатий. Долгое время считалось, что клинические симптомы этих 
лезней возникают при попадании в организм инфекционного агента, имеюнкго 

тигенное сродство к нервным клеткам. Прелполагалось, что в этом случае запуск: 
ся механизм иммунного ответа, продолжающийся и после исчезновения из орган 

ма инфекционного агента, что приводит к образованию комплекса «антиген-ант\ 
ло» и гибели нейронов. Вскоре стало ясно, что основная патогенетическая о. 

развитии этих заболеваний принадлежит белковому агенту, который было предло 

но называть прионом (РЕТОМ -- отангл. Рхогетасеоиз уесНоиз рагис, с перестан 

кой двух букв). В настоящее время установлено, что заболевания этой группы им 

двоякую этиологию: первая группа болезней возникает в результате мутации в г 

прионного белка, вторая — обусловлена попаданием в организм человека инфици 

ванного биологического материала. 

Наследственный характер установлен в 15—20% всех случаев прионных болезн 
основной тип наследования — аутосомно-доминантный. Ген прионного бе. 

(РКМР) картирован в коротком плече хромосомы 20, имеет протяженность в 161.1 

и содержит 2 экзона. В настоящее время известно около 20 мутаций этого гена, 

водящих к различным семейным формам прионных заболеваний. В ряде случае 

трансформации нормальной изоформы белка ваномальную приводит появление 

матической мутации в гене прибнного белка в клетке-мишени. 

Идентифицированы следующие типы мутаций: точковые мутации в кодируюн 

области гена (миссенс и нонсенс) и инсерции дополнительных копий октапент' 
кодирующего повтора в проксимальной части гена (в норме з белке 5 повторов › 

аминокислот, расположенных в аминоконцевом районе РгР). В результате ‘этих : 

таций вместо нормального клеточного белка РгР°, транспортируюшегося черезаи 

рат Гольджи на поверхность клеточной мембраны нейрона, образуется его патоло 

ческая изоформа РгР%, накапливаюшщаяся в везикулах цитоплазмы (две послелу 
буквы в аббревиатуре означают название наиболее распространенной прионной 

лезни человека и животных -- скрепи (зстер!)). 

Нормальная и аномальные изоформы отличаются пространственной оргии 

цией трехмерной структуры — в нормальном белке преобладают а-спиральные 1 

номеры (42%), а ваномальной изоформе — В-структуры (43%) в виде нерастпориь 

фибриллоподобных агрегатов. Вследствие различий пространственной ори за 

нормальная ианомальные формы прионов различаются по воздействию на них и 

теаз; так под действием протеазы К клеточный прионный белок полностью разру1 

ется, а инфекционный — лишь частично до молекулярной массы 27—30 кДа (РГР 

30) с сохранением патологических свойств (рис.22.12). 

При второй группе прионных болезней появление клинических симптомов о 

словлено попаданием в организм патологической изоформы прионного белка си 

щей (при употреблении мяса зараженных животных и каннибализме) или в реу 

тате инъекционного введения инфицированного биологического материала (при 

мотрансфузиях, трансплантации органов и тканей, лечении препаратами, содер: 

щими человеческие гормоны — соматотропин, гипофизарный гонадотронии, ит 

Для запуска патогенетического механизма прионных болезней достаточно по 

ления одной молекулы аномального прионного белка, которая, взаимодейству 
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№ аминокислоты 123 5 94 131 188 231 254 
в полипелтидном 
остатке 

[1 [1 

Прионный полипептид, 
РР 

$—5 

протеаза К 

Клеточный прионный 

расщепление 

протеаза К 

Инфекционный прионный ы 

расщепление 
. 

Инфекционный прионный 
белок РИР 27-30 

Рис. 22.12. Изоформы приона и их превращения 

клеточной формой приона, изменяет ее конформационную структуру и приводит к 

экспоненциальному росту числа молекул РгР® (рис. 22.13.). 

Однако в патогенезе ряда форм прионных болезней центральная роль принадле- 

жит другому белку — РгР27-30, ген которого в настоящее время не локализован. По- 

казано, что нормальная форма этого белка присутствует в организме и разрушается 

под действем протеаз. Патологическая форма РгР27-30, устойчивая к воздействию 
протеолитических ферментов, обнаружена в специфических структурах поражен- 

ных клеток — прионных палочках, морфологически и гистохимически неотличимых 

от многих амилоидных структур. 

Накопление белков РГР% и РгР?27-30 с последующим их транспортом в синапти- 

ческие структуры приводит к дезорганизации синапсов и появлению выраженных 

неврологических дефектов и деменции. 

Основные наследственные прионные болезни человека — болезни Крейтц- 

фельла-—Якоба, Герстманна-ПИреусслера—Шейнкера и фатальная семейная инсом- 

ния, Показано, что эти заболевания являются аллельными генетическими варианта- 

ми и обусловлены миссенс-мутациями в одном и том же гене. 

Клинические проявления ПБ разнообразны. Для наследственных вариантов ПБ 
характерно позднее начало (в возрастном интервале от 45 до 75 лет) и быстро про- 

грессирующее течение, приводяшее к смерти больных спустя 6 месяцев — 5 летот 

момента появления первых симптомов. Основные клинические симптомы — прогрес- 
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№ цикла 

1. 

п. 

РиРС - нормальный (клеточный) прионный белок 

риР®° — аномальный прионный белок (инфекционного происхождения или вследствие 
мутации в гене РВАР} 

— первая молекула, залускающая целную реакцию 

— молекулы, образующиеся в результате взаимодействия рир\е с ргрС 

п- количество циклов вззимодействия РР и РгрС 

М- количество молекул мутантного прионного белка (РиР®°}, образующихся за п циклов 

Рис. 22.13. Цепная реакция, приводящая к накоплению молекул инфекционного при 
онного белка в геометрической прогрессии и возникновению заболевания 

сирующая деменция, атаксия, эпилептические приступы, снижение остроты зрени: 
парезы и параличи. Для фатальной инсомнии характерно также нарушение ритм 
сна и бодрствования, гипертермия, дезориентация больных в пространстве и врем! 
ни. 
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НАСЛЕДСТВЕННЫЕ БОЛЕЗНИ 
ОБМЕНА 

23.1. ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА 

И КЛАССИФИКАЦИЯ 

Наследственные болезни обмена (НБО) — одна из наиболее многочисленных и хо- 

роню изученных групп моногенных болезней человека. Клинические проявления 

болылинства НБО обусловлены выпадением каталитической функции ферментов, 

участвующих в утилизации и транспорте субстратов или выполняющих роль клеточ- 
иных рецепторов. В основе патогенеза этой группы заболеваний лежат нарушения 

определенных биохимических процессов, сопровождающиеся накоплением ве- 
цеств, предшествующих ферментативному блоку, или дефицитом конечных проду- 

ктов реакции. Классификания НБО до настоящего времени окончательно не разра- 
бозано. Наиболее часто используется рабочая классификация, выделяющая 11 групп 

заболеваний: 
® НБО аминокислот — аминоацидопатии (альбинизм, фенилкетонурия, тирозине- 

мия); 

НБО углеводов — глюкозурии (галактоземия, гликогенозы); 

® НБО липидов 

плазматические липидозы (семейная гиперхолестеролемия) 

клеточные липидозы (сфинголипидозы, лейкодистрофии) 

® НБО стероидных гормонов (адреногенитальный синдром); 

® НБО пуринов и пиримидинов (синдром Криглера—Найяра); 

® НБО эритрона (темолитические анемии); 

НБО металлов (болезнь Вильсона-—Коновалова); 
лизосомные болезни (мукополисахаридозы); 
пероксисомные болезни (синдром Цельвегера); 

НБО соелинительной ткани, мыши, костей; 

митохондриальные болезни. 

Для НБО характерен чрезвычайно выраженный полиморфизм клинических про- 

явлений, что объясняется различиями в патохимических нарушениях, возникающих 
в различных классах этой группы заболеваний. С другой стороны, выделяется мно- 
жество нозологических форм НБО, сходных по клиническим проявлениям, но раз- 

личающихся по ферментативному дефекту. Наличие таких заболеваний объясняется 

как функционированием различных ферментов в одной и той же цепи обменных 

превращений субстрата, так и участием одного и того же фермента в нескольких 
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биохимических реакциях, Несмотря па го, можно выделить некоторые общие кли- 
нические признаки, позволяющие заполозрить у больного расстройство метаболиз- 

ма. Основные признаки НБО следующие: 

® задержка психомоторного развития, возникающая с рождения или после перио- 

да нормального раннего развития ребенка; 

судорожный синдром; 

миопатии; 
повторные коматозные состояния; 
пароксизмы кетоацидоза; 
увеличение размеров печени и селезенки; 
атетозы, атаксия; 
синдром нарушенного кишечного всасывания (мальабсорбция); 

аномалии скелета; 
изменение цвета волос и кожи; 
катаракта; 
специфический запах мочи (потных ног, мышиный, кленового сиропа и др.} 

синдром внезапной смерти. 
Безусловно, для каждой из выделенных групп НБО характерны свои специфиче- 

ские симптомы, обусловленные особенностями нарушения метаболических путей. 

Вэтой главе будут рассмотрены наиболее распространенные НБО. 

ооо ооо ооо о 

23.2. НАСЛЕДСТВЕННЫЕ БОЛЕЗНИ ОБМЕНА 
АМИНОКИСЛОТ (АМИНОАЦИДОПАТИИ) 

Существует множество вариантов наследственных заболеваний, обусловленных 

нарушением обмена аминокислот в организме больного. Наиболее распростра- 

ненные и хорошо изученные аминоацилопатии обусловлены дефектами метабо- 
лизма двух аминокислот — фенилаланина и тирозина, Фенилаланин — незамени- 

мая аминокислота, которая не синтезируется в организме, а поступает с пищей. С 

помощью фенилаланингидроксилазы, экспрессируюшейся в печени, фенилала- 

нин преврашается в тирозин. Дальнейшие преврашения тирозина проходят не- 

сколькими путями. Первый путь контролируется тирозингидроксилазой. Под дей- 

ствием этого фермента из тирозина образуется диоксифенилаланин (ДОФА). 

Дальнейшие превращения ДОФА приводят к образованию меланина и медиаторов 
симпатического отдела центральной нервной системы. Недостаточная активность 

ферментов, участвующих в метаболизме фенилаланина и тирозина приводит к 

развитию нескольких наследственных заболеваний, наиболее распространенными 

из которых являются фенилкетонурия и альбинизм. 
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23.2.1, ГИПЕРФЕНИЛАЛАНИНЕМИИ (ГФА} (ОМ: 261600; 
261640; 261630] 

Гиперфенилаланинемии (ГФА) — группа генетически гетерогенных аутосомно-ре- 

цессивных заболеваний, обусловленных нарушением метаболизма незаменимой 

аминокислоты — фенилаланина. В основе патогенеза ГФА лежит накопление в кро- 

ви фенилаланина и продуктов запасного пути его утилизации: фенилпировино- 

градной, фенилмолочной и фенилуксусной кислот, оказывающих токсический эф- 

фекгна различные органы и ткани. В наибольшей степени страдают структуры цен- 

тральной нервной системы. 

В норме в организме человека основное количество фенилаланина утилизирует- 

ся путем превращения его в тирозин, который в свою очередь служит субстратом 

для синтеза биогенных аминов и меланина (рис. 23.1.). Лишь небольшое количест- 

во фенилаланина используется для синтеза белка. Превращение [-фенилаланина в 

[.-тирозин осуществляется с помощью фермента фенилаланингидроксилазы 

{ФАГ), которая представляет собой печеночную оксигеназу со смешанной функци- 

ей. Фетальный фермент состоит из двух белковых субъединиц (одна — лабильная, 

другая — стабильная, содержашая птерилин в качестве кофактора), а взрослый из 

Фенилаланин 

фенилпировино- 
градная кислота 

Ацетоуксусная 
кислота 

Рис. 23.1. Биохимические превращения фенилаланина итирозина и основные метабо- 
лические блоки на их пути. (Из: В.Е Миеет, 1.0. Уонпв, 2001) 

7. Фенилкетонурия; 2. Альбинизм; 3. Алкалтонурия;: 4. Врожденный гипотиреоз 
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| Фенилаланин- 

БидрокоилЯ 

{12922-924.2} 
Фенилаланин Тирозин 

4-о-карбиноламин- 4-а-перокси- 
тетрагидробиоптерин тетрагидробиоптерин 

Птерин-4-0- 
карбиноламин- 

{169.22} 

7,8-дигидробиоптерии 

(9-ВНо) 

Сепиаптерин- 
аса 

(2р14-р12) 

(11922.3-9234) 

7.8-дигидро- 
неоптеринтрифосфат 

Гуанозинтрифосфат- 
пой 

(14922.1-922,2) 

Гуанозинтрифосфат 

Рис. 23.2. Метаболические блоки на биохимических путях преобразования фенилала- 
нина и его кофакторов, приводящие к ГФА. 

ФАГС - белок, стабилизирующий фенилаланингидроксилазу 
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сх белковых субъединиц (мол. масса 52кД). Активизация фермента происходит в 

зисутствии ФАГ-стимулируюшего белка (ФАГС). Наиболее частые типы мутаций 
гене ФАГ — однонуклеотидные замены и точковые делеции, вследствие которых 
жисходит изменение вторичной структуры лабильного компонента фермента. Ак- 

ность ФАГ зависит от трех основных кофакторов (рис. 23.2.): ФАГС, тетрагидро- 

онтерина (ВН), молекулярного кислорода. Наибольшее значение из них имеет 

трагидробиоптерин. Функция этого кофактора заключается в доставке О. кактив- 
эму центру ФАГ, в котором происходит реакция гидроксилирования фенилалани- 
!. Иными словами, тетрагидробиоптерин служит восстановителем для молекуляр- 
хо О. в процессах встраивания его вряд субстратов (фенилаланин, тирозин, трип- 

кран). Биоптерин-зависимыми монооксигеназами также являются тирозиновая и 
›иптофановая гидроксилазы. Реакции, в которых биоптерин играет роль кофакто- 
1, представлены на рисунке 23.3. В процессе этих реакций кофактор переходит в 

чгидроформу — дигидробиоптерин-хинон. - 

Иаличие метаболических блоков, препятствующих гидроксилированию фенила- 

иннна в тирозин приводит к накоплению фенилаланина. Основнымн причинами, 
зиволящими к гиперфенилаланинемическим состояниям, являются мутации в ге- 
ах, кодирующих: !) ФАГ, 2) ферменты, отвечающие за синтез биоптерина (гуано- 

литрифосфатциклогидролаза, 6-пирувоилтетрагидролтерин-синтетаза) и 3) его 
льнейшие преврашения (дигидроптеридинредуктаза, птерин-4а-карбинола- 
ин-дегилратаза; см. рис. 23.2). Согласно некоторым данным обратные превраше- 

> Тирозин + Н20 

ДОФА+ НО 

5-гидрокситриптофан 
+Н0 

Цитрулин + МО 

Алкил-альдегид 
+ глицерол 

Фенилаланин [9 

Рис. 23.3. Ферментативные реакции с участием биоптерина в качестве кофактора 
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блица 23.1. Характеристика основных ферментов, участтукицих в натотемезе ГФА, 

Фермент Локализация | Кол-во экзонои/ Кол-во -| Заболевание Степень | Лечение | Символ 

гена аминокислот ея тема 

+ = 

фсиилаланин- | 12422-424.2] 13/452 ФКУ _ диета |РАЙ 
гидроксилаза классическая] 

и т 
гуанозинтри- 
фосфатцикло- | 14422.1- 6/250 ЗГФАР тяжелая |МТ+ |6СН! 
гидролаза 422.2 ВН, 

- + 

птерин-4а- 10422 4/103 [пол трамзи- | ВН.* |РСВВ 
карбиноламин- торная 
дегидратаза + 

6-пирувоил- |11422.3- 6/145 ЗРФА тяжелая | МТ+ |РТУ 
тетрагилро- 423.3 ВН, 
биоптерин- 
синтетаза. 

6-пирувоил- | 11а22.3- 6/145 ЗГФА средне- |ВН., |РТ5 
тетрагидро- 923.3 тяжелая 
биоптерин- 
синтетаза. - 

6-пирувоил- |11922.3- 6/145 ЗГФА. транзи- |ВН.^ |275 
тетрагидро- 423.3 торная 
биоптерин- 
синтетаза. | | 

дигидропте- |4р15.3 7/244 ЗГФА тяжелая | МТ+ |ОБРВ 
ридинредук- диета + 
таза. фолие- 

вая кис: 

| | | лота | 
дигидролте- | 4р15.3 7/244 ЗГФА срелне- |диета |ОРРК 
ридинредук- тяжелая 
таза 

1 ЗГФА-ГФА. с тяжелым злокачественным течением 

ния кофактора (в нормальную форму) не имеют фатальных последствий для нор- 

мального метаболизма фенилаланина. 

Таким образом, ГФА можно разделить на группы с учетом биохимических нару- 

шений. 

|. ФАГ-зависимые ГФА (с пониженной активностью фенилаланингидроксилазы}: 

а) с резко сниженной активностью ФАГ - классическая ФКУ, 

6) с умеренно сниженной активностью — атипичная ФКУ. 

2. ФАГ-независимые ИФА (с нормальной активностью фенилаланингидроксилазы};: 

а) биоптерин-зависимые ГФА (ГФА, обусловленные нарушением синтеза био- 
птерина; ГФА, обусловленные нарушением метаболизма биоптерина); 
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6) другие ГФА (без клинических проявлений; тяжелые формы ГФА, не связанные 

с известными биохимическими дефектами). 

3. Транзиторные формы ГФА. 
Молекулярно-генетические характеристики ГФА представлены в табл. 23.1. 

Основное число случаев ГФА представлено ФАГ-зависимыми вариантами, кото- 

рые составляют 98% ГФА. 

23.2.1.1. ФЕНИЛКЕТОНУРИЯ 

Фенилкетонурия (фенилаланинкетонурия, фенилпировиноградная олигофрения, 

ФКУ) — заболевание, обусловленное недостаточной (отсутствием или снижением} 

активностью фенилаланингидроксилазы. Первое описание этого заболевания при- 
надлежит Фёллингу, который в 1934 г обнаружил, что моча двух сибсов с умственной 

отсталостью при добавлении к ней треххлорного железа окрашивается в зеленый 
цвет. Кроме того Фёллинг доказал наследственный характер заболевания. Впослед- 

ствии Пенроуз установил аутосомно-рецессивный характер заболевания. Средняя 

частота ФКУ составляет {:10000 новорожденных, а наиболышая распространенность 

характерна для популяций Ирландии и Шотландии, где ее частота достигает ]:4500 

поворожденных, а также Турции — 1:2600. В нашей стране распространенность ФКУ 

пе превышает 1: 10000 новорожденных. 

Гоп, кодирующий ФАГ, локализован в длинном плече 12-й хромосомы (12422- 
924.2). Основной тип мутаций в гене, обозначаемом РАН, -—- это однонуклеотидные 

замены, которые в большинстве случаев локализованы в 7, 9 и 12 экзонах. Показа- 

о, что в различных странах Европы и Азии встречается определенный спектр мута- 
ций, одна из которых — мажорная. В России и странах Восточной Европы мажорной 

является однонуклеотидная замена в {2 экзоне, приводящая к замене аргинина на 
триптофан (В 408\). С ней связаны 70% случаев. В Японии и Китае данная мутация 

не встречается. Эти данные свидетельствуют о том, что замена аргинин-триплета на 
трилтофан-триплет произошла уже после разделения рас. 

В основе патогенеза ФКУ — накопление фенилаланина и продуктов побочных 

реакций — фенилпировиноградной, фенилуксусной и фенилмолочной кислот, атак- 

же фенилэтиламина и фенилацетилглутамина, оказывающих токсическое действие 

па мозги клетки внутренних органов больного. Ферментативный блок превращения 
фенилаланина в тирозин приводит также к уменынению образования медиаторов 
центральной нервной системы (дофамина и диоксифенилаланина), что вносит 

вклад в развитие симптомов поражения ЦНС. Кроме этого наблюдается дефицит 

одного из конечных продуктов обмена фенилаланина — меланина, обусловливаю- 
щий снижение пигментации кожи, волос, радужной оболочки глаз (дети голубогла- 
зые и светловолосые, со светлой кожей). 

Клиническая картина заболевания развивается уже спустя 2-3 недели после рож- 

дения. Первыми симптомами могут быть повышенная возбудимость, гиперрефлек- 

сия имышечный гипертонус, тремор. Моча и поттаких больных имеют специфиче- 

ский запах, который иногла ассоциируют с «мышиным», из-за накопления фенил- 



Глова 23. Наследственные болезни обмена ых 

пировиноградной кислоты (ФИВК) и других метаболитов фепилаланина. Клипиче- 
ские проявления по мере накоплепия фецилаланина и его дериватов нарастают, и к 
шестимесячному возрасту у ребенка формируются необратимые изменения ЦНС и 
лругих органов и систем (дети с ФКУ склонны к дерматитам). Для больных ФКУ ха- 

рактерна прогрессирующая умственная отсталость, эписиндром (причем у40% боль- 
ных наблюдаются эпиприступы, а у 85-90% больных регистрируют на ЭЭГ эпилеп- 

тическую активность) и другие психоневрологические расстройства. В тяжелых слу- 

чаях моторное развитие практически отсутствует. 
Причиной атипичной ФКУ или ФКУ с легким течением можетбыть гетерозигот- 

ность по мутациям, полученным больным ребенком от родителей, так как для обес- 

печения нормального физического и умственного развития без элиминационной ди- 

еты достаточна ФАГ с 10%-ой активностью от нормы. 

23.2.1.2. ФАГ-НЕЗАВИСИМЫЕ ГФА 

Эти формы ГФА встречаются достаточно редко и отличаются от ФКУ отсутствием 
эффекта от диеты с ограничением фенилаланина. Тяжесть клинической картины 

может варьировать в зависимости от их биохимического дефекта. 
Лучше всего изучены биоптерин-зависимые ГФА. Эта подгруппа отличается бо- 

лее широким спектром клинических проявлений, преимушественно неврологиче- 
ской симптоматики, чтосвязано с нарушением функции целого ряда ферментов, для 

которых биоптерин играет роль кофактора (см. рис. 23.3), а также, вследствие этого, 

и более злокачественным течением. Наиболее распространенными избиоптерин-за- 

висимых ГФА являются две формы. 

Одну из них, наиболее тяжелую, впервые описал Ауэрбах в 1967 году. Ее возник- 

новение связано с недостаточностью дигидроптеридинредуктазы, осуществляющей 
восстановление активной формы тетрагидробиоптерина {см. рис. 23.2.). Гён это 

фермента локализован на хромосоме 4р15.3. Частота заболевания не превышает 

1:100 000 новорожденных. Без лечения больные погибают в раннем возрасте. 

Другая форма биоптеринзависимой ГФА более мягкая и обусловлена недостаточ.. 
ностью 6-пирувоилтетрагидроптерин-синтетазы, которая обеспечивает образова. 
ние тетрагидробиоптерина из дигилроптеринтрифосфата (см. рис. 23.2.)}. Заболева.. 
ние встречается с частотой [:30 000 новорожденных. Тяжесть клинической картины 

может варьировать отлегких до тяжелых форм. 

23.2.1.3. ТРАНЗИТОРНЫЕ ФОРМЫ ГФА 

Транзиторные формы ГФА в большинстве случаев обусловлены незрелостью фер. 
ментативных систем новорожденного, например, при глубокой недоношенности 

или функциональной незрелости. К временному увеличению фенилаланина в сыво. 
ротке крови могут приводить тирозинемические состояния, которые наиболее рас. 
пространены в Северной Америке. Так в птате Массачусетс (США) среди местноц, 

населения нередки случаи транзиторной тирозипемии у новорожденных. Провоци. 
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рующими факторами развития этого состояния у млалениа являются преждевремен- 
ные роды (вследствие чего не успевает повыситься активность парагидроксифенил- 

пируватоксидазы)} и чрезмерное употребление белковой пиши матерью. В результа- 

те наблюдается повышенная продукция субстрата, ингибируюшего собственный 

фермент, вследствие чего уровень тирозина и фенилаланина в крови увеличивается 
до патологических значений. Впоследствии биохимические показатели нормализу- 

ются. Клинические проявления либо отсутствуют, либо очень незначительны. Одна- 

ко, необходимо дифференцировать транзиторную тирозинемию от тирозиноза, ха- 

рактерного для франкоязычного населения Канады. 

23.2.1.4, ДИАГНОСТИКА И ЛЕЧЕНИЕ ГФА 

Все формы ГФА. можно диагностировать уже в первые недели или даже дни жизни 
ребенка, когда клинические проявления еще отсутствуют. Для этого проводят био- 
химический скрининг новорожденных на наличие гиперфенилаланинемии, При 

выявлении повышенной концентрации фенилаланина в крови ребенка необходимо 

продолжать обследование для уточнения нозологической формы ГФА: провести фе- 

нилаланин-нагрузочный тест и исследовать активность ФА. Повышенная концен- 
трация тирозина в нагрузочном тесте свидетельствует о доброкачественном или 
транзиторном характере ГФА. Необходимо учитывать, что при определении актив- 

пости ФАГ в половине случаев классической ФКУ обнаруживается остаточная ак- 

тивность ФАГ, составляющая до 6% от нормы, что связано с изменением вторичной 

структуры фермента вследствие однонуклеотидных замен и точковых делеций в ге- 
не. При биоптерин-зависимых ГФА активность этого фермента не изменена и для 

диагностики имеет значение изменение концентрации птеринов в моче и снижение 
активности ДГПР в фибробластах. В последнее время для многих форм ГФА стали 

возможными молекулярно-генетическая диагностика и выявление гетерозигот. 
Фенилкетонурию можно диагностировать прямыми и косвенными ДНК-методами. 

Прямая диагностика направлена в основном на поиск наиболее частой мутации — 
В408У\, которая выявляется методом ПЦР с последующей рестрикцией 51/1. 

Косвенная диагностика предполагает использование полиморфного локуса 
М5рЕ, расположенного в 8-ом экзоне. Методика включает ПЦР и последующую ре- 

стрикцию. 
Симптоматическое лечение больных любой формой ГФА неэффективно, в связи 

счем, основной метод лечения — диетотерапия. Выбортактики лечения детей с ГФА, 

зависит от лервичного биохимического нарушения. Для каждой формы существуют 

свои особенности диетотерапии (см. табл. 23.1.). Однако необходимо учитывать, что 

при классической ФКУ диета оказывается высокоэффективной лишь в том случае, 

если лечение начато не позднее 2—3 месячного возраста; а при тяжелых формах ГФА 

роль играют недели и дни. 
При тяжелых формах ГФА необходима комбинированная терапия кофактором и 

биогенными аминами. 
При классической форме ФКУ диетотерапия предполагает ограничение поступ- 

ления в организм фенилаланина с пишей до минимальной возрастной нормы 
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(0,3—0,5 г/сут), те. количества необходимого лля синтеза белков. Как известно, пол- 

нос отсутствие фенилаланина приводит к резкому снижению веса, распалу тканей и 
обиией аминоацидурии. В качестве осповпого продукта нитания больным детям да- 
ют белковые гидролизаты (лофелак, кехоцил, минафен, берлофен, нофелаи), солер- 

жашие минимальное количество фенилаланина и включающие все другие незамс- 
нимые аминокислоты. Наиболее строгая диета необходима до 5-летнего возраста, 

далее позволяется постепенное расширение пишевого рациона. Отсутствие клини- 
ческих признаков после прекращения диеть: в старшем школьном возрасте обуслов- 
лено толерантностью сформировавшегося мозга к аномально высоким концентра- 

циям метаболитов фенилаланина. Таким образом, ФКУ является одним изнемногих 

наследственных моногенных заболеваний, при котором удалось разработать эффек- 

тивное лечение, полностью предотврашающее развитие патологических симптомов. 
Однако успешное лечение больных ФКУ породило ряд проблем. Во-первых, от- 

сутствие отбора против гомозигот может привести к увеличению носителей гена в 
популяции. Во-вторых, у женшин, излеченных от ФКУ диетой, часто рождаются де- 
ти с умственной отсталостью и различными аномалиями развития, что связано с 
токсическим действием повышенных концентраций фенилаланина в крови женщи- 
ны на плод. В связи с этим, в настоящее время всем беременным и планирующим 
беременность женшинам, гомозиготным по гену РАЯ, рекомендовано назначать ди- 
ету, обедненную фенилаланином еше до наступления беременности и соблюдать ее 
в течение всего срока. 

23.2.2, АЛЬБИНИЗМ 

Альбинизм — группа наследственных болезней, клинические проявления которых 

обусловлены отсутствием или уменьшением количества красящего вещества мелани- 

на в коже, волосах и структурах глаза больного. Таким образом, заболевание относит- 
ся к группе болезней обмена, патогенез которых обусловлен дефицитом копечного 

продукта метаболизма фенилаланина и тирозина. Меланин продуцируется субиопуля- 

цией клеток, называемых меланоцитами. В пути биосинтеза меланина в меланосомах 

действуюттри основных фермента: тирозин-гидроксилаза (тирозиназа), ДОФА-хром- 

таутомераза (тирозиназа-связанный протеин второго типа — ТКР 2), ДГИКК-оксида- 

за (тирозиназа-связанный протеин первого типа — ТВР 1). Важную роль в обмене мс- 

ланина играет и интегральный мембранный белок, осуществляющий транспорттиро- 

зина и ионов через мембрану меланосом (Р-белок) (рис. 23.4.). Ключевым ферментом 

в процессе образования меланина является тирозиназа, обеспечивающая гидроксили- 
рование тирозина в ДОФА. Дальнейшие преврашения ДОФА идут двумя путями, что 

приводит кобразованию двух типов меланина — эумеланина, дающего черное и корич- 
невое окрашивание кожи и феомеланина, окрашивающего кожу в желтый и краспый 

цвет, Важная роль в дифференцировке двух типов меланина принадлежит также пор- 

мальному функционированию рецептора меланоцитстимулирующего гормона, а так- 

же процессов транспорта субстратов меланогенеза через мембрану меланосом. 
В зависимости от наличия или отсутствия тирозиназы в волосяных луковицах 

различают два основных типа альбинизма — тирозиназа-позитивный и тирозипиза- 

33-4167 
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Транспорт 
через мембрану ! 
меланоцитов | 
Интегральный \ | 

Цистеинил- 
ДОФА 

Аланил-гидрокси- 
бензотиозин 

15911-12} 
ет А 

ОФА-хром- 
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(13931-32) 

5,6-дигидроксииндол-2- 
карбоксильная кислота 

(ДГИКК) 

дигидроксииндол 

Индол-5,6-хинон- 
карбоксильная кислота, 

Индол-5,6-хинон 

Феомеланин ДГИКК-меланин 
желтый/красны {коричневый эумеланин} 

ДГИ-меланин 
(черный зумеланин) 

Рис. 23.4. Метаболические блоки на путях образования меланинов 

ДОФА-хром-таутомераза - ТВР2 (тирозиназа-связанный белок 2-го типа} 

ДГИКК-оксидаза - ТВР1 (тирозиназа-связанный белок 1-го типа} 

исгативный. Кроме этого, в зависимости от генерализации процесса выделяют гла- 

зо-кожный и глазной альбинизм. Описано три типа глазо-кожного альбинизма, воз- 

никающих при снижении активности трех основных ферментов, участвующих в ме- 

ланогенезе. 

23.2.2.1.ГЛАЗО-КОЖНЫЙ АЛЬБИНИЗМ 1-ГО ТИПА (ГКА1} 
(ОММ: 203100) 

Заболевание встречается с частотой 1:20000 новорожденных и наследуется по ауто- 

сомно-рецессивному типу. Возникновение этой формы альбинизма обусловлено му- 
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тациями в гене тирозиназы, картироваииом из хромосоме 144-421. Описано дос- 

таточно большое число мутаций, осповные из которых — однонуклеотидные заме- 
ны. В зависимости от уровня активности фермента выделяют два подтина ГКА — 

ГКАТА и ГКА1В. В первом варианте активпость фермента близка к нулю, клиниче- 
ские проявления обнаруживаются с рождения и характеризуются отсутствием пиг- 
ментации кожи и волос. Кожа и волосы ребенка — молочно-белого цвета, родинки 
отсутствуют, глаза голубые с просвечиваюнтим глазным дном. Больные никогда не 
загорают. Характерны нистагм, резкое уменышение или отсутствие пигментапии 
сетчатки и гипоплазия зрительного тракта, что неизбежно приводит к снижению 
зрения больного. При втором варианте ГКА активность тирозиназы составляет 

20—30% от нормы; клинические симптомы также проявляются с рождения, однако, 

пигментация волос и кожи присутствует, хотя и вослабленном виде. Иногда волосы 
таких больных имеют специфический платиновый цвет (платиновый и желтый ва- 
риантальбинизма). По мере роста ребенка цвет волос и кожи может становиться 60- 

лее интенсивным, у ряда больных появляются родинки и способность загорать. Для 
этой формы ГКА также характерно снижение зрения и возникновение нистагма. 

Некоторые типы мутаций в гене тирозиназы ассоциированы с симптомами, так 
называемого, температурочувствительного альбинизма. При этой форме заболева- 
ния отмечается разная интенсивность окраски волос на открытых и спрятанных 
под одеждой участках кожи. Так на голове и в подмышечных впадинах пигмента- 
ция волос снижена или отсутствует, в то время как на разгибательных поверхно- 
стях руки ног -— волосы пигментированы. То есть синтез меланина происходит при 
воздействии низких температур и прекращается при их повышении. 

23.222. [ЛАЗО-КОЖНЫЙ АЛЬБИНИЗМ 2-ГО ТИПА (ГК? 
(ОММ: 203200) 

Это тирозиназа-позитивный альбинизм, получивший наибольшее распространение 

у африканцев и афроамериканцев. Частота этого заболевания в ЮАР составляет 

1:4000, ав Нигерии - 1:1100. Заболевание наследуется аутосомно-рецессивно и обу- 

словлено мутациями вгене интегрального мембранного протеина Р, локализованно- 
го на хромосоме 154[1-412 и содержащего 25 экзонов. Мажорной мутацией считают 
делецию 7-го экзона, на долю которой приходится около 60% всех случаев. Экспрес- 

сируемый геном белок локализован на мембране меланосом и осуществляет транс- 
порт ионов и, возможно, тирозина через мембрану. Для этой формы альбинизма ха- 

рактерно снижение пигментации кожи и волос. С рождения волосы светлые с золо- 
тистым оттенком и их пигментация может увеличиваться с возрастом. Кожа боль- 
ных, как правило, светлая, но в отдельных случаях может быть коричневой. По ме- 

ре роста больного пигментация кожи может увеличиваться, вследствие чего появля- 
ются родинки, однако, больные не загорают. Для этой формы альбинизма также ха- 

рактерно снижение пигментации сетчатки и амблиопия. 
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232. 3 ГЛАЗО-КОЖНЫЙ АЛЬБИНИЗМ 3-ГО ТИПА (СКАЗ 
ММ: 203290) 

Этот вариант альбинизма появляется при снижении концентрации тирозиназа-свя- 

занного белка 1-го типа, ген которого локализован на хромосоме 9р23. Основная 
функция этого белка заключается в стабилизации активности тирозиназы и обеспе- 

чении начального этапа синтеза ДГИКК-меланина (коричневого эумеланина). За- 

болевание встречается достаточно редко и его клинические проявления сходны ста- 

ковыми при ГКА |-го типа, однако, менее выражены. В волосах и коже новорож- 

денного ребенка присутствует меланин и его количество может увеличиваться с воз- 

растом. Больные загорают и имеют пигментные невусы. Поражение глаз значитель- 

но менее выражено, чем при ГКА 1- и 2-го типа. 

23.3. НАСЛЕДСТВЕННЫЕ БОЛЕЗНИ ОБМЕНА 

УГЛЕВОДОВ 

В эту группу заболеваний входит несколько нозологических форм, которые обусло- 

влены снижением активности ферментов, участвующих в метаболизме моносахаров 

(глюкозы, фруктозы и галактозы), дисахаров (лактозы и сахарозы) и полисахаров 

(гликогена). Наиболее распространенные наследственные болезни утлеводного об- 

мена — галактоземия и гликогенозы. 

23,3.1. ГАЛАКТОЗЕМИЯ (ОМИ: 230400; 230200; 230350) 

Это заболевание впервые описано А. Рессом в 1908 году. Его частота не превышает 
1:15 000 новорожденных. Тип наследования — аутосомно-рецессивный. В настоя- 

шее время выделяют три генетических варианта, которые обусловлены недостаточ- 
ностью основных ферментов, преврашаюших галактозу в клетках печени в глюкозу 
(рис. 23.5}. На первом этапе метаболического пути галактоза, образованная в ки- 

щечнике из лактозы, фосфорилируется в печени под действием галактозо-1-фос- 

форилазы. Продукт этой реакции — галактоза-1-фосфат реагирует с уридиндифос- 

фоглюкозой с образованием уридиндифосфогалактозы (ОПР-галактоза) и глюкозо- 

1-фосфата. Эта реакция катализируется ферментом Г1ФУТ. Следующий этап превра- 
щения галактозы в глюкозу происходит под действием фермента галактоэпимеразы с 
участием МАП в качестве кофермента, и приводит к образованию ООР-глюкозы. 
Практически все эти реакции обратимы и глюкоза может легко преврашаться в галак- 
тозу, которая, таким образом, не является незаменимым пишевым компонентом, 

Наиболее часто встречается галактоземия 1-го типа, обусловленная недостаточ- 
ностью Г1ФУТ. Ген заболевания картирован на хромосоме 9р13. Основной тип му- 
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Пищевая лактоза 

Галактоза 

Галактозо-1-фосфат 

— 

: Уридиндифосфогалактоза Р: 

0люкозо-1-фосфат 

Рис. 23.5. Метаболические блоки превращений галактозы, приводящие к галактоземии 

таций — однонуклеотидные замены. Мажорной мутацией является С1п188Атр. В осноне 

патогенеза заболевания лежит токсическое действие на мозг, печень, кишечник и почки 
галактозы и галактозо-1-фосфата, накапливающихся в организме в результате метаболи- 

ческого блока. Токсическое действие заключается в ингибировании бактерицидной ак- 

тивности лейкоцитов, приводящем к развитию септических проявлений. При значи- 

тельном накоплении галактозы она может метаболизироваться по побочному пути с об- 
разованием сахарного спирта - галактиола. Увеличение содержания этого вееста час- 
то приводит к разрыву зонулярных волокон хрусталика и возникновению катаракт. 

Клинические симптомы возникают через несколько дней после первого приема 
молочной пищи и характеризуются повторной рвотой, диареей и желтухой. В пер- 

вые недели жизни ребенка формируется гепатомегалия и гемолитические проявле- 
ния. По мере роста ребенка появляются отчетливые признаки задержки психомо- 
торного развития, внутричерепной гипертензии, гипотрофии и почечной недоста- 
точности. У большинства больных в первые месяцы жизни формируется катаракта. 
При несвоевременном лечении больные могут погибнуть от почечной или церсб- 
ральной недостаточности. 

Диагностику галактоземии можно проводить на доклинической стадии путем 
биохимического скрининга новорожденных. В более старшем возрасте диагноз ста- 
вится на основании; 

1) типичных клинических проявлений; 
2) повышения концентрации галактозы и галактозо-1-фосфата в плазме и моче и 

недостаточности Г1ФУТ в эритроцитах, лейкоцитах и фибробластах; 
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3) выявления мутации в гене Г1ФУТ. 

Основной метод лечения галактоземии — безлактозная диета. Грудное молоко и мо- 

лочные смеси заменяют на гидролизат казеина и соевое молоко. Необходимо отметить, 
что назначение безлактозной диеты не всегда приводит к полному исчезновению сим- 
птомов, как это происходит при фенилкетонурии, что связано с самоинтоксикацией 
больных галактозой, образующейся в организме из глюкозы. 

Выявление заболевания возможно на дороловой стадии. Для этого исследуют ак- 
тивность фермента Г1ФУТ в культуре клеток плода и определяют наличие галакти- 

ола вамниотической жидкости. Возможна и прямая диагностика -- выявление мута- 
ции в гене этого фермента при ДНК-анализе. 

23,3,2, ГЛИКОГЕНОЗЫ 

Гликогенозы — группа наследственных заболеваний, обусловленных недостаточно- 

стью ферментов, которые участвуют в синтезе и распаде гликогена. Этот полисаха- 
рид представляет собой гомополимер, имеет древовидную структуру и является ос- 
новным депо глюкозы в печени и мышах. Биосинтез гликогена происходит под 
действием нескольких ферментов, основные из которых: гексокиназа мышц и глю- 
кокиназа печени, фосфоглюкомутаза и ОЮР-глюкозо-1-фосфат-уридилтрансфера- 

за (рис. 23.6.). Наиболее важными ферментами деградации гликогена являются: гли- 

коген-фосфорилаза (обладающая тканеспецифичностью) и деветвящие ферменты: 

олиго-1,4-1,4-глюкантрансфераза и амило-1,6-глюкозидаза. Под действием глико- 

тен-фосфорилазы происходит расшепление 1-4 гликозидных связей, с образовани- 

ем глюкозо-1-фосфата. Олиго-1,4-1,4-глюкантрансфераза обеспечивает перенос 

трисахаридного фрагмента с одной цепи надругую, а амило-1,6-глюкозидаза осуще- 

ствляет гидролитическое расткепление, полностью удаляютщее ветвление цепей. За- 
ключительный этап распада гликогена снова происходит под действием фосфорила- 
зы. Совместное действие этих ферментов приводит к полному расшеплению глико- 
гена. Снижение активности различных ферментов расщепления приводит к избы- 
точному отложению в тканях гликогена нормальной или аномальной структуры. 

К настоящему времени описано более 10 гликогенозов, но наиболее часто встреча- 

ются пять из них. В зависимости от преимущественного накопления гликогена выле- 
ляют печеночную, мышечную и генерализованную формы гликогеноза. 

23,3.2.1, ГЛИКОГЕНОЗ 1-ГО ТИПА (БОЛЕЗНЬ ГИРКЕ} (ОММ: 232200) 

Заболевание возникает в результате снижения активности фермента глюкозо-6- 

фосфатазы. Существует несколько генетических вариантов, наследующихся ауто- 

сомно-рецессивно. 

Первый вариант возникает в результате мутации структурного гена глюкозо-6- 

фосфатазы эндоплазматического ретикулума, картированного на хромосоме 17421. 

Второй вариант обусловлен мутациями в гене Са?*-связывающего полипептила, 
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Амилопектин Гликоген 

Мышц - Гликогеноз У 
Печени - Гликогеноз У] типа 

Гликогеноз 
1 тила 

Гликогеноз 
Утипа 

Уридиндифосфо- 
глюкоза 
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Кина |: 10к030- 9-90, : Ттипа 

Глюкоза 

Гликогеноз 
УП типа 

Глюконеогенез 

Рис. 23.6. Метаболические блоки, возникающие на путях синтеза и распада гликогена 

стабилизирующего каталитическую активность глюкозо-6-фосфатазы эндоплазма- 
тического ретикулума. Локус гена не идентифицирован. Мутационное нарушение 
его структуры приводит к инактивации и недостаточности фермента. Третий вари- 
ант связан с мутациями структурного гена 'Т1-белка, обеспечивающего микросо- 

мный транспорт глюкозо-6-фосфата. Этот ген картирован на хромосоме 11923. Сии- 

жение концентрации белка Т1 также приводит к недостаточности глюкозо-6-фосфа- 

тазы. Недостаточность фермента обусловливает гипогликемию даже при малейнем 
голодании (из-за блокады гликогенолиза и глюконеогенеза) и накопление гликоге- 

на в печени, почках и слизистой кишечника, что приводит к дисфункции этих орга- 
нов. Накопление субстрата блокированной реакции, глюкозо-6-фосфата, в свою 

очередь, стимулирует гликолиз и накопление лактата. Стимуляция гликолиза ведет 
к увеличению синтеза глицерола и ацетил-СоА, субстратов и кофакторов синтеза 

триглицеридов в нечени, 
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Клинические проявления варьируют. Первые признаки заболевания появляются 

на первом году жизни (чаще в 3—4 месяца) и характеризуются гипогликемией, лак- 

тат-ацидозом, гепатомегалией и гипогликемическими судорогами. Больные отстают 

в росте и имеют низкий вес. Наблюдаются локальные отложения жира, преимуще- 

ственно на щеках («кукольное» лицо), груди, ягодицах, бедрах. Могут возникать 

ксантомы на локтях, коленях, ягодинах и бедрах. Гипогликемия, чаше бессимптом- 

ная, или с судорогами и тяжелым лактат-ацилозом, возникает при малейшем голо- 
дании и при отсутствии своевременного диагноза и лечения приводит к смерти в 

возрасте от 1-го года до 3-х лет. Метаболический ацидоз дает декомпенсацию и раз- 

вивается респираторный дистресс-синдром при заболеваниях верхних дыхательных 

путей. Если больной переживает острые метаболические кризы младенческого 

возраста, течение заболевания становится хроническим. Прогрессирует нарушение 

функции почек, подагрический артрит, отставание в росте, задержка полового со- 

зревания, носовые кровотечения, остеопения, остеопороз, склонность к переломам 

и генатомегалия с печеночной недостаточностью. У некоторых больных развивается 

легочная гипертензия и сердечная недостаточность, приводящая к смерти в юноше- 

ском возрасте. 
При биохимическом исследовании выявляется лактат-ацидоз, гипогликемия. 

При биопсии печени отмечается недостаточность глюкозо-6-фосфатазы. 
Целью лечения является поддержание нормального уровня глюкозы в крови. По- 

казаны частые кормления в течение дня с ночными назогастральными вливаниями 

растворов глюкозы (8-10 мг/кг/мин у младенцев или 5—7 мг/кг/мин у детей старше 

3 лет) или полный переход на парентеральное питание для купирования гипоглике- 
мии. Потребление фруктозы и галактозы должно быть ограничено, так как они не 

могут быть превращены в глюкозу. С возрастом гипогликемия становится менее вы- 

раженной. Как крайняя мера, при несостоятельности других методов терапии может 

использоваться пересадка печени и/или почек. 

2.3.2.2. ГЛИКОГЕНОЗ 2-ГО ТИПА (БОЛЕЗНЬ ПОМПЕ) (ОММ: 232300} 

Заболевание возникает в результате мутации в гене лизосомной кислой а-П-глюко- 

эилазы, которая обеспечивает деградацию гликогена в лизосомах. Тип наследования 

заболевания — аутосомно-рецессивный. Ген картирован на хромосоме 17423. Недо- 

статочность фермента ведет к отложению негидролизованного гликогена в лизосо- 

мах мынит — сердечной и скелетных («пенистые» клетки — при морфологическом ис- 

следовании), что сопровождается картиной прогрессирующей мышечной дистрофии. 

Клинические проявления варьируют. Различают раннюю инфантильную, позд- 
нюю инфантильную, ювенильную и взрослые формы с хроническим течением забо- 

левания. Ранняя инфантильная форма возникает в первые месяцы жизни и характе- 
ризустся плаксивостью, снижением двигательной активности, генерализованной 

прогрессирующей мышечной слабостью, включая дыхательную мускулатуру. Наб- 

людается задержка психомоторного развития: ребенок не держит голову, не сидит, 

при пальпации может выявляться гипертрофия мыиш. Выявляются трудности 

вскармливания за счет дисфагии, гипотрофия. Характерными признаками заболева- 
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ния являются макроглоссия, выраженная кардиомегалия и гепатомегалия. Смерть 

больтых наступает в возрасте до | года от сердечной или сердечно-легочной недос- 

таточности. 
Поздняя инфантильная и ювенильная формы начинаются в младенчестве, в ран- 

нем и старшем детском возрасте — от 3 до 10 лет. Клинические проявления характе- 

ризуются прогрессирующей мышечной дистрофией и висцеромегалией (кардиоме- 

талия, гепатомегалия, спленомегалия). Смерть наступает на втором десятилетии 

жизни от декомпенсированной серлечно-легочной недостаточности. 

Взрослая форма манифестирует на 2--3 десятилетии жизни и проявляется сим- 

итомами дистальной миопатии, сколиозом грудного отдела, лордозом, медленно 
прогрессирующей серлечной недостаточностью. Больные ложивают до старости. 

23.3.2,3. ГЛИКОГЕНОЗ 3-ГО ТИПА (ОММ: 232400} 

Заболевание связано с мутациями структурного гена цитозольной амило-1,6-глюко- 
зидазы, экспрессирующейся во многих тканях: печени, мышцах, эритроцитах. Ген 

картирован на хромосоме 1р21. Как и предыдущие варианты, третий тип гликогено- 

за наследуется по аутосомно-рецессивному типу. В популяции евреев-сефардов (вы- 

ходцев из Северной Африки) болезнь встречается с частотой 1:5400 новорожденных, 
Амило-1,6-глюкозидаза участвует в метаболизме гликогена в точках ветвления гли- 

когенового «Дерева». Фермент является бифункциональным: с одной стороны, пре- 

вращает лимит-декстрин в гликоген с наружными цепями нормальной длины и, с 

другой стороны, освобождает глюкозу путем гидролиза ©-1,6-глюкозидной связи. 

Недостаточность фермента приводитк нарушению гликогенолиза и накоплению втка- 

нях молекул гликогена аномальной формы с укороченными наружными цепями. Так- 

же как и при гликогенозах [ и 2 типов, при этом варианте заболевания нарушение гли- 

когенолиза сопровождается гипогликемией, лактат-ацидозом, гиперкетонемией. 

Клинические проявления варьируют. Различают две клинические формы с хро- 

ническим течением: Ша — при которой возникают симптомы поражения печени и 

мышц и ШЬ — при которой поражается только печень. Заболевание начинается в 

возрасте от 6 мес до 3-х лет. Клиническая картина в детском возрасте сходна с та- 

ковой при гликогенозе [ типа. Характерные симптомы -- гепатомегалия, отстава- 

ние в росте, гипотрофия, «кукольное» лицо, локальные отложения жира, кожные 

ксантомы. Типичны лактат-ацидоз с гиперкетонемией при голодании. [епатомега- 

лия с дисфункцией печени, найденная у всех больных в детстве, имеет тенденцию 

исчезать в постпубертатный период. Больные обычно доживают до взрослого воз- 

раста, но возможен синдром внезапной смерти младенца. У взрослых больных до- 

минирует миопатия с прогрессирующей мышечной слабостью при физической 

нагрузке (иногла в виде шаткой походки), гипотрофия мышц дистальных отделов 

нижних конечностей (преимущественно икроножных мыши), в более позднем 

возрасте присоединяется поражение мышц рук. 

Диагностика заболевания проводится на основе клинической картины и данных 

лабораторного исслелования: снижения активности амило- 1,6-глюкозидазы и отло- 

жения гликогена измененной структуры в генатоцитах и мышцах. В плазме крови 
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отмечается увеличение концентрации лактата, мочевой кислоты, холестерина и 
триглицерилов. 

233.24. ГЛИКОГЕНОЗ 4-ГО ТИПА (БОЛЕЗНЬ АНДЕРСЕНА) 
(0ММ:232500] 

Заболевание возникает в результате мутаций гена микросомной амило-1,4:1,6-глю- 

кантрансферазы, приводяших к ее недостаточности в печени, мышцах, лейкоцитах, 
эритроцитах и фибробластах. Ген картирован на хромосоме 3р[2. Тип наследования 

— аутосомно-рецессивный. 

Амило-1,4:1,6-глюкантрансфераза участвует в синтезе гликогена в точках ветвле- 

ния гликогенового «лерева». Фермент соединяет сегмент из, по-крайней мере, шес- 
ти а-1,4-сцепленных глюкозидных остатков наружных цепей гликогена с гликоге- 
новым «деревом» о-- 1,6-гликозидной связью. При недостаточности фермента в клет- 

ках печени и мышц откладывается амилопектин, что приводит к повреждению кле- 
ток. Концентрация гликогена в печени не превышает 5%. 

Заболевание манифестирует на первом году жизни неспецифическими гастроин- 
тестинальными симптомами: рвотой, диареей. По мере прогрессирования заболева- 

ния возникает гепатоспленомегалия, прогрессирующая печеночная недостаточ- 
ность, генерализованная мынечная гипотония и атрофия, а также тяжелая кардио- 
миопатия. Смерть больных обычно наступает до 3—5 лет вследствие хронической пе- 

ченочной недостаточности, редко — в старшем детском возрасте (ло 8 лет). 

Лабораторная диагностика основана на обнаружении гликогена с измененной 
структурой в биоптате печени и снижении активности амило-1,4:1,6-глюкантранс- 
феразы. 

233.25. ГЛИКОГЕНОЗ 5-ГО ТИПА (БОЛЕЗНЬ МАК-АРДЛЯ} 
(ОММ: 232600) 

Это заболевание представляет собой мышечный вариант гликогеноза, при котором 

все патологические признаки отмечаются только в мышечной ткани. В основе пато- 
генеза лежит снижение активности мышечной гликоген-фосфорилазы, которая со- 
ставляет около 5% всех растворимых мышечных белков. Ген этого фермента локали- 
зован в области хромосомы 11413. Основной тип мутаций — однонуклеотидные за- 

мены. Мажорной считают нонсенс-мутацию в 49 кодоне первого экзона. Тип насле- 
дования — аутосомно-рецессивный. 

Первые признаки заболевания возникают в детском или юношеском возрасте и 
характеризуются появлением болезненных мышечных спазмов после физических 
нагрузок, которые исчезают в период расслабления. Мышечные спазмы сопровож- 
даются выраженным уплотнением мыши. Достаточно часто, во время тонических 
спазмов, могут наблюдаться выраженные вегетативные симптомы: усиление потоот- 
деления, тахикардия, побледнение кожных покровов. По мере прогрессирования за- 
болевания могут формироваться контрактуры крупных суставов. 
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Диахностика заболевания включает клиническое обследонацие, определение ак- 

тивности мышечной гликоген-фосфорилиия и бионтате мышечного волокна. Для 

подтверждения диагноза проводят молекулярно-геиетический анализ с целью обна- 
ружения мутаций в гене этого фермента, 

23.4. НАСЛЕДСТВЕННЫЕ БОЛЕЗНИ ОБМЕНА 

ЛИПИДОВ 

Наследственные болезни обмена липидов — обширная группа заболеваний, возни - 

кающих в результате нарушения одной из стадий синтеза, транспорта и деградации 
линопротеинов, в состав которых входят все основные плазменные липиды — три!- 
лицериды (ТГ), фосфолипиды, холестерол (ХС) и свободные жирные кислоты. Ли- 
пилы плазмы крови наиболее часто находятся в соединении с различными апопро- 
теинами, образуя липопротеины. К. настояшему времени лучше всего изучены 8 ос- 
новных апопротеинов — Аро-А 1, 2, 4, Аро-В, Аро-С 1,2 ‚3 и Аро-Е. Некоторые ано- 

протеины являются составной частью определенных липопротеинов, другие же мо- 
тут мигрировать от одного липопротеина к другому. Существует четыре основных 
класса липопротеинов плазмы крови: 

В) хиломикроны (ХМ) — образуются в клетках слизистой оболочки кишечника и 
являются носителями пищевых ТГ 

2) липопротеины очень низкой плотности (ЛПОНП) — образуются в печени и ис- 

‘юльзуются для экспорта ТГ в другие ткани; 

3) липопротеины низкой плотности (ЛИНП) - являются конечными продуктами 

катаболизма ЛПОНП и переносчиками ХС в клетки; 

4) липопротеины высокой плотности (ЛИВП) — осуществляют метаболизм ХМ и 

ЛПОНЛП и транспортируют ХС из клеточных мембран в печень. 

Типичный липопротеин состоит из липидного ядра, образованного триглицери- 

дами и эфирами холестерола и наружного слоя, представленного фосфолипидами, 
холестеролом и апопротеинами (рис. 23.7.), Нормальный метаболизм липидов про 

исходит следующим образом. Синтезированные в кишечнике ХМ и в нечени 
ЛПОНИ попадают в кровеносное русло и переносят ТГ в жировые клетки и другие 

ткани. После отделения ТГ в жировых клетках, ХМ вновь поступают в печень, и 

ЛПОНП превращаются в ЛПНП, обогащенные ХС и содержащие Аро-В и Аро-Е. 

ЛИНП сохраняются в кровеносном русле в течение 2,5 суток и служат транспортери- 
ми ХС в различные клетки. Поступление ХС в клетки осуществляется при помони 
рецепторов ЛИНП, количество и функции которых находятся под генетическим 

контролем. Клеточные рецепторы группируются в специальных участках клеточной 
мембраны, погруженных виде кратера в цитоплазму. После взаимодействия рецеито- 
рас ЛПИНП участок мембраны, содержащий рецепторы, втягивается внутрь клетки и 

образует окаймленную везикулу. В цитонлазме ЛИНП отделяются от ренентори г 

проникают влизосомы, а рецеиторы возвращаются на клеточную мембрапу. Освобо 
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Периферический апобелок (например, Аро-С} 

Свободный холестерол. Фосфолипиды 

риацилулицероя 

Интегральный апобелок >. 

(например, Аро-В} < и Ядро, состоящее 

> „.”” _ ттавным образом, из 

т” неполярных липидов 

Слой, образованный 
преимущественно 

амфипатическими лилидами 

Рис. 23.7. Строение липопротенна. (Из: Р. Марри, Д. Гренер, П. Мейес, В. Ролуэлл, 
1993) 

ждение ХС изЛИНЛ осуществляется под действием нескольких ферментов. Обрат- 
ная доставка ХС в клетки печени и тонкого кишечника осуществляется ЛИВП так- 

же с использованием механизма рецепторного эндоцитоза. Схема обменных пре- 
врашений липопротеинов представлена на рис. 23.8. 

Таблица 23.2. Моногенные дефекты метаболизма липопротеинов, приводящие 

к гилерлнпидемиям 

Группа метаболических нарушений Локализация геха. амим 

1. Лефицит апопротеинов: 
Аро-А1 1423 107680 
Аро-В 2р24-23 107730 
Аро-С? 1913.1 207750 
Аро-СЗ 11923 107720 
Аро-Е 199131 107741 

И. Дефицит ферментов метаболизма: 
липопротеинлипазы 8р22 238600 
печеночной триглицеридлипазы 15921-23 151678 
холестеролацилтрансферазы 16922 245900 

{Щ. Дефект рецепторов к липопротеинам 
дефицит рецепторов ЛИНИ 19р13.2-р13.1 143890 

ГУ. Дефект транспортных белков липопротеинов: 
транспортный белок эфиров холестерола 16421 118470 
яранспортный белок фосфолипидов 20412-а13.1 172425 
микросомальный транспортный белок триглицеридов! 4422-24 157147 



Глава 23. Наследственные болезни обмени 352 

. Внепеченочные 

Рис, 23.8. Обменные превращения холестерола и липопротеинов низкой и очень низ- 
кой плотности. 

а - эндоцитоз ЛИНЛП и метаболизм холестерола во внепеченочных тканях (Из: В.Е. Мие\цет, |.5, 

Усипе, 2001) 

Метаболические блоки при семейных гиперхалестеролемиях: 1) нарушение синтеза рецепто- 
ра ЛПНП; 2) нарушение транспорта рецептора ЛЛНЛ к комплексу Гольджи; 3} нарушение свя- 

зывающей функции рецелтора ЛПНП; 4} нарушение пакующей способности рецептора ЛИНП, 

6 - формирование и обменные превращения липопротеинов очень низкой и низкой плотности 

{ППОНП и ЛПИЙ} в печени, (Из: РМарри, Д. Гренер, П. Мейес, В. Родуэлл, 1993} 

ХС - холестерол и его эфиры; апобелки: А, В, С, Е — Аро-А, Аро-В, Аро-С, Аро-Е, состветствен- 

но; ЛЛВЛ - липопротеины высокой плотности, ЛПСП - липопротеины средней плотности; ТГ- 

триацилглицерол; ФЛ - фосфолипидь 
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Основные этапы обмена ХС в организме находятся под сложным генетическим 

контролем. Нарушение в результате мутаций различных этапов этого метаболиче- 
ского пути может привести к задержке выведения ХС из организма и возникнове- 
нию различных вариантов гиперлипилемий, развитию атеросклероза сосулов серд- 
ца и мозга. В последние годы удалось расшифровать молекулярно-генетические ме- 
ханизмы некоторых моногенных болезней, обусловленных нарушением обмена ли- 

пидов. Их основные характеристики представлены в табл. 23.2. 

Рассмотрим более подробно одно из этих заболеваний. 

23.4.1. СЕМЕЙНЫЕ ГИПЕРХОЛЕСТЕРОЛЕМИИ (СГ) 

Это генетически гетерогенная группа заболеваний, как моногенной, так и мульти- 

факториальной природы. Моногенные формы заболевания — результат мутаций в 

различных генах, участвующих в синтезе и утилизации липопротеинов. Наиболее 
часто мутация затрагивает ген рецептора ЛПНИ. Это приводит к развитию СГ 2а- 

типа (0М]М:143890). Болезнь поражает как гетеро- ‚ так и гомозигот по мутантно- 

му аллелю гена и наследуется по аутосомно-доминантному типу. Гетерозиготы 
встречаются с частотой 1:500 человек в различных популяциях мира, частота гомо- 

зигот значительно ниже и не превышает 1:1 млн. человек. Ген рецептора ЛИН П рас- 

полагается на хромосоме 19р13.2-р13.1 и содержит 18 экзонов и 17 интронов. Коди- 
руемый им рецептор относится к семейству гликопротеинов, состоит из 860 амино- 

кислот и имеет доменную структуру. На рисунке 23.9. схематично показано располо- 

жение доменов рецептора ЛИН П и структура кодирующих их экзонов. Первый эк- 

зон кодирует участок полипептидной цепи, играющий роль сигнальной послелова- 

тельности. Экзоны со 2 по 6 кодируют 292 аминокислоты, сгруппированных в 7 тан- 

демно повторяющихся последовательностей и образующих лиганд-связывающий 
домен. Основная функция этого домена заключается в формировании ионных вза- 
имодействий с Аро-В- и Аро-Е-белками. Экзоны 7-14 кодируют аминокислотную 

последовательность, имеющую гомологию с предшественником эпидермального 
фактора роста (ПЭФР, ЕСЕ). Функции этого белкового участка окончательно не ус- 

тановлены. 15-й экзон кодирует образование 58 аминокислот, функции которых 

также не уточнены. Экзоны 16 и 17 образуют 22 гидрофобные аминокислоты, обес- 

печивающие заякоривание рецептора на клеточной мембране. 18-й экзон образует 

50 аминокислот, содержащих две сигнальные последовательности, необходимые для 
правильной организации рецептора на мембране. К. настоящему времени описано 

более 420 различных мутаций, которые в зависимости от воздействия на патогенез 

можно сгруппировать в 5 классов: 
1) приводящие к прекрашению синтеза рецептора; 
2) нарушающие миграцию рецептора из эндоплазматического ретикулума в ап- 

парат Гольджи; 

3) изменяющие процесс связывания рецептора с ЛИНП; 

4) нарушающие кластеризацию рецептора на клеточной мембран; 

5) нарушающие процесс отщепления ЛИНП в клетке и транспорт рецептора к 

мембране клетки. 
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Рис. 23.9. Расположение доменов рецептора ЛТНТ и их молекулярные характеристики 

15 Неизвестна 

Ориентация 

рецептора 
на мембране 

Мутации относящиеся к первому классу, возникают в промоторе гена или прел- 
ставляют собой нонсенс или сплайсинговые мутации вблизи его 5’-кониа. Мутации 

второготипа наиболее часто затрагивают экзоны 7—14 и приводят к изменению пор 

мальной укладки и пространственной ориентации белка. Третий тип мутаций нару 

шает функционирование лиганд-связывающего домена и/или аминокислотную по 

следовательность, имеющую гомологию с ПЭФР. Мутации четвертого типа парушиа 
ют функционирование домена, обеспечивающего заякоривание белка на мембран‹ 
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клеток (чаще всего это точковые мутации, обусловливающие замену цистииа на ти- 
розин). Мутации относящиеся к пятому классу, нарушают функционирование ами- 

нокислотной последовательности гомологичной ПЭФР. Они играют важную роль в 

отщеплении ЛИННИ и высвобождении рецепторов внутри клетки. Сушествуют два 

региона гена, в которых мутации обнаруживаются наиболее часто — экзоны 4 и 6. 

Еще одна особенность мутаций в гене рецептора ЛИНИ состоит в высокой частоте 

инсерций и делеций, возникающих в результате рекомбинации между внутригенны- 

ми Аи-повторами. 
Патогенез семейной гиперхолестеролемии в настоящее время представляется 

следующим образом. При недостаточности рецепторов ЛИНП на клеточной мемб- 

ране и нарушении их функционирования увеличивается концентрация ЛИНИ в 

кровяном русле. Их длительная циркуляция в крови приводит к образованию мак- 
рофагоподобных клеток (клеток-«чистильщиков»), которые начинают захватывать 

химически измененные ЛИНИ. Считают, что клетки-«чистильцики» возникают из 

интумы артерий и стволовых клеток и могут быть основой атеросклеротических 

бляшек сосудов. 

Второй генетический вариант СГ наследуется мультифакториально и может воз- 

никать у лиц, не имеющих мутаций в гене рецептора ЛИНИ. В этом случае вклад в 

генетическую прелрасположенность к развитию заболевания вносят мутации в раз- 
личных генах, участвующих в синтезе холестерола или являющихся транскрипцион- 
ными факторами. В качестве средовых факторов, провоцирующих развитие болез- 

ни, могут выступать различные лекарственные вешества, такие как гормон роста, 
тироксин, эстрадиол, холестерамин, казеин, а также избыточное потребление жира 
или длительное голодание. 

Клинические проявления разных генетических вариантов сходны (ярко-желтые 
ксантомы в области сухожилий мышц верхних и нижних конечностей, а также пери- 
орбитальный ксантелизм) и обусловлены отложением липидов на стенках сосудов, а 
также в коже, сухожилиях и связках (рис. 23.10). Но краю роговицы часто определя- 

ется липоидная дуга. Однако наиболее тяжелые последствия возникают при появле- 

Рис. 23.10. Ксантомы верхиих (4) и нижних (6) конечностей у больных с семейной ги- 
перхолестеролемией (Из: СН. К. Зспуег, А.Г. Веаиаеь, \..5. Я1у, р. УаНе, 2001) 
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нии атеросклеротических бляшек в коронарных артериях и аорте. Это в болыпиист- 
ве случаев приводит к возникиовению ишемической болезни сердца в молодом или 
даже детском возрасте. Наиболее тяжелая клиническая картина наблюдается у гомо- 
зигот но мутациям вгенерецентора ЛИНПИ. У этих больных патологические симито- 

мы появляются в более раннем возрасте, быстро прогрессируют и приводят к укоро- 
чению продолжительности жизни больного. Лабораторная диагностика заболевания 

основана на определении концентрации общего холестерола в плазме крови боль- 
ных. У гомозигот этот показатель составляет 600—1000 мт/дл, в то время как у гете- 

розигот этот показатель не превышает 350—550 мг/дл. 

23.5, НАСЛЕДСТВЕННЫЕ БОЛЕЗНИ ЭРИТРОНА 

В эту груплу заболеваний включают все гемолитические анемии, как несфероцитар- 
ные, обусловленные дефектами ферментных систем эритроцитов, так и сфероцитар- 
ные, связанные с наличием аномальных типов гемоглобина или белков эритропи- 
тарных мембран. ° 

23.5,1. НЕСФЕРОЦИТАРНЫЕ АНЕМИИ 

К особенностям этой группы заболеваний, отличающим ее от других гемолитиче- 

скиханемий, следует отнести отсутствие чувствительности эритроцитов к осмотиче- 
скому шоку, сохранение нормальной формы эритропитов и структуры гемоглоби- 
нов. Наиболее распространенная причина несфероцитарных анемий — дефекты в 

генах эритропитарных ферментов (глюкозо-6-фосфат-дегидрогеназы, пируваткина- 

зы, фосфофруктокиназы, гексокиназы, гексофосфатизомеразы и др.). Известно, что 
нормальная работа эритроцитарных ферментов необходима для успещного гликоли- 

за — процесса, в ходе которого образуется АТР, обеспечивающий эритроцит энерги- 

ей. По пути анаэробного гликолиза метаболизируется около 90% всей глюкозы эри- 

троцитов. Остальные 10% метаболизируются по аэробному пентозо-фосфатному пу- 
ти. Нарушения функционирования хотя бы одного из ферментов метаболического 
расшепления глюкозы эритроцита может привести к гемолитической анемии. Опи- 
саны различные типы наследования несфероцитарных анемий — аутосомно-доми- 
нантный, аутосомно-рецессивный и Х-сцепленный рецессивный. Наиболее распро- 

страненным заболеванием этой группы является эритропитарная энзимопатия, обу- 
словлениая недостаточностью глюкозо-6-фосфат-дегидрогеназы (Г6ФД), которую 
мы рассмотрим вданной главе. 
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^ 23511. НЕДОСТАТОЧНОСТЬ ГЛЮКОЗ0-6-ФОСФКТ ДЕГИДРОГЕНАЗЫ 
{ММ 305900 

аболевание наследуется по Х-сцепленному рецессивному типу. Это одна из наиболее 

аспространенных наследственных болезней человека. Показано, что около 100 млн. 
словек на Земном шаре несет мутацию в гене ГоФЛ. Наибольшее распространение за- 

олевание получило в странах Средиземноморья, Ближнего и Среднего Востока, Се- 

грных регионов Африки и Юго-Восточной Азии. Этому способствовали две основ- 

ые причины — устойчивость носителей мутации в гене ГОФД к малярии, чрезвычайно 

аспространенной в этих регионах, и высокая частота кровиородственных браков. 
Ген ГоФЛ локализован в области хромосомы Х428 и содержит 13 экзонов. Описа- 

о более 300 различных мутаций в гене, приводящих к значительному клиническо- 

ту полиморфизму заболевания. - 
В основе патогенеза болезни лежит снижение активности фермента Г6ФД. Этот 

Фермент катализирует первый этап окисления глюкозы по аэробному пентозофос- 
затиному пути, в результате которого происходит превращение В-Р-глюкозо-6-фос- 
эта в 6-фосфоглюконолактон. Окисление глюкозы по этому пути приводит к обра- 

овинию МАБРН, необходимого для синтеза жирных кислот, стероидов, а также ри- 

юзо-5-фосфата, участвующего в синтезе нуклеотидов и нуклеиновых кислот. В эри- 
роцитах МАОРН принадлежит существенная роль в образовании восстановленно- 

о глутатиона, разрушающего перекись водорода в ходе реакции, катализируемой 
лутатионпероксидазой. Накопление перекиси водорола в эритроцитах может со- 
:ратить время их жизни (путем повышения скорости окисления гемоглобина в мет- 
емоглобин) и снизить устойчивость эритроцита к воздействию свободных радика- 
юв и различных окислителей. При поступлении в организм различных лекарствен- 
ых и пищевых веществ, обладающих оксидантным действием, эритроциты набуха- 
от и подвергаются гемолизу. К лекарственым препаратам, провоцирующим возник- 
юовение гемолитических кризов, относят: противомалярийные препараты (прима- 
ин, хинин), противотуберкулезные препараты, анальгетики и жаропонижающие, ви- 
амип С, нитроглицерин, невиграмон, 5-НОК, некоторые виды антибиотиков и суль- 

раниламидов. В ряде случаев темолиз может индуцироваться инфекционными агента- 
ми и токсинами, атакже пишевыми продуктами, например бобами (Иса /аБа). 

Клиническая картина характеризуется желтухой, ознобом, лихорадкой, головной бо- 

тью и рвотой, возникающими после попадания в организм повреждаюшего агента. В 

<рови больного в момент приступа выявляются: нормохромная анемия, ретикулоцитоз, 
увеличение концентрации непрямого билирубнна, лейкопитоз. Симптомы заболевания 

могуг появиться в любом возрасте, в том числе в первые дни жизни, и имитировать ге- 
молитическую болезнь новорожденных. В ряде случаев, при массивном гемолизе и уве- 
ничении частоты кризов возникают осложенения, связанные с патологическим воздей- 
ствием продуктов распада эритроцитов на клетки печени, селезенки, а также почечные 
канальцы. Осложнения, как правило, возникают через 4—5 дней после приема препара- 
тов или пищевых продуктов. Длительность гемолитического криза не превышает 7—12 

цией. Исчезновение симптомов происходит после замены гемолизированной популя- 
ции эритроцитов вновь образованной. 
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Выделяют иссколько клинических парийичов болезни, для которых характерен 
различный уровень активности фермента в крови гемизиготных носителей и варьи-- 
рующая тяжесть клинических проявлений. Показано, что наиболее выраженное 
снижение активности фермеита возникает при мутациях, локализованных в 8- или 
Ю-ом экзонах гена. Эти варианты дефинита ГОФД характеризуются тяжелымн гемо- 

литическими кризами, провоцируемыми широким кругом лекарственных препара- 
тов и пищевых продуктов. В ряде случаев, например при варианте Фрейбург, гемо- 

лиз эритроцитов возникает с рождения и происходит практически постоянно, не за- 
висимо от приема лекарственных препаратов. 

Диагностика заболевания включает физикальное обследование, определение ак- 

тивности фермента в гемолизате, его электрофоретической подвижности и термо- 
стабильности, степени образования восстановленной формы МАРР* (МАБРН). 

Лля подтверждения диагноза проводят ДНК-анализ, направленный на обнаружение 

мутации в гене Г6ФД. 

Профилактика возникновения гемолитических кризов заключается в полном от- 
казе от приема лекарственных препаратов и пищевых продуктов, обладающих гемо- 
литическим действием. Липам с низким уровнем активности Г6ФД противопоказа- 
ны прививки и донорство. 

23.5.2, СФЕРОЦИТАРНЫЕ ГЕМОЛИТИЧЕСКИЕ АНЕМИИ 

Это группа заболеваний, общим признаком которых является с одной стороны ге- 

молиз эритроцитов, а с другой — реактивно усилеиный эритропоэз. При исследова- 
нии мазка крови больного обнаруживаются эритроциты аномальной структуры (в 

Рис. 23.11. Апомальные эритроциты при сфероцитарных гемолитическиханемиях. (Из: 
Н.С. Кисляк, РВ. Ленская, 1978): 

а - при талассемиях; б - мишеневидные эритроциты в мазке крови; в - серповидноклеточные 

эритроциты в мазке крови 
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том числе сфероцитарные, мишеневидные, серповидные и другие) 

(рис. 23.11.). Увеличение количества продуктов распада эритроцитов проявляется 

желтушным окрашиванием кожи и слизистых и повышением концентрации в кро- 

ви непрямого билирубина и железа. В этой группе можно выделитьдве подгруппы — ге- 

моглобинопатии, обусловленные изменением структуры гемоглобина, и мембранона- 

тии, связанные с аномалией белковых и липидных компонентов эритропитарной 

мембраны. 

23.5.2.1. ГЕМОГЛОБИНОПАТИИ 

Темоглобинопатии — группа наследственных заболеваний, этиологическим факто- 

ром которых являются мутации вгенах, кодирующих полипептидные непи глобино- 
вых белков. При различных вариантах гемоглобинопатий гемоглобин либо приоб- 
ретает неправильную форму, либо в его составе меняется соотношение глобиновых 
цепей. Известно, что глобин — это белок, содержащий четыре полипептидные цепи. 
Гемоглобин человека гетерогенен, что связано с различием его полипептидных пе- 
пей. В норме у взрослого человека 95%—98% всего гемоглобина составляет НРА, в 
состав которого вхолях две ©, и две В пепи. Таким образом, его формула записывает- 
ся как НЬА (05; В). От 2% до 2,5% приходится на долю НЬ А„, имеюшего формулу 
(92; 62) и лишь 0,1-2% гемоглобинов у взрослого человека составляет фетальный 

НЫЕ(оь,; у>). В период эмбриогенеза соотношение гемоглобинов бывает совершенно 

другим и, кроме того, присутствуют такие его формы, которые никогла не встреча- 
ются в постнатальном периоде. Например, у плода до 18-недельного возраста име- 
ется НЫ Со\ег 2 (6; =>), в состав которого входит отсутствующая у взрослых =-поли- 
пептидная цепь. С 20-ой недели внутриутробной жизни плода происходит постелен- 

ная замена этого тила гемоглобина на НЪР (0; >), который доминирует у плода и 

новорожденных детей. Замена фетального гемоглобина на гемоглобин А происходит 
в течение первого года жизни ребенка. 

Существует множество генетических механизмов возникновения заболеваний 
этой группы, обусловленных особенностями расположения генов глобиновых бел- 

ков и сложным контролем их транскрипции. Для а-цепи имеется два дуплициро- 
ванных гена, расположенных на хромосоме 16р13.3-риег— (©; ио.}. Гены В-глобино- 
вой цепи образуют на хромосоме 11р15.4-15.5 кластер. Последовательность генов 

соответствует этапам их экспрессии от периода эмбриогенеза до взрослого возраста —- 
первым располагается ген =-цепи, затем два гена у-цепей (у-С и-А), д и В. Продукты 

этих генов вместе с о-глобиновой цепью формируют различные типы гемоглобинов. 

Очередность такой экспрессии, по-видимому, регулируется генами контролирую- 
щих регионов, расположенных в промоторной области на некотором расстоянии от 
5’-конца этого кластера. При наличии мутаций, обусловливающих снижение или 
полное прекрашение экспрессии той или иной глобиновой цепи, возникает повы - 

шенная экспрессия других генов кластера. В результате образуются гемоглобины, не 
свойственные этому возрастному периоду. Заболевания, при которых количество с- 
или В-глобинов уменышено или они полностью отсутствуют и заменены в молекуле 
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гемоглобина другими ненями (например, у или 8), назынают средиземноморскими лн 

хоралками, или талассемиями (от греческого слова «таласса», которым в древност 

называли Срелиземное море). В зависимосги от нарушения синтеза о- или В-глоби 

новых цепей выделяют с/- или В-талассемии. Эти заболевания составляют зиичи 

тельную часть в структуре гемоглобипопатий и представлены множеством аллел 

ных вариантов, возникающих в резульгате точковых мутаций в генах глобиновых пе 

пей. К настоящему времени описано более 300 таких мутаций, большинство из ни 

очень редки. Наиболее выраженные клинические проявления обусловлены мутаци 

ями, затрагивающими функционально значимые участки белковой молекулы (т 

теми мутаниями, которые нарушают формирование вторичной и третичной структу 

ры глобина или аминокислотную последовательность в местах прикрепления 1см 

или контактах цепей друг с другом. К. наиболее распространенным аллельным вар 

антам гемоглобинопатий, помимо талассемий можно отнести серповидноклеточну! 

анемию, метгемоглобинемию и эритроцитоз. 

Приводим основные клинико-генетические характеристики некоторых гемо!л‹ 

бинопатий. 

о-ТАЛАССЕМИЯ (0М1М:141850). Группа заболеваний, обусловленных мутаци 

ями в генах о-глобиновых цепей. Наиболее часто возникают крупные делеции, + 

хватываюгцие 1,2,3 или 4 копии генов. Как указано выше, имеется четыре копии \ 

на о-цепей (по две для с, ис, цепей). Клинические проявления а-талассемии вау 

ируют в зависимости от протяженности делеции. При наличии делеции, захваты: 

ющей одну копию генов, клинические проявления, как правило, не возникают, к 

леция двух копий приводит к возникновению микроцитоза, трех — обусловливк 

типичную клиническую картину заболевания в виде хронической гемолитическа 

анемии и сопровождается образованием новыхтипов гемоглобинов, например 111 

состоящего из четырех В-непей (НЬВ,) Протяженная делеция, захватывающая 4 к 

пии ©-глобиновых генов, приводит к полному отсутствию а-цепей и образовании 

несовместимого с жизиью гемоглобина, состоящего из четырех у-пепей (НБУ „). 
ряде случаев, при наличии мутаций, затрагивающих район о-цепей, важный для ос! 

шествления их контактов с В-цепями, возникает тетрамер из двух у- и двух о-цеие 
Типичные клинические проявления @а-талассемии у гетерозигот по мутации п: 

цепях характеризуются хронической гемолитической анемией средней тяжести. |1 

молиз эритроцитов возникает в результате перегрузки клеток эритроидного ростка 

внутренних органов железом, что приводит к неэффективному эритропоэзу и оказь 

вает повреждающее действие на мембрану эритроцитов. Анемия часто обостряет 

при возникновении интеркуррентных инфекций и приеме некоторых лекарсзь 

ных препаратов, например, сульфаниламилов. У 80% больных возникает снленоми 

галия, ау 30% деформации скелета. 
В-ТАЛАССЕМИЯ (ОМИМ: 141900). Группа заболеваний, обусловленных мути 

ями вгенах В-глобиновых цепей. В зависимости от типа мутации и наличия или о 

сутствия В-глобиновых цепей выделяют несколько клинико-генетических варии! 

тов В-талассемий. Первый вариант обозначается как В-талассемия. Он возники: 

вследствие нонсенс-мутаций и сплайсинговых мутаций, а также мутаций, привол: 

щих к сдвигу рамки считывания. Второй вариант — В\-талассемия. Его причик 

служат мутации в промоторной области гена, в 5'- и 3’-нетранслируемых региона 
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ТАТА-, СААТ- и САССС-боксах. В результате таких мутаций происходит уменьще- 

ние или прекращение синтеза В-глобиновых цепей и замена их в молекуле гемогло- 

бина ©- иу-цепями. 

Один из редких вариантов В-талассемии связан с персистированием фетального 
гемоглобина, при котором не происходит его замена на гемоглобин взрослого. Из- 

вестно несколько типов персистирующего фетального гемоглобина: 1) гемоглобин 

представлен двумя у-цепями (Сил), при этом 5- и В-цепи отсутствуют, 2) гемогло- 
бин в основном представлен уС- и 6-цепями, при этом ген В-цепи функционально 

активен; 3) гемоглобин представлен /С- и уА-цепями, а В-пепи отсутствуют. Пока- 

зано, также, что возникновение симптомов талассемии (так называемых \-, 5-, В-та- 
лассемий) может быть обусловлено делецией в регуляторном элементе глобиновых 

тенов. Прелполагается, что этот регион, обозначаемый аббревиатурой ГСК, нахо- 
дится на расстоянии [00 т.п.н. от кластера глобиновых генов и контролирует его экс- 
прессию в ходе развития. - 

Клинические симптомы В-талассемий разнообразны и зависят от типа мугаций 
в гене В-глобиновых цепей. Большая талассемия В‘ (анемия Кули), как правило, 

проявляется в возрасте 2—6 лет. У больных отмечается задержка роста, гепатоспле- 
номегалия, дизморфические черты строения черепа и лица — результат остеопороза 
во виутриутробном периоде. Гемолиз проявляется желтушной окраской кожи и сли- 
зистых оболочек, приступами лихорадки. Анализ крови демонстрирует тяжелую ги- 
похромную анемию, снижение содержания гемоглобина, уменьшение количества 
эритроцитов и изменение их морфологии (мишеневидные эритровиты, пойкилоци- 
тоз, анизоцитоз, шизоцитоз, фрагментация и нормобластоз (см. рис. 23.11). Часто 

при большой талассемии возникают осложнения в виде трофических язв, цирроза 
нечени, мочекислого диатеза и гемосидероза. 

Для определения генетического варианта о- и В-талассемий и выявления гетеро- 

зиготного носительства проводят молекулярно-генетический анализ мутаций в гене 
о- и В-глобиновых целей. Возможна дородовая диагностика талассемий на раннем 

сроке беременности на основании анализа ДНК, выделенной из клеток плода. 
СЕРПОВИДНОКЛЕТОЧНАЯ АНЕМИЯ. Серповидноклеточная анемия (СА) — 

группа генетически гетерогенных заболеваний, возникающих у гомо- и гетерозигот 
по мутации в гене В-глобина ‚ детерминирующей серповидную форму эритроцитов. 
Это заболевание было впервые описано в 1910 году. Наибольшее количество гетеро- 

зиготных носителей аномального гемоглобина (НБ$) обнаружено в эндемичных по 

малярии регионах планеты — в Центральной Африке, Средиземноморье, Индии, 

странах Ближнего и Среднего Востока, что связано с устойчивостью обладателей та- 

кого генотипа к малярии. Около 8% афроамериканнев гетерозиготны по Нб$. При- 

чиной образования гемоглобина $ является точковая мутация, в результате которой 

в 6-ом положении полипептидной цепи В-глобина аминокислота валин заменяется 

на глутамин. Эта замена приводит к пониженной растворимости гемоглобина и по- 
вышению его полимеризации, что в свою очередь обусловливает изменение формы 
эритроцитов на серповидную. Такие эритроциты стаиовятся ригидными, теряют 
пластичность, закупоривают мелкие сосуды и гемолизируются. Закупорка сосудов 
часто приводит к образованию очагов ишемии, а при длительном течении заболева- 
ния — инфарктов во внутренних органах, костном мозге и головном мозге. Заболе- 
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вание часто имест приступообразное течение. Появление ишемических кризов час- 
то провопирустся тканевой гипоксией, сцижением рН крови, повышением темиера- 
туры тела и замедлением кровотока. Обычно выделяют несколько фаз криза: ишеми- 

ческую, длительностью до шести часов; инфарктную, длительностью до 3 суток; ми- 

кроэмболическую, длительность которой варьируету различных больных от недели до 
месяца. Типичными симптомами ищемической фазы являются сильные боли в по- 

звоночнике, крупных суставах, костях. Если в начале этой фазы начать интенсивное 
лечение, то возникновение других фаз заболевания можно предотвратить. При от- 

сутствии лечения или недостаточной терапевтической эффективности использус- 

мых препаратов возникает инфарктная фаза, во время которой боли усиливаются. 

Появляются лихорадка и симптомы вегето-сосудистой дистонии. Для микроэмбо- 

лической фазы характерны симптомы закупорки кровеносных сосудов, клиниче- 

ские проявления варьируют в зависимости от локализации участка эмболии. В меж- 

приступный период у больных регистрируется умеренная нормохромная анемия. К. 

наиболее грозным осложнениям заболевания можно отнести инсульты мозга, остео- 

миелит, переломы конечностей, калькулезный холецистит, 

Диагностика заболевания основывается на типичных клинических симптомах, 
выявлении серповидных эритропитов в крови, а также обнаружении мутаций вес 
В-цепи гемоглобина при проведении молекулярно-генетического анализа. 

23.5.2.2, ЭРИТРОЦИТАРНЫЕ МЕМБРАНОПАТИИ 

Одна из наиболее распространенных мембранопатий — микросфероцитарная анемия 

Минковского—Шоффара (0М1М:182900). Ее частота составляет 2:10000 новорожден- 

ных. Это генетически гетерогенная группа гемолитических сфероцитарных анемий, 
две из которых встречаются чаше других: первая обусловлена мутациями в гене белка 
спектрина, вторая связана с мутациями в гене белка анкирина. Оба эти белка обеспе- 

чивают целостность мембраны эритроцитов и ее устойчивость к деформации. Схема, 
расположения белков мембраны эритроцита представлена на рис. 23.12. Спектрин 
представляет собой тетрамер из 2137 аминокислот, состоящий из двух неилентичных 

цепей —с иВ. Анкирнн, состоящий из 1880 аминокислот, обеспечивает связь с липид- 
ными слоями мембраны и пространственную ориентацию спектрина и его взаимодей- 
ствие с цитоплазматическими белками. Ген о -цепи спектрина локализован на хромо- 
соме 14921, В-цепи — на хромосоме 14 422-423, а ген анкирина — в области хромосомы 

8р11.2. Мутации в гене о-цепи спектрина и промоторном районе гена анкирина при- 

водят к возникновению редких аутосомно-рецессивных вариантов сфероцитоза, а му- 
тации в гене В-цепи спектрина вызывают распространенный аутосомно-доминант- 

ный вариант сфероцитоза первого типа. В результате мутаций в гене спектрина и ан- 

кирина нарушается поверхностная структура мембраны эритроцитов и снижается 
мембранный индекс, что приводит к появлению сферической формы эритроцитов, 

Микросфероциты не обладают пластичностью нормальных эритроцитов и залержина- 
ются при прохождении из пульты селезенки в вепозные сосуды. 

Клинические проявления сферопитарных анемий часто возникают в старшем 
школьном и юношеском возрасте и характеризуются эпизодами желтухи, сопрово- 
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Рис. 23.12. Расположение белков мембраны эритроцитов 

ждающейся потемнением мочи и появлением интенсивно окрашенного кала. По 

мере прогрессирования заболевания возникают гепатомегалия и спленомегалия. В 
редких случаях на коже голеней больных образуются длительно незаживаюгцие яз- 

вы. В далеко зашедших случаях может развиться желчекаменная болезнь. Анализ 
крови больных свидетельствует об анемии, в препаратах выявляются эритроциты 
сферической формы, имеющие пониженную осмотическую резистентность (см. 

рис. 23.11). 

В настоящее время наиболее эффективный метод лечения — спленэктомия, пос- 
ле которой происходит купирование большинства клинических признаков. 

Диагностика заболевания осуществляется на основании характерных клиниче- 
ских проявлений, обнаружения эритроцитов сферической формы в крови больного, 

атакже ДНК-анализа, направленного на идентификацию мутаций вгенах спектри- 

на ианкирина. 

23.6. ЛИЗОСОМНЫЕ БОЛЕЗНИ 

Ферменты и ферментные системы обычно локализованы в определенных клеточных 

структурах (лизосомах, пероксисомах, митохондриях). Нарушение в работе таких 

ферментов приводит к неспособности органелл выполнять свойственные им функ- 
ции. В связи с этим принято выделять лизосомные, пероксисомные и митохондри- 

альные болезни. Особенности клинических проявлений митохондриальных заболе- 
ваний описаны в гл. 22. В данном разделе будут рассмотрены некоторые лизосомные 

болезни накопления. Лизосомы представляют собой специализированные цито- 
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плазматические мембранные структуры, оснойная функция которых — ферментатив 

ное расшепление различных макромолекул. Гилролитическая активность лизосом 

ных ферментов столь высока, что если бы мембрана лизосом разрушилась, то клетк;: 

тотчас бы подверглась самоперевариванию. Наибольшее распространение срели ли 

зосомных болезней имеют мукополисахаридозы, обусловленные нарушением ката 

болизма гликозамингликанов в различных тканях больного, и сфинголипидозы, воз 

никающие при нарушении обмена сфинголипилов. 

23.6.1, МУКОПОЛИСАХАРИДОЗЫ 

Мукополисахаридозы (МПС) — большая группа монотенных наследственных забо 

леваний, обусловленных нарушением многоступенчатого процесса ферментативно 

го катализа гликозамингликанов (ГАГ) в лизосомах. ГАГ представляют собой слож 

ные гетеросахара, состоящие из длинных полисахаридных цепей, построенных и‘ 

остатков глюкуроновой кислоты и сульфатированного гексозамина. К гликозамии 

гликанам относятся дерматансульфат, гепарансульфат, кератансульфат, а также хон 

дроитин-4- и хондроитин-6-сульфат, 

Впервые заболевание этой группы было описано Гурлером в 1917 году. К. настоя 

шему времени идентифицировано 10 генетических вариантов МПС. Пять из пи; 

обусловлены нарушением активности сульфатаз, четыре — гликозидаз и один вари 
ант возникает при дефиците трансферазы. 

На рис. 23.13, представлена схема обменных превращений дерматансульфати 

кератансульфата и гепарансульфата, указаны основные ферментативные блоки, обу 

словливающие возникновение некоторых видов МПС. Нарушение активности раз 

личных ферментов приводит к увеличению экскреции с мочой различных типов [А 

Повышение их концентрации дает основание для предварительного диагноза МИ 

и позволяет спланировать последовательность проведения энзимодиагностики. 

В табл. 23.3. представлены сводные данные о генетических и биохимических хи 

рактеристиках при различных вариантах МПС. 

Появление клинических симптомов после периода нормального развития свой 

ственно большинству болезней накопления. Это связано с достижением критиче 

ского уровня нерасшепленного субстрата в лизосомах. При исследовании биоптато! 

различных тканей обнаруживаются увеличенные в размере лизосомы, представляю. 

щие собой раздутые вакуоли. 

Все МПС наследуются аутосомно-рецессивно и лишь болезнь Хантера (МП 

второго типа) наследуется Х-спепленно рецессивно. 

Клинические признаки при различных вариантах МПС имеют значительно 

сходство и становятся заметными к 2—3 летнему возрасту. Среди них: 1) грубые чер- 

ты лица (гаргоилизм), 2) задержка роста (нанизм), 3) диспропорциональное строе- 

ние скелета, деформации позвоночника (кифозы, сколиозы); 4) контрактуры суста- 

вов, 5) гепатоспленомегалия, 6) пахово-мошоночные грыжи, 6) снижение слух 
(кондуктивная тугоухость), 7) помутнение роговицы. 

Некоторые генетические варианты МПС сопровождаются снижением интеллек- 

та. Сочетание отмеченных клинических признаков при разных нозологических фор- 
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Рис. 23.13. Схема обменных превращений некоторых гликозаминогликанов и о 
ные ферментативные блоки, приводящие к возникновению мукополисахаридозов 
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]иблица 23.3. Характеристика биохимических маркеров различных тинов 

мукополисахарилозов 

Тин омм Фермент Ген 

1Н Гурлера 252800 | а-П-идуронидаза 4р16.3 ДС, ГС 
15$ Шейе _ ДС, ГС 
2 Хантера 309900 Илдуронатсульфатаза Ха28 ДС, ГС 
ЗА Санфилиппо |252900 Тепаран-М-сульфатаза 174925.3 ГС 
ЗВ Санфилиппо |252920 а-М-ацетилглюкозаминидаза| 17421 ГС 
3С Санфилиппо |252930 а-ацетил-СоАтлюкозамин- _ ГС 

'Ацетилтрансфераза 
ЗД Санфилиппо |252940 М-ацетилглюкозамин- 12914 ГС 

6-сульфатаза 
4А Моркио 253000 Галактозамин-б-сульфатаза | 16424.3 КС, ХбС 
4В Моркио 230500 В-галактозидаза 1 22913-щег | ГАГв норме 
6 Марото-Лами |253200 Арилсульфатаза В 5913-4914 ДС 
7 Слая 253220 В-глюкуронидаза 7421.1-922 дс. ГС, ХбС, 

АС 
1-клеточная бо- |252500 М-ацетилглюкозамин- 4421-23 Умерениос 
лезнь (муколи- 1-фосфотрансфераза повышение 
пидоз 2 типа) всех ГАГ 

мах этой группы заболеваний варьирует. Первый тил МПС характеризуется наличи- 

ем двух аллельных вариантов — болезни Гурлера и болезни Шейе. Они обусловлены 

разными мутациями в одном и том же гене, Клинические проявления этих двух ви- 

риантов значительно отличаются друг от друга. Так, при МПС Турлера у больного 

есть все вышеперечисленные симптомы, характерные для мукополисахаридозов в 

целом (рис. 23.14). Течение заболевания тяжелое, прогрессирующее; продолжитель- 

ность жизни больных снижена. При синдроме Шейе симптомы, характерные для 

мукополисахаридозов, выражены незначительно; заболевание имеет доброкачест- 

венное течение. 

МПС 2-го типа (болезнь Хантера) по клинической картине и тяжести течения на- 
поминает МПС 1-го типа. 

Фенотипические проявления МПС 3-го типа (болезни Санфилиппо) обусловлены 

снижением активности четырех ферментов, участвующих в процессе деградации ге- 

парансульфата. В соответствии с этим выделяют четыре генетических формы, кото- 

рые практически невозможно отличить при клиническом обследовании больного. 

Для этого типа МПС наиболее характерны симптомы, связанные с поражением пер- 

вной системы: снижение интеллекта, повышенная возбудимость, нарушение спа и 

спастическая диплегия. Как правило, у больных снижен слух. Гаргоилизм для этой 
формы заболевания не типичен, однако, отмечается гепатоспленомегалия и не рез- 

ко выраженные изменения скелета. 

Особенностью клинических проявлений МПС 4-го типа (болезни Моркио) явля- 

ются выраженные скелетные деформации: резкое укорочение туловища, приволятцее 

к значительному снижению роста больного, деформация позвоночника и грудной 

клетки, укорочение шеи, контрактуры и деформации суставов. Такие значительные 
деформации позвоночника нередко вызывают симптомы сдавления спинного мозга 

в спинно-мозговом канале. Интеллект больных, как правило, не страдает. 
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Клинические проявления мукополи- 

сахарилоза 6-го типа (болезни Маро- 

то—Лами) в значительной степени сход- 

ны стаковыми при МПС 1-го типа, одна- 

ко, клинические симптомы появляются 
позднее и темп прогрессирования забо- 

левания более медленный. Кроме того, 

для этого варианта МПС не характерно 

снижение интеллекта. 

23.6,1,1, |-КЛЕТОЧНАЯ 
БОЛЕЗНЬ (0ММ:252500) 

[-клеточная болезнь — это особая форма 
болезней накопления, обусловленная на- 
рушением обмена гликозамингликанов. 

Это название заболевание получило в 
связи с выявлением в биоптатах больных 
характерных включений (Г — от англ. 

«исюзюп» — включение). Лизосомы с из- 

быточной коннентрацией нерасшеплен- 

ных продуктов придают клеткам своеоб- 

разный «раздутый» вид. Возникновение 

клинических проявлений обусловлено му- 

тацией в гене фермента, обеспечивающего 

И СЕВ прооднсню заново 6 вефиной 
2001) группировки к лизосомным гидролазам 

для их транспорта. Показано, что именно 
эта маркерная группировка, находящаяся в составе фермента, узнается рецептором. 
мембран лизосом. Отсутствие этой группировки приводит к увеличению конпентра- 

ции лизосомных ферментов в жидких средах организма и ее снижению втканях. Кли- 
ническая картина этого варианта болезней накопления сходна с МПС 1-го типа. 

23.6.2. СФИНГОЛИПИДОЗЫ 

Сфинголипидозы (СЛ) — группа наследственных заболеваний, которая обуслов- 

лена снижением активности ферментов, обеспечивающих деградацию сфингомие- 
линов — галактозидов и цереброзидов. Сфингомиелины — сложные липиды, основ- 
ным структурным компонентом которых является церамид. Разнообразие сфинго- 

липидов объясняется различиями в структуре компонентов, присоединяющихся к 
церамиду, главным образом гексоз. В настоящее время илентифицировано несколь- 

ко нозологических форм СЛ, сводные данные о них представлены в табл. 23.4. 



Глава 43. пислеостиенные сдлх на отоотеуь 

1аблица 2.3.4, Позологические формы сфииголипилозов 

Болезнь ОММ Фермент Ген Лии наследования 

Метахроматическая 250100 | Арилсульфатача А | 22413.31 АР 
лейколистрофия 
Метахроматическая Просапозин 10421-22 АР 
лейкодистрофия 
Лейкодистрофия  |245200 |В-галактозидаза 14921-31 АР 
Краббе 
Болезнь Гоше 
Тип 1 606463 
Тий ИП 230900 | | В-глюкозидаза 1921 АР 
Тин Ш 231000 
Болезнь Ниманна— 
Пика 
тип А итип В * 257200 | Сфингомиелиназа 11р15 АР 
тип С 257220 | Мембраносвязанный 18911-12 АР 

стеролчувствительный 
белок _ 

Вкачестве примера сфингомиелинозов рассмотрим одно из заболеваний из груп: 

пы лейкодистрофий, обусловленных поражением белого вещества головного мозга 

— метахроматическую лейкодистрофию. 

2362.1, МЕТАХРОМАТИЧЕСКАЯ ЛЕЙКОДИСТРОФИЯ (МД) 
(ОМ: 250100) 

Лейкодистрофии — это группа заболеваний, характеризующихся прогрессирующи! 

поражением белого вещества головного мозга и глии (в слове «лейкодистрофия» ка 

рень «лейко» происходит от латинского слова 1еисоз — белый). Первое описани 

МЛД было сделано Альцгеймером в 1919 году. Тип наследования заболевания ау 

сомно-рецессивный. В основе патогенеза большинства случаев МЛД лежит мугаци 

в структурном гене фермента арилсульфатазы А, картированном на хромосом 

22413.31-сеги содержащем 8 экзонов. К. настоящему времени описано более 60 ри’ 

личных патологических мутаций, что свидетельствует о выраженной аллельной и 

терогенности этого заболевания. Показано, что арилсульфатаза А обеспечивает ги; 

ролиз сульфата от цереброзилсульфатов (галактозил- и лактозилсульфатов) в ли 

сомах миелина центральной и периферической нервной системы, а также некок 

рых внутренних органов, прежде всего печени и почек. При возникновении бло! 

этих обменных превращений происходит накопление субстратов в лизосомах, пиру 

водящее к нарушению функции нейронов. Наряду с классическим генетическим в 
риантом МЛД описано несколько случаев со снижением активности арилсульит 

зы А вследствие мутации в гене просапозина, локализованном на хромосоме 10 ис 

держащем 15 экзонов. Показано, что продуктом этого гена являются четыре актин 

торных белка: сапозин А, В, С, р — один изкоторых, а именно сапозин В, регулир 

етактивность арилсульфатазы А. 
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Рис. 23.15. Патологические проявления метахроматической лейкодистрофии (Из: СВ. 
К. Зспуег, А.Г. Веаи4ей, \.5. Зу, О. УаЦе, 2001} 

а - очаги демиелинизации в белом веществе мозга на МРТ; б - метахроматические включения 

в цитоплазме нейрона 

При гистологическом исследовании мозга. больного обнаруживаются увеличен- 
ные в размерах лизосомы, содержащие гранулярные массы диаметром от 5 до 15 
ммк, окрашивающиеся метахроматически. При прижизненном исследовании мозга 
с помощью метода магнитно-резонансной томографии обнаруживаются очаги де- 
миелинизации, наиболее часто концентрирующиеся вокруг четвертого желудочка и 
субкортикально (рис. 23.15). 

Клинические проявления МЛД полиморфны. Выделяют несколько вариантов, 

отличающихся возрастом начала, характером клинических симптомов и тяжестью 
течения. 

Первый вариант встречается довольно редко и называется врожденным; клиниче- 
ская картина разворачивается в возрастном диапазоне от рождения до 4-месячного 
возраста. Характерные симптомы: мышечная гипотония, снижение сухожильных 
рефлексов, эпизоды апноэ, цианоз и тонико-клонические судороги. Смерть боль- 
ных наступает спустя несколько месяцев или даже дней от момента появления пер- 
вых симптомов. 

Второй вариант — наиболее распространенный, его называют ювенильным. Сим- 

птомы при этой форме заболевания становятся заметными в возрасте от 6 месяцевдо 
2 лет, после периода нормального психомоторного развития. У ребенка возникает 

мышечная гипотония; потеря ранее приобретенных двигательных навыков; про- 
грессирующая умственная отсталость; атрофия дисков зрительных нервов; корковая 
слепота, дизартрия, переходящая в афазию; атаксия; бульбарный или псевдобуль- 
барный паралич и судороги. В терминальных стадиях заболевания мышечная гипо- 

тония сменяется мышечным гипертонусом с появлением спастического тетрапареза. 
Смерть больных наступает спустя 2—3 года от начала заболевания. 

Взрослая форма начинается на втором-третьем десятилетии жизни. Клинические 

проявления заболевания характеризуются наличием выраженных психических на- 
рушений в виде психозов, шизофреноподобных симптомов в виде бреда, слуховых 
галлюцинаций и деперсонализации. По мере прогрессирования заболевания к этим 



Глава 23, Наследственные болезни обмена — 

симнтомам присоединяется очатовая пепрологическая симитоматика в виде 

мидных и экстрапирамидных симитомов, атрофии дисков зрительных нерво 

реза и энкопреза. Часто такие больные оказываются пациентами исихиатри 

клиник. Смерть больных наступает через пять — десять лет от манифестации 1 

ваиия. 

Диагноз МЛД основывается на типичных клинических проявлениях, н: 

очагов поражения белого вещества на МРТ головного мозга, снижении акти! 

арилсульфатазы А в лимфоцитах и культуре кожных фибробластов и повы 

уровня сульфатидов в моче больного. Молекулярно-генетическая диагиосту 

труднена в связи с выраженной аллельной гетерогенностью. В отягощенных ' 

возможно проведение дородовой диагностики на основе использования биохь 

ских методов. 

23.1. ПЕРОКСИСОМНЫЕ БОЛЕЗНИ 

Пероксисомные болезни — группа заболеваний, обусловленных нарушением 

туры и функции пероксисом, — внутриклеточных органелл, присутствующих 

дой клетке организма за исключением зрелых эритроцитов. Около 50 ферме 

роксисом обеспечивают В-окисление очень длинноцепочечных жирных 1 

(ОДЦЖК), дикарбоновых кислот, пипеколиновой кислоты, простаглапдинон 

роксисомах происходят начальные этапы биосинтеза плазмалогенов, вхоля 

структуру миелина и составляющих от 5% до 20% фосфолипидов клеточных 

ран. Одна из важнейших функций пероксисом — защита клетки от образуюнк 

ней атомарного кислорода с помощью химических преврашений, в которых уч 

ют нероксисомные каталазы. 
Возникновение пероксисомных болезней обусловлено нарушением сли 

ферментативных реакций внутри органелл, процессов транспорта белков чере 

браны органелл и функции их рецепторов. Белки, вовлеченные в биогенез ие! 

сом, называют пероксинами. В настоящее время определены функции более 2( 

ксинов, для 9 из которых установлена хромосомная локализация кодирующих 

обозначаемых РЕХ. В большинстве случаев патогенетические механизмы не! 

сомных болезней связаны с нарушением четырех основных биохимических | 

сов — синтеза плазмалогенов, окисления ОДЦЖК и фитановой кислоты и де 

ции пипеколиновой кислоты. Особенностью пероксисомных болезней яв 

возникновение нескольких заболеваний при мутациях в одном и том же тен 
появление одного клинического фенотипа, при наличии мутаций в разных ге! 

роксинов. Среди наиболее распространенных пероксисомных болезней гепа 

ребро-ренальный синдром Цельвегера, ризомелическая точечная хондродистТ 

синдром Рефсума и вдренолейкодистрофия. Частота пероксисомных боле'ит 

ставляет 1: 25000-1:50000 новорожденных. На основании двух важных крит! 

количества пероксисом в печени и степени парушения их функций — эти 6 

принято делить натри основные группы. К первой группе относятся пероксиси 
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болезни, при которых количество пероксисом в печени значительно снижено, а 

биохимические процессы в них нарушены. Во эторую группу входят заболевания, 

характеризующиеся нарушением лишь нескольких биохимических процессов в пе- 

роксисомах и нормальным их количеством в печени. При заболеваниях третьей 

группы биологическая функция пероксисом полностью подавлена, но их количест- 

во в печени соответствует норме. 

Клиническая картина пероксисомных заболеваний включает: 1) черепно-лице- 

выс аномалии; 2) патологию органов зрения (нарушение пигментации сетчатки, по- 

бледиение дисков зрительных нервов); 3} неврологические симптомы (мышечная 

гинотония, судороги, задержка раннего психомоторного развития); 4) гепатомега- 

лию; 5) аномалии скелета (ризомелический тип укорочения конечностей). 

Для демонстрации особенностей проявления пероксисомных болезней приво- 

дим клинико-генетические характеристики церебро-гепато-ренального синдрома 

Цельвегера, относящегося к первой группе. - 

23.7.1. СИНДРОМ ЦЕЛЬВЕГЕРА (СЦ) (ОМИМ: 214100) 

Этот синдром объединяет группу генетически гетерогенных состояний. К клиниче- 
ским проявлениям С Ц могут приводить мутации в генах пероксинов 1, 2, 3, 5, би 12. 

Все варианты СЦ наследуются по аутосомно-рецессивному типу. 
Первые симптомы отмечаются с рождения. Для больных характерна внутриут- 

робная гипотрофия (вес при рождении не превышает 2500 г), дисморфизм в строе- 

нии лица и черепа — увеличение размеров лба, монголоидный разрез глаз, периор- 
битальная полнота тканей, короткий вздернутый нос, микрогнатия. Среди наиболее 

типичных признаков: резкая мышечная гипотония, доходящая до атонии, и поли- 
кистоз почек. У всех больных отмечаются полиморфные пороки развития головно- 
го мозга. Часто диагностируется полимикрогирия, лизэнцефалия, агенезия мозоли- 
стого тела, очаги демиелинизации в белом веществе мозга, гидроцефалия. В ряде 
случаев выявляется патология глаз в виде врожденных катаракт и глауком, а также 
пороки сердца и наружных половых органов. Для заболевания характерна длитель- 
пая желтуха и симптомы нвдпочечниковой недостаточности в первые месяцы жиз- 
ни. У всех детей отмечается грубая задержка раннего психомоторного развития и 

снижение продолжительности жизни. Большинство больных погибает в течение 

первого года. 
При морфологическом изучении биоптатов печени больных выявляется харак- 

терный морфологический признак — резкое снижение или полное отсутствие перо- 
ксисом в печени. Биохимический анализдемонстрирует значительное снижение ак- 
тивности основных групп ферментов, участвующих в синтезе плазмалогенов, мета- 
болизме фитановой кислоты, В-окислении жирных кислот, деградации пипеко- 
линовой кислоты. Важный диагностический признак СЦ, выявляемый при лабора- 
торном обследовании, — повышение концентрации очень длинноцепочечных жир- 

ных кислот в плазме крови. | 
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ГЕНЕТИКА ШИРОКО 
РАСПРОСТРАНЕННЫХ 
ЗАБОЛЕВАНИИ 

24.1. ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА 

И ГЕНЕТИЧЕСКИЕ МЕХАНИЗМЫ ШИРОКО 

РАСПРОСТРАНЕННЫХ ЗАБОЛЕВАНИЙ 

В последнне годы большое внимание уделяется изучению генетических механизмов 

широко распространенных болезней, вносящих основной вклад в структуру заболе- 

ваемости и смертности человека. Доказана существенная роль генетических факто- 

ров в возникновении атеросклероза, эссенциальной гипертензии, сахарного диабе- 

та, бронхиальной астмы, различных форм рака, многих врожденных пороков разви- 

тия и др. Большинство заболеваний этой группы имеют мультифакториальную при- 

роду, т.е., их клинические проявления возникают только в результате совместного 

действия некоторого числа генетических и средовых факторов. Такие болезни при- 

нято называть болезнями с наследственной предрасположенностью (БНП). Эта пато- 

логия в настоящее время приобретает все большее значение для медико-генетиче- 

ского консультирования и практического здравоохранения, так как в среднем около 

10% населения страдает болезнями с наследственной предрасположенностью, а их 

доля среди общего числа случаев наследственной патологии человека достигает 90%. 
В большинстве случаев наследственная предрасположенность формируется спе- 

цифической комбинацией аллелей нескольких генов, вносящих вклад в развитие 

или модификацию клинических проявлений болезни. Участие нескольких генов В 

генетическом контроле может иметь форму их аддитивного действия, либо один из 

генов окажется главным, а остальные будут иметь модифицирующее влияние. 

Предположение о полигенном характере наследования заболевания формирует- 

ся на основании данных, полученных эмпирическим путем при использовании 
классических методов медицинской генетики (клинико-генеалогического, близне- 

цового, популяционно-статистического) и основывается на различиях в средних 

значениях изучаемого количественного признака у носителей различных генотипов- 

Наибольшая вероятность реализации такой модели наследования имеет место в сле- 

дующих случаях: 

1) если конкордантность монозиготных близнецов вчетверо выше, чем конкор- 

дантность дизиготных близнецов; 

2) если доля пораженных сибсов, рожденных в браках, где один из супругов по- 

ражен, в 2,5 раза выше, чем в браках здоровых лиц; 

35-4167 
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3) если наблюдаются различия в частоте пораженных среди мужчин и женщин, 
то вродословной пробандов реже поражаемого пола наблюдается увеличение коли- 

чества пораженных родственников (это связано с тем, что проявление признака воз- 

можно при наличии меньшей генетической подверженности к заболеванию); 

4) если в популяциях с высоким уровнем инбридинга распределение подвержен- 

ности заболеванию имеет более значительную дисперсию. 

24.2. МАТЕМАТИЧЕСКИЙ АНАЛИЗ МЕХАНИЗМОВ 

РАЗВИТИЯ БОЛЕЗНЕЙ С НАСЛЕДСТВЕННОЙ 

ПРЕДРАСПОЛОЖЕННОСТЬЮ (БНП) 

Механизм развития заболеваний, обусловленных аддитивным действием генов, мо- 

жет быть описан с помощью различных математических моделей, главная из кото- 
рых — полигенная модель с пороговым эффектом. Наиболее часто предрасположен- 

ность к заболеванию изучают, анализируя количественные признаки, распределение 

которых является нормальным. Предполагается, что существует непрерывный ряд 

значений таких признаков, которые можно измерить у больных и здоровых людей. 

В этом случае термином «порог» обозначают определенную границу в градуирован- 

ном континууме подверженности заболеванию, за которой располагаются больные 

индивиды (рис. 24.1.). Необходимо отметить, что величина порога подверженности 
к тому или иному заболеванию может быть различна для лиц разного пола, возрас- 

та, национальности и расы. Возрастание восприимчивости к заболеванию, приводя- 

щее к превышению этого «порога», возникает в том случае, когда совокупность на- 

следственных и средовых факторов приводит к нарушению гомеостаза и возникно- 

вению заболевания. Основными генети- 

ческими компонентами дисперсии яв- 

ляются: аддитивная (У,), доминантная 

(Уз и эпистатическая (\;). Нарялу с 
этим, учитываются две группы внешне- 

средовых факторов: систематические 

(компонента \„,) и случайные (компо- 

нента \.„). Таким образом фенотипиче- 

ская (то есть, наблюдаемая) дисперсия — 

Пораженные 

Подверженность Порог У, признака может быть выражена фор- 
мулой : 

Рис. 24.1. Мультифакториальное насле- 
дование с пороговым эффектом \, =У, У. У, + У + У 
Подверженность заболеванию в общей попу- 

ляции имеет нормальное распределение; ин- Для оценки вклада генетических фа- 

дивиды справа от порога поражены болезнью кторов в предрасположенность к заболе- 
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ванию необходимо использовать коэфирипиени наследуемости (82), который может 

быть вычислен на основе показателей еиотинической дисперсии и является част- 
ным отделения УУ,. Однако в болыпинстие случасв вычисление коэффициента на- 

следуемости осуществляется через коэффициент корреляции (г) между ролственни- 

ками различной степени родства. Например, В? = 2: для пар родитель-ребенок. Рас- 

чет коэффициента корреляции проводится по формуле: 

мУ(хху)- (Ух ху) 

хмм] 
где Х и У — величины искомого признака у ребенка и родителя соответственно; 

1=(1,2,3..., М) — номера пар «родитель-ребенок», М — общее число таких пар в 
выборке, суммирование ведется от [ до М. 

Такой коэффициент межклассовой корреляции определяет степень и направление 
взаимосвязанного варьирования признака в группе «родителей» и в группе «летей». 

В 1965 г. Фолконер впервые предложил использовать эту модель для изучения 
признаков и заболеваний, имеющих только качественное выражение (то есть, при- 
знак или заболевание присутствуют или отсутствуют). В этом случае проводится 
сравнительный анализ частоты заболевания в популяции (2) и среди родственников 
больных (га). Положение порога на нормальной кривой предрасположенности к за- 

болеванию характеризуется частотой заболевания, выявленной в популяции. В этом 

случае необходимо рассчитать показатели отклонения порога и среднего значения 
предрасположенности для родственников больного от среднепопуляционного зна- 
чения предрасположенности. Обозначив эти показатели через х и а, и выразив их в 
единицах стандартного отклонения х, иа, (рис. 24.2.), а также определив значение 
частоты заболевания у родственников -— х„, с помощью таблиц нормального распре- 
деления, можно рассчитать коэффициент корреляции между пробандами и их рол- 
ственниками по формуле: 

Х; — Ха 

А 

Зная коэффициент корреляции, можно легко вычислить показатели наследуемо- 

сти, как показано выше. 
Необходимо отметить, что использование статистических математических мето- 

дов в изучении полигенных признаков не позволяет решить вопрос о наличии тене- 
тической детерминированности признака. Результаты анализа дают представление © 
существовании и степени разнообразия в количественном выражении прилиака, 
обусловленного генетическими факторами. Если такое разнообразие выявлено и по- 
казано его значительное влияние на величину фенотипической дисперсии, то дела- 
ется предположение о значительном вкладе генетических факторов в формирование 
межиндивидуальных различий по степени выраженности признака втой популяции, 
ина материале которой проводится исслелование. 
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Рис. 24.2. Гипотстические 
кривые предрасположенно- 
сти к мультифакториальному 
заболеванию в популяции иу 
родственников пробандов. 

а, - частота заболевания в по- 
пуляции, а„. - частота заболе- 

зания у родственников, 

С - среднее значение пред- 

расположенности в популяции, 

Хх — расстояние от среднепопу- 

ляционного значения предрас- 

положенности до порога (Т), 

а, - расстояние от среднепо- 

пуляционного значения пред- 

Родственники в расположенности до среднего 
пробандов значения предрасположенно- 

сти у больных (А), 

В- среднее значение предрас- 

положенности у родственни- 

ков больных, 

Ха - расстояние от среднего 

значения предрасположенно- 

т сти у родственников больных 

до порога (Т) 

Безусловно, такие модели являются в значительной степени условными, так как 

подверженность большинству широко распространенных заболеваний имеет значи- 

тельно более сложный механизм. 

24.3, МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИЧЕСКИЙ АНАЛИЗ 

МЕХАНИЗМОВ РАЗВИТИЯ БНП 

В последние годы, в результате интенсивного развития молекулярно-генетических 
методов удается идентифицировать гены, мутации в которых вносят существенный 
вклад в предрасположенность к развитию различных мультифакториальных болез- 
ней. Показано, что при ряде БНП вклад одного из генов полигенной системы в реа- 

лизацию заболевания настолько велик, что можно говорить об эффекте «главного 
гена», который наиболее важен для формирования наследственной предрасполо- 

женности. 
Однако, учитывая мультифакториальную природу этой группы заболеваний, счита- 

ется, что наличие этого гена необходимо, но не достаточно для развития заболевания. 
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Таблица 24. 1. Редкие моногенные формы некоторых широко распространенных заболеваний 

Заболевание Релкая форма Гены | омм 

Гинерлипидемия! Семейная гипер-|РОАК, 19р13.2-р!3.! 143890 
холестеролемия 

(ИБС) Ссмейный де- |аро-В, 2р23-р24 107730 
-] фектАро-В-100 _} 1 

Эссенциальная | Гипертензия, ку-| Неравный кроссинговер между 103900 
гипертензия пируемая глю- |тенами альдостерон-синтазы 

кокортикоидами| и !1-В-гидроксилазы 
Синдром Лиддла] Гены эпителиального натрие- 177200 
(песвдоальдо-  |вого канала (5СММ№2,5СММЗ) 
стеронизм) 
Псевлогипоаль- 
достеронизм, 
тип 2 {синдром 
Гордона) 
Синдром избыт- | Ген почечной !1-В-гидрокси- 218030 
ка минералокор-1| стероид-дегидрогеназы 

| ТИКОИлОВ 

Инсулиноне- МОРУ 1 НМЕЗА 125850 
зависимый сахар4 МОБУ 2 Гён глюкокиназы (ССК) 125851 
ный диабет МОЛРУЗ Тен ядерного фактора 600496 
(ИНЗСД) тепатонитов 

МОУ 4 Ген фактора-! промотора 606392 
инсулина 

МОГУ 5 Тен печеночного фактора 605284 
транскрипции 2 

МОУ 6 Тен МЕОВОРУ 606394 

Предположение о наличии главного гена может быть высказано только втом случае, ес- 

лиу больных индивидовобнаружены мутации вэтом гене, не встречающиеся у заоровых 

людей. В большинстве случаев продукт главного гена играет ключевую роль в патогене- 

тических механизмах формирования патологических симптомов заболевания. В качест- 

ве примера можно привести значительный вклад двух генов ВЕСА! и ВЕСА? в предраспо- 

ложенность к семейным формам рака молочной железы (см. рис. 24.2). Существование 

«эффекта главного гена» позволяет использовать классический параметрический подход 

для анализа сцепления выбранных генов-кандилатов при картировании генов предрас- 
положенности к заболеваниям. С помошью модели главного гена вгруппе мультифакто- 
риальных заболеваний удалось выделить формы, имеющие моногенное наследование. 
Так, в обширной группе гиперлипидемий, приводящих к ишемической болезни сердия 

(ИБС), была выделена семейная гилехолестеролемия, обусловленная мутацией втене ре- 

цептора липопротеинов низкой плотности (см. разд. 23.4), в группе эссенциальной ги- 

пертензии идентифицировано 4 моногенных варианта, а при инсулинонезависимом са- 
харном диабете обнаружено 6 генетических вариантов взрослой формы заболевания у мо- 

лодых (МОБУ - 1-6 типов). Клинико-генетические характеристики моногенных форм 

этих групи игироко распространенных заболеваний представлены в табл. 24.1. 
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Идентификация генов, вносящих вклад в генетическую предрасположенность к 

БНП, достаточно сложная задача. Основные причины этого следующие: 1) отсутст- 
вие менделевского типа наследования у большинства заболеваний этой группы; 2) 

наличие у них выраженной генетической гетерогенности {каждая клиническая фор- 

ма представляет собой группу наследственных дефектов с одинаковым проявлени- 

ем); 3) недостаточная изученность патогенетических механизмов. 

В настоящее время для илентификации генов предрасположенности к мульгифа- 

кториальным заболеваниям используюттри основных метода: !} анализ ассоциации 

заболевания с полиморфными маркерами; 2) анализ сцепления заболевания с поли- 

морфными маркерными генами; 3) экспериментальное скрещивание животных. 

24,3.1. АНАЛИЗ АССОЦИАЦИИ БНП С ПОЛИМОРФНЫМИ 
МАРКЕРАМИ 

В основе этого метода лежит сравнительный анализ частоты встречаемости опреде- 
ленного полиморфного маркера у больных и в контрольной выборке здоровых ин- 
дивидов из той же популяции. В качестве полиморфных маркеров при изучении их 
ассоциаций с мультифакториальными заболеваниями используются генетические 
маркеры (определенные аллели гена) и антигены главного комплекса гистосовме- 
стимости, или НГА-комплекса (литая 1еисосуе анЦвеиз). 

НЕА-комплекс представлен поверхностными антигенами, локализованными на 
мембране всех ядросодержащих клеток, кроме эритроцитов. Его нормальное функ- 
ционирование имеет решающее значение в формировании иммунного ответа орга- 
низма на введение чужеродных агентов и контроле клеточных взаимодействий. 
Компоненты этого комплекса кодируются супергенным семейством, расположен- 
ным на хромосоме 6р21.3 внутри 4.2 МЬ региона, и поделены на три класса. Наи- 

большее значение для формирования иммунного ответа имеют 15 генов 1-го класса 

и 23 гена 2-го класса, представленные, в свою очередь, несколькими сотнями алле- 
лей. Существует три изоформы НТА 1-го и 2-го классов. В первом классе выделяют 

НГА-А, НТА-В, НТА-С, во втором — НРА-ОВ,Н1А-ОО. 
Наиболее четкие ассоциации © антигенами различных классов НГА-комплекса 

были выявлены для аутоиммунных и инфекционных заболеваний, в патогенезе ко- 
торых ведушее значение имеют иммунологические реакции. Возможно, что гены 
комплекса гистосовместимости могут быть одними изгенов (или даже главными ге- 
нами), формирующими генетическую компоненту этих мультифакториальных забо- 
леваний. В некоторых случаях (например, при ревматоилном артрите) ассоциации 

настолько достоверны, что часто рассматриваются как маркеры заболевания и име- 
ют диагностическое и дифференциально-диагностическое значение. В табл. 24.2. 

представлены заболевания, для которых выявлена наиболее значимая ассоциация с 
антигенами НЕА-комплекса. 

Изучение ассоциаций мультифакториальных заболеваний с определенными ге- 
нами основано на предположении отом, что если тот или иной ген участвует в фор- 
мировании предрасположенности к мультифакториальному заболеванию, какой-то 
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Таблица 24.2. Риск развития некоторых мулифакториальных заболеваний при наличии 

знтигенов НЕА-комилекся 

Заболевакие Риск заболевания (в %) 

Анкилозирующий спондилит 827 90 
Исориатический спондилиг 827 12 
(Смохроматоз АЗ 8 
Синдром Рейтера 827 36 
Псориаз СУ\Уб 13 
Ревматоидный артрит 2К4 6 
Болезнь Аддисона ОКЗ 6 
Гнездная аллопеция рО\7 6 
Рассеянный склероз ОКВ! 6 
Инсулинзависимый диабет 83 6 

. ПВ 6 

из его аллелей должен обнаруживаться у больных значительно чаще, чем в повуля- 
ции. Частота встречаемости других аллелей этого гена у больных должна быть ниже, 
чем впопуляции. В большинстве случаев в качестве тестируемого маркера выбирают 

аллели таких генов, продукты которых могут участвовать в патогенезе заболевания. 
При обнаружении увеличенной частоты встречаемости исследуемого маркера у 

больных по сравнению с контролем можно сделать заключение о существовании его 
ассоциации с заболеванием. Такая ассоциадия может иметь две основные причины: 
{} исследуемый генетический маркер может быть одним из генов, определяющих 

предрасположенность к заболеванию, а его продукт — существенным звеном патоге- 
неза заболевания и 2) существует неравновесие по сцеплению между геном, мутации 
в котором приводят к развитию заболевания, и маркерным локусом. 

Наибольшей эффективности при изучении ассоциаций и выявлении генов пред- 

расположенности к БНИ можно добиться прн исследовании ядерных семей с раз- 

личными типами браков родителей (тест на неравномерность передачи аллелей 

Шпильмена). Исследование проводится в парах родитель-больной ребенок. В этом 

случае формируются две выборки семей (первую выборку составляют семьи, где оба 

родителя здоровы, а ребенок болен, а вторую - семьи, где болен один из родителей 
и ребенок). Дальнейший анализ направлен на сравнение частот встречаемости двух 

групп аллелей: 1) аллелей здоровых родителей, не перелавиихся больным детям и 2) 

аллелей, обнаруженных у больных. Если существует несколько различных аллелей 

гена, то при использовании этого метода можно выявить предпочтительную перела- 
чу одного из них от больного или гетерозиготного родителя больному ребенку. Кон- 
трольную выборку будут составлять аллели здоровых родителей, которые не 
встречаются у больных детей. Так в случае родословной, представленной па 

рис. 24.3, а аллелиА. иА., не передавшиеся больному потомку, составят группу коп- 

троля, а в случае родословной, представленной на рис. 24.3, 6 — в контрольную вы- 

борку войдет лишь аллель А.. Так как данный метод поиска ассоциаций предлолага- 

ет использование ядерных семей, родительские аллели, не сцепленные с геном или 
тецами болезни, будут всегда сегрегировать независимо от аллелей гена предраспо- 
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АА АЗ А№ ЗА 

Рис. 24.3. Ядерные семьи с раз- 
личными типами браков 

а АА 6 АА 

Дед-внук Дядя-племянник Сибсы* Двоюродные сибсы 

180 били 1 били 1 били 1 били 1 

р 12 12 1 14 

Рис. 24.4. Анализ сегрегации идентичных аллелей в различных парах родственников. 

*Сибсы — рассматриваются как две полусибсовые пары 

ложенности к болезни, те. при применении данного метода выявляются ассоциации 

только для маркеров, физически сцепленных с локусом болезни. 

Изучение ассоциаций полиморфных маркеров с заболеванием очень перспек- 

тивно в популяциях с высоким уровнем инбридинга. В таких популяциях все члены 

являются в той или иной степени родственниками, т.е. имеют определенную долю 

общих генов (унаследованную от общего предка). 

Среди непараметрических методов анализа ассоциаций наиболее широко при- 

меняется метод идентичных по происхождению аллелей (метод {ВО — отангл. Чепёса! 

фу Чезсет). Этот метод основан наанализе частот встречаемости одного и того же ал- 

леля в различных парах родственников. Выясняется, насколько чаше в различных 

парах родственников обнаруживаются общие аллели по сравнению с их случайной 

сегрегацией на основе менделевских закономерностей. При проведении такого рода 

исследований возможны анализ сегрегации идентичных аллелей в различных парах 



Глава 24. Ггнетика широко распространенных пчатий 

родственников (сибсы, лядя-илемянник, дед-виук и тд.) и сравнение наблиодаем 
долей идентичных по происхождению аллелей в каждом локусе с ожиб мым иски 
вететвии с менделевским типом наследования. На рис. 24.4. представлены приме 
родословных, с указанием вероятности иметь идентичный аллель при Наличии ‹ 
сцепления с заболеванием (ВО) и при менделевской сегрегации (ро) 

Если идентичный по происхождению аллель сцеплен с заболевание М, ТО част 
«го встречаемости в парах пораженных родственников будет статистически значи 
превышать ожидаемую при отсутствии сцепления. В этом случае зн8ЧИМОСТЬ ОТ) 
чий оценивается методом х-квадрат. 

24.3.2. АНАЛИЗ СЦЕПЛЕНИЯ БНП С ПОЛИМОРФНЫМИ 
МАРКЕРАМИ | 

Одним из наиболее перспективных подходов к идентификации генов ПРедрасиоз 
женности к БНП в настоящее время считают анализ сцепления заболевания с но) 
морфными ДНК-маркерами (гл. 18). Для анализа используют от 300 ДО 500 так 
маркеров, распределенных по всему геному. В последние годы для выЯВЛеНиЯ с 
ления мультифакториальных заболеваний с определенным геном все Чаще примет 
ют метод полногеномного скрининга. Однако до настоящего времени НИ ДЛЯ оди 
мультифакториального заболевания не удалось идентифицировать вс® ГЕНЫ. 

24.4, МЕТОД ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОГО 
СКРЕЩИВАНИЯ МОДЕЛЬНЫХ ЖИВОТНЫХ 

Полезная информация о локализации генов мультифакториальных заболеваний к 

жет быть получена и при скрещивании модельных животных, принадлежащих оли 
генетической линии. Использование этого метода позволяет исключИТЬ Влияние 
нетической гетерогенности изучаемого заболевания и контролировать дейст 
внешнесредовых факторов. Благодаря большому количеству потомКОВ И ВЫСОК 

скорости размножения экспериментальных животных при их скрещивании уласт 

картировать локусы количественных признаков, связанных с определ ННЫМи ви; 

ми наследственной патологии. К ограничениям этого метода следует ОТНЕСТИ Не 
можность прямой экстраполяции результатов, полученных на животных, К челове 

В этом случае проводится анализ сходства генетических механизмоВ аНалогичи 
патологии или гомологичных участков генома человека и экспериментально х 

вотного. 
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24.5. КЛИНИКО-ГЕНЕТИЧЕСКИЕ 

ОСОБЕННОСТИ НЕКОТОРЫХ 

БОЛЕЗНЕЙ С НАСЛЕДСТВЕННОЙ 

ПРЕДРАСПОЛОЖЕННОСТЬЮ 
К настоящему времени картировано множество локусов, обнаруживающих сцепле- 

ние с рядом широко распространенных БНП, таких как бронхиальная астма, атеро- 

склероз, эссенциальная гипертензия и некоторых других. Однако до настоящего 
времени ни при одном мультифакториальном заболевании не удалось выявить все 

гены, участвующие в формировании генетической предрасположенности. Это свя- 

зано с существованием сложной цепи патогенеза болезней с наследственной пред- 

расноложенностью, нарушение различных звеньев которой обусловливает генетиче- 

скую гетерогенность отдельных нозологических форм. Таким образом, с генетиче- 

ской точки зрения каждая клиническая форма представляет собой группу наследст- 
венных дефектов с одинаковым клиническим проявлением. В свою очередь генети- 

ческая гетерогенность обусловливает различия в комбинации и тяжести клиниче- 

ских проявлений БНИ. 
Рассмотрим клинико-генетические характеристики ряда распространенных за- 

болеваний с наследственной предрасположенностью. 

Болезнь Альцгеймера — наиболее частое нейродегенеративное заболевание пожи- 

лого возраста, приводящее к демениии у взрослых. Показано, что этим заболевани- 

см страдают около 20 млн. человек и количество больных продолжает увеличивать- 

ся. Среди основных клинических проявлений болезни Альцгеймера — прогрессиру- 

ющее слабоумие, характеризующееся резким снижением памяти, расстройствами 

речи, письма, праксиса, ориентировки в пространстве; эпилептические приступы и 

экстрапирамидные расстройства. С течением времени у больного возникает полный 

распад личности и выраженное физическое истощенне. Изучение клинических ха- 

рактеристик заболевания позволило выделить две его основные формы — © ранним 

и ноздним началом. При раннем варианте симптомы появляются в возрастном ин- 

тервале 40—58 лет, а при позднем - в возрасте 58-80 лет. Дальнейзие исследования 

показали, что существуют семейные формы болезни Алышгеймера, при которых в се- 

мье диагностировано, по крайней мере, два случая заболевания, и спорадические. 

Семейное накопление наиболее часто выявляется в группе болезни с ранним нача- 

лом, на которую и было обрашено основное внимание при проведении генетиче- 

ских исследований. Использование генеалогических данных и различных методов 

ДНК-анализа (прежде всего, изучение сцепления с полиморфными ДНК-маркера- 

ми} позволило: во-первых, выявить генетическую тетерогенность этой группы бо- 

лезни Альцгеймера, характеризующейся существованием нескольких полилокусных 

вариантов, и установить аутосомно-доминантный тип их наследования а, во-вто- 

рых, идентифицировать три гена, мутации в которых приводят к возникновению 

трех моногенных форм болезни, Одии из этих генов АРР (от англ. атуюМ ргесигоз 
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риет), локализован па хромосоме 21921 и кодирует предшественник В-амилоила, 

участвующий в формировании амилоидных бляшек в веществе мозга. Два других гена, 

локализованные на хромосомах [4424,3 и 1431-42 соответственно, кодируют мембран- 

ные белки пресенилины, экспрессируются исключительно в нейронах и обеспечива- 
ют регуляцию транспорта ряда мембранных белков, втом числе и предшественника В- 

амилоида. Нарушение этого процесса приводит к избыточной продукции данного бел- 
ка, атакже к усилению интенсивности апоптоза нейронов. В ряде семей с аутосомно- 

доминантной сегрегацией болезни Альцгеймера не выявлено мутаций в трех перечис- 

ленных генах, что предполагает существование болыщей генетической гетерогенности 

этого заболевания, вероятно не ограниченной тремя указанными генетическими вари- 

антами. Кроме того, установлено, чтолишьв 23—30% всех случаев болезнь Альцгейме- 

раявляется семейной, гораздо чаще заболевание носитспорадический характер и име- 

ст мультифакториальную природу. К таким вариантам относится подавляющее число 

случаев заболевания с поздним началом. Для изучения генетических механизмов этой 

группы болезни Альцгеймера были использованы методы анализа ассоциаций с раз- 

личными аллелями генов, продукты которых могут Участвовать в патогенезе заболева- 
ния. Основное внимание было обращено на ноиск ассоциаций заболевания с аллеля- 

ми генов, имеющих отношение к формированию амилоидных бляшек. Благодаря 

этим исследованиям была доказанаассоциация болезни Альцгеймера содним изалле- 

лей гена аполипопротеина Е (аро-Е), локализованного на хромосоме 19413.2 и имею- 

щего три основных аллеля. Установлено, что кодируемые этим геном изоформы белка, 

специфически связываются с В-амилоидом. При проведении сравнительного анализа 

частоты встречаемости трех аллелей гена у родственников больных и в контрольной 

популяции показано, что один из этих аллелей — #4 достоверно чаще встречается у 

больных с поздней формой болезни Альцгеймера, чем в контрольной группе. Частота 

этого аллеля у больных составляла 50%, в то время как у здоровых людей из труппы 
контроля она не превьшиала 15%, что позволило высказать предположение о значи- 

тельном вкладе этого аллеля в формирование генетической предрасположенности к 

заболеванию. Показанотакже, что риск развития болезни Альцгеймера напрямую свя- 

зан с дозой этого аллеля и значительно выше у гомозигот по сравнению с гетерозиго- 

тами по этому аллелю. Полученные результаты явились основой для проведения тес- 

тирования на наличие генетической предрасположенности к болезни Альцгеймера. 

Безусловно, обнаружение одного или двух аллелей =4 гена аро-Ё не позволяет одно- 

значно прогнозировать развитие заболевания. Это связано с одной стороны с тем, что 

только половина всех больных с болезнью Альцгеймера имеет этот аллель, а с другой 

— стем, что у 15% людей, имеющих этот аллель, заболевание не развивается, что под- 

тверждает мультифакториальную природу болезни. Таким образом, ген аро-Е является 

существенным, но не единственным фактором генетической лредрасположенности к 

болезни Альцгеймера. Необходимы дальнейшие исследования, направленные на 

илентификацию всех генов предрасположенности, формирующих сложную патогене- 

тическую цепь заболевания. Представленный пример демонстрирует всю сложность 

изучения н оценки риска развития мультифакториальных заболеваний. Риск развития 

заболевания у носителей определенных генотипов, даже после выявления достаточно 

тесных ассоциаций с определенным аллелем того или иного гена, не является стопро- 

центным и зависит от ряда других генетических и средовых факторов. 



556 Часть П. Медицинская генетика 

Эссенциальная гипертензия (ЭГ} — гетерогенная группа заболеваний, основным 

клиническим проявлением которых является повышение уровня артериального да- 

вления и связанные с этим осложнения (инфаркты, инсульты, почечная недостаточ- 

ность). К настоящему времени известно более 100 генов, продукты которых могут 

прямо или косвенно участвовать в сложном патогенезе различных форм ЭГ. Прежде 

всего, это компоненты ренин-ангиотензиновой и калликреин-кининовой систем; 

продукты, обеспечивающие поддержание сосудистого тонуса (эндотелины, синтазы 

закиси азота, компоненты кальциевых каналов) и структуры сосудов (эластин, фиб- 

риллин, коллаген-связывающий белок); рецепторы адренергической системы (на- 

пример, дофамина); продукты метаболизма стероидных гормонов (11-В-гидрокси- 

лазы, 17-о-гидроксилазы и др.) и водно-солевого гомеостаза (аквапорины, рецепто- 

ры вазопрессинов, ионные каналы). Однако изучение полиморфизма соответствую- 

щих генов, не выявило особенно значимых ассоциаций некоторых из них с различ- 

ными клиническими вариантами эссенциальной гипертензии. Основные гены-кан- 

дидаты, участвующие в предрасположенности к ЭГ, представлены в табл. 24.3. 

Показано, что ряд генов, формирующих предрасположенность к эссенциальной 

гипертензии, вносят вклад в этиологию другого широко распространенного заболе- 

вания — атеросклероза. Это связано со сходством ряда патогенетических механизмов 

данных заболеваний, в частности обусловленных нарушением функционирования 

ренин-ангиотензиновой и калликреин-кининовой систем. Однако ведущее значе- 

ние в патогенезе атеросклероза отводится повышению концентрации липидов в 

плазме крови, нарушению процессов свертывания крови и целостности сосудистой 

стенки. В связи с этим в качестве основных генов кандидатов рассматриваются ге- 

ны, продукты которых обеспечиваютлипидный обмен. Значимое сцепление заболе- 

вания обнаружено с рядом локусов: СЕРТ (транспортного белка эфиров холестерола. 

на хромосоме 16), с кластером аро/ /ароСЗ/аро/л4 на хромосоме 11. 

При другом распространенном мультифакториальном заболевании — бронхиаль- 

пой астме — также выявлено значительное число локусов, сцепленных с болезнью в 

различных семьях, локализованы гены-кандидаты, продукты которых могут участ- 

вовать в трех основных звеньях патогенеза заболевания: иммунологическом ‚ воспа- 

Таблица 24.3. Кандидатные гены предрасположенности к эссепциальной гипертензип 

№ Тен Локализация омм 
-- 

] 5СММ 1В (1-В-субъединица эпителиального 
Ма’ канала) 16р13-р12 600760 

2 $СММ 16 (!-у-субъединица эпителиального 
Мат канала) 16213-р!2 600761 

3 АРМН (Ма*/Н*-антипортер) 1Р36.1-р35 107310 
4 КЕМ (ренин) 1925-932 119820 
5 АСТ (ангиотензин 1) 1942-943 : 106150 
6 АСЕ (ангиотензин 1 конвертирующий фермент) 17422-924 106180 
7 РЬА? (панкреатическая фосфолипаза А2) 12423-924.1 172410 
8 ЗАН (гипертензия, обусловленная геном, 

экспрессирующимся в почке) 16р13. 145505 
9 №05 3 (эндотелиальная синтаза окиси азота) 7а35-а36 163729 
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лительном и нейрогенном. Особое внимание уделяется генам семейства интер" 
кинов, питокинов и цитокиновых рецепторов, обеспечивающих нормальное фик 
иионирование слизистой бронхов и тучных клеток, контролируюгцих уронень ВЕ’ 
крови и детоксикацию ксенобиотиков. Учитывая значительную роль в: арушейй 
функционирования иммунной системы ири различных формах бронхиальной ас" 
и других вариантах атопий, по-прежнему большое значение придается выявлен! 

ассоциаций этих заболеваний с главным комплексом гистосовместимости (НА 
Наиболее вероятными кандидатами на роль «главного гена» предрасположен ной" 
бронхиальной астме являются гены интерлейкина-9 и интерлейкина-4, картиров!"” 
ные на хромосоме 54931-933. Наряду с этим показано, что при ряде вариантов бр" 
хиальной астмы, начинающихся в детском возрасте и сопровождающихся увели 

нием концентрации в крови 1Е, обнаруживается значимая ассоциация с локуХ* 

хромосомы 20р13, где локализован ген мембран-ассоциированного белка ео 
го сурфактанта из семейства цитокинов/цитокиновых рецепторов. Предполаге ет» 

что помимо двух указанных генов в формировании хенетической предрасполок” 
ности к этому заболеванию значительную роль играют еше несколько генов, лок!” 
зованных в хромосомных регионах — 6р21.3 — р21.1(7ТМЕА), 1912 -ЗОСЕ 

ЕСЕК1Ь), 12915—424.1 (Е и №051, 13414.2--914.3 (Е5 РБ). Продуктами этих тон 
являются: В-фактор некроза опухолей, белок, регулирующий уровень общего нЕ 07 

иммунноглобулиновый ренептор тучных клеток, у-интеферон, невральная сии ® 
за окиси азота и эстераза О, соответственно, 

Выявлен ряд генов, обнаруживающих сцепление с другими распространение", 
мультифакториальными заболеваниями, такими как ревматоидный артрит, расой! 
ный склероз, остеопороз, ожирение, эндометриоз и др. Однако, несмотря на о 
в поиске ассоциаций и сцепления с определенными локусами генов, в настоя 
время ни для одного заболевания с наследственным предрасположением невозм 
но выделить спектр генов для скрининга на предрасположенность. Это обуслов! 
рядом причин: выраженной генетической гетерогенностью БНП, различиями и? 
низмов генетической предрасположенности при семейных и спорадических слу 
различиями в частоте встречаемости аллелей генов предрасположенности межу 
пуляциями, а также сравнительно небольшим вкладом в патогенез заболевания про. 

дуктов ассоциированных с заболеванием генов. Таким образом, Ни использонй 
математических моделей наследования мультифакториальчых заболеваний, ни 
тоды ДНК-анализа пока не позволяют получить адекватные цифры повторного Ры 

ка возникновения заболевания у родственников пораженных пробандов, ко 
можно было бы использовать для всех семей из различных популяций, 

е- 

Г. 

24.6. ГЕНЕТИЧЕСКИЕ АСПЕКТЫ КАНЦЕРОГЕНЕЗА 

Одна из наиболее распространенных групи мультифакториальных забо. леваий т 
злокачественные новообразования. Их распространенность у детей составляет ы 
а среди лиц среднего и старшего возраста этот показатель увеличивается до |: 
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Т6нетические аспекты этиологии и патогенеза злокачественных новообразова- 
ний у человека изучаются очень давно. Первым предположил роль наследственно- 
сти, как одного из механизмов канцерогенеза, французский хирург Брока, описав- 
ший в 1869 г. родословную семьи своей жены, тде из 24 женшин 10 умерли от рака 

молочной железы. 

Как и для всех мультифакториальных заболеваний реализация механизмов кан- 

церогенеза обеспечивается совместным действием целого ряда генетических и сре- 

довых факторов. 
Основными генетическими механизмами, запускающими процесс канцерогене- 

за, у человека являются мутации генов двух групп семейств, контролирующих про- 
цессы жизнеобеспечения клетки: протоонкогенов и антионкогенов (генов-супрес- 
соров опухолевого роста). 

Протоонкогены представляют собой группу семейств генов, которые играют клю- 
чевую роль в пролиферации и дифферениировке клеток, функционировании кле- 

точных репепторов, репарации ДНК и формировании ответа на внешние регулятор- 
ные сигналы. Продукты этих генов в норме регулируют многостадийный процесс 
сигнальиой трансдукции. Передача сигналов опосредована тремя механизмами: 

1) фосфорилированием серина, треонина и тирозина в остатках белков путем от- 

шепления фосфатной группы от АТР, в результате чего изменяется конфигурания 
белка-фермента и его активность; 

2) регуляцией активности С'ТРазы, осуществляющей СПР/СТР-превращение и 

выполняющей роль молекулярного медиатора мембрано-ассоциированных тиро- 
зин-киназы и серин-треонин-киназы; 

3) регуляцией репликации ДНК, экспрессии ядерных генов и процессов апоптоза. 

Гены-супрессоры опухолевого роста в норме отвечают за подавление клеточной 
пролиферации на определенных стадиях онтогенеза, те. регулируют (тормозят) экс- 
прессию протоонкогенов. 

Трансформация нормальной клетки в опухолевую представляет собой длинную 

цепь событий, инициируемых каскадом мутаций в протоонкотенах и генах-супрес- 
сорах. Механизмы канцерогенеза, запускаемые мутациями в генах этих двух групп 
семейств, несколько различаются. 

Мутации в протоонкогенах, обусловливающие их трансформацию в так называ- 
емые клеточные (целлюлярные) онкогены (с-опс), могут 1) затрагивать структурную 

часть гена и приводить к изменению его продукта или 2) повышать уровень экспрес- 
сии гена за счет хромосомных перестроек и/или мутаций в регуляторной части (в 
области промотора или энхансера) или амплификации (увеличения числа копий). 

Мутации в структурной части гена — это, как правило, точковые мутации, меня- 
ющие конфигурацию белка, в результате чего активируется аутофосфорилирование, 
увеличивается активность фермента и, следовательно, усиливается клеточный рост. 
Эти мутации аутосомно-ломинантные, так как для злокачественной трансформации 

клетки не нужен второй сопутствующий онкоген. Такие мутации описаны для се- 
мейства протоонкогенов газ: так в гене с-На-та; в кодоне, соответствующем 12-Й 

аминокислоте белка р21газ, замена С —> Т (в белке — замена глицина на валин) при- 

водит к развитию карциномы мочевого пузыря; точковая мутация в гене с-Л-газ, 
приводящая к замене лизина на глицин в 61-м положении белка р21газ, обусловли- 
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вает развитие меланом и ряда карцином; актинация протонкогена с-К/-гау2 вслелст- 
вие двух различных точковых мутаций в одном и том же колоие, соответствуюшем 

12-й аминокислоте белка р21газ (замена слинииа на валин или цистеин), приводит к 

развитию острого миелоидного лейкоза или карниномы щитовидной железы, соот- 
ветственно. Точковые мутации выявлены: и в гене г”: замена ряда аминокислог в 

аминотерминальных положениях на валин в белке Р75еф приволит к развитию эри- 

тробластозов. 

При анализе кариотипа больных с различными типами опухолей часто выявля- 
ются транслокации, делеции и инсерции. В результате этих хромосомных перестро- 
ек протоонкоген может попасть в зону действия активного промотора, при этом 
транскрипция протоонкогена увеличится. Так протоонкогены с-и105, с-тус и с-аЫ 
активируются вследствие транслокаций (8;21), {(8;14), (9;22), соответственно, что 

приводит х развитию следующих опухолей: острого миелоидного лейкоза, лимфомы 
Беркитта, хронического миелоидного лейкоза. Делеции 11р рядом с областью расно- 
ложения тена с-га — Ир13, могут привести к развитию аниридии или опухоли 

Вилмса. Результатом транслокапии может быть и амплификация гена (см. ниже), на- 
пример, амплификация протонкогена аё/ при хроническом миелолейкозе. 

Предполагается, что инсерции в регуляторные участки гена представлены преи- 
мущественно последовательностями генома некоторых ДНК-содержащих вирусов 
или провирусной ДНК ретровирусов (РНК-содержащие). Встраивание в опрелелен- 

ные участки генома регуляторных ДНК-последовательностей ретровирусов и/или 

активация провирусами промоторов клеточных онкогенов может привести к релко- 
му усилению экспрессии протоонкогенов и развитию опухоли. 

Возникновение опухолей, ассоциированных с ДНК-содержащими вирусами, 

обусловлено тем, что вирусная ДНК становится частью клеточного генома и вместе 

с ним передается дочерним клеткам. При этом ренликация и экспрессия вирусной 
ДНК частично или полностью регулируются клеточными механизмами, в зависимо- 
сти от степени интеграции генома вируса. Механизм регуляции экспрессии интетри- 
рованного генома вируса зависит от вида клеток. Некоторые типы ДНК-вирусов и 

обусловленные ими опухоли представлены в табл. 24.4. 

У большинства протоонкогенов человека выявлено некоторое сходство с иуклео- 
тидной последовательностью дополнительных генов ретровирусов, обладающих он- 
когенным эффектом при внедрении в клетку-хозяина (вирусные онкогены — у-оис). 
Предполагают, что онкогены ретровирусов имеют клеточную природу и возникли 
вследствие рекомбинации провирусной ДНК с генами, регулировавшими пронессы 

делеиия, дифференцировки и метаболизма клетки. Становясь вирусными (лишен- 

ными интронов), эти гены «уходят» от клеточного контроля регуляции экспрессии, 
постоянно функционируют и амплифинируются. Следствием этих событий являет- 
ся их повышенная экспрессия, приводящая к трансформации нормальной клетки и 
опухолевую. Гомология протоонкогенов с провирусными ДНК-последовательностя- 
ми ретровирусов объясняет роль вирусов в некоторых возможных механизмах злоки- 
чественного перерождения клеток. При рекомбинации и внедрении в геном вируси 
последовательности, соответствующей протоонкогену, вследствие высокого уровиз 
мугирования ретровирусов, вероятность трансформации протоонкогена в онкогет 
возрастает. Далее пропесс трансформации клетки может идти двумя путями: либх 
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Таблица 24.4. ДИК-содержащие вирусы человека, приводящие к развитию опухолей 

Семейство вирусов Тин вируса Тип опухоли 

Негрез Вирус Эпштейна—Барр (ЕВУ) Лимфома Беркита, назофарин- 
геальная карцинома, лимфомы 
иммунных конфликтов хозяев 

Вирус герпеса, ассопиированный | Саркома Капоши 
с саркомой Капоши (КЗАНУ) 
Лимфотропный вирус Т-клеток Т-клеточный лейкоз 
человека, тип | (НТГУ!} 

Нерадпа Вирус гепатита В (НВУ) Печеночно-клеточная карци- 
нома 

Рароуа Вирус папилломы человека Бородавки (полошвенные и 
(НРУ) тенитальные). Урогенитальные 

раки (шейки матки, вульвы, 
клитора), рак кожи 

Таблица 24.5. Происхождение некоторых протооикогенов и формирование их названий 

Онкоген Индуцируемая опухоль Название вируса Инфицируемый 

{протоонкоген) вид 

57 Саркома Коиз загсота Курица 
еф-В Эритробластный лейкоз | Амап егу го аз ю915 Курица 
туБ Миелобластный лейкоз А\мап шуеЮМа$юЮ$5 Курица 
тус Миелоцитома, саркома Амап туеюсуютаю$8 Курица 
а! В-клеточный лейкоз Аревоп еиКаепа Мышь 
105 Остеосаркома ЕВ/ плиппе озеозагсота Мышь 
Мо; Саркома Моюпеу птиппе _загсота Мышь 
На-газ Саркома Нагуеу плиппе загсота Крыса (Каб 
К1-газ Саркома Жизеп типе загсота Крыса (Ва) 
Ку Саркома Зитап затсота Обезьяна 

при последующей рекомбинации происходит обратное встраивание онкогена в 
клетку и экспрессия измененного белка, либо увеличение дозы аномального гена 
нутем амплификации. 

Гомология протоонкогенов и вирусных онкогенов лежит в основе и их обозначе- 
ния. Для этого используется аббревиатура, состоящая из первых букв названия ви- 

руса, в котором впервые был обнаружен данный ген, а иногда индуцируемой им опу- 
холи и поражаемого вида (табл. 24.5.). 

Механизм амплификации гена имеется и в норме, так как необходим для защиты 
клетки от стрессовых ситуаций. Например, резистентность опухолевых клеток к хи- 

миотерапии метатрексатом при миелоидном лейкозе обусловлена амплификацией 
гена дигидрофолат-редуктазы — фермента, блокируемого этим препаратом. 

Наиболее часто наблюдается амплификация протоонкогенов тус-семейства. 

Этот механизм активации протоонкогена обнаружен при таких опухолях как ней- 
робластома, около половины случаев которой обусловлено амплификацией гена Л- 
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тус, и мелкоклеточная карцинома легких, возникающая вследствие амплификации 

генов е-тус: М-тус и Е-туе. 

Амилификация гена может быть выявлена в виде малых добавочных хромосом, 

известных как минихромосомы, гомологичные соответствующим участкам хромо- 

сом. Увеличение числа копий некоторых протоонкогенов, например, №-туе ири 

нейробластомах, характерно для поздних стадий малигнизации (озлокачествления) 

и предположительно может служить тестом для определения стадии развития рака и 

прогноза течения заболевания. 

Повышение экспрессии протоонкогена возможно и вследствие других механиз- 

мов, приводящих к эффекту дозы гена. Так усиление транскрипции гена может быть 

обусловлено эпигеномными изменениями: снижением/отсутствием действия спе- 

цифического репрессора и гиперметилированием. 

Функционально-генетические характеристики протоонкогенов, мутации в кото- 

рых приводят к развитию злокачественных опухолей человека, представлены в табл. 

24.6. 

Мутации в протоонкогенах в большинстве случаев возникают в соматических 

клетках под действием мутагенных факторов внептней среды, в качестве которых 

наиболее часто выступают промышленные и сельскохозяйственные яды, табачный 

дым, вирусы. В связи с этим мутании, возникшие именно в генах семейств протоон- 

когенов, обусловливают развитие большинства распространенных злокачественных 

новообразований у взрослых. В ряде случаев роль дополнительных провоцирующих 

факторов играют генные дефекты, приводящие к увеличению частоты хромосомных 

аберраций (предрасполагающих к развитию опухолей). В качестве примера можно 

привести рецессивные болезни, обусловленные нарушением процессов репарации, 

таких как пигментная ксеродерма, атаксия-телеангиэктазия Луи—Бар, синдром Блу- 
ма. 

Принципиально другой патогенетический механизм наблюдается при возник- 

новении мутаций в генах-супрессорах опухолей или антионкогенах. В этом случае 

для перехода нормальной клетки в злокачественную необходимы два последова- 

тельных мутационных события. Такую двухаллельную модель канцерогенеза прел- 
ложили в 1972 г. Кнудсен и Стронг. Этот процесс носит название гомозиготизации 

или потери гетерозиготности. Гены-супрессоры опухолевого роста наследуются 

аутосомно-доминантно и при гетерозиготном состоянии аллеля (Аа) развитие 
опухоли не наблюдается, Механизмы канцерогенеза реализуются дишь в гомози- 

готных или гемизиготных по мутантному аллелю клетках. 

В большинстве случаев индивид наследует мутантный аллель супрессорного гена 

опухоли от одного из родителей, для возникновения заболевания необходимо воз- 

никновение мутации во втором аллеле гена в соматической клетке. Наличие одного 

мутантного аллеля делает клетку более чувствительной к воздействию различных му- 

тагенных факторов, под влиянием которых и возникает вторая мутация, приводячцая 
к опухолевой трансформации клетки. Тот же механизм действует в случае, если оба 

родителя здоровы, а доминантная мутация, унаследованная ребенком, возникли в 

герминативной клетке 4е поуо. 

Потеря конституциональной гетерозиготности может возникать в результате сле- 

дующих событий: 1) потери одного из гомологов вследствие нерасхождения хромо- 
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Рис. 24.5. Механизмы потери гетерозиготности (объяснение в тексте). 

сом в митозе, 2) нерасхождения хромосом в митозе в сочетании с редупликацией, 3} 
митотической рекомбинации, 4) генной конверсии, 5) делеции в области генов-су- 
прессоров, 6) точковых мутаций (рис. 24.5). 

В настояшее время идентифицировано свыше 20 супрессорных генов, мутации в 

которых приводят к развитию опухолей. Наиболее частыми мутациями в генах-су- 
прессорах опухолевого роста являются миссенс-мутации и точковые делеции в стру- 
ктурной части гена. Примеры некоторых генов-супрессоров и семейные формы зло- 

качественных новообразований, которые возникают вследствие мутаций, приводя- 
щих к потере гетерозиготности по доминантному аллелю этих генов, представлены 
в табл. 24.7. 

Необходимо отметить, что мутации в одном из генов семейств протоонкогенов 
или генов-супрессоров опухолевого роста — важный, но не единственный фактор 

развития злокачественной опухоли. Процесс малигнизации (озлокачествления) но- 

сит многоступенчатый характер: завершение каждого этапа служит стартом для сле- 
дующего, т.е. последовательно включаются все гены, обусловливающие злокачест- 
венную трансформацию клеток. Этот многостадийный процесс можно рассмотреть 

на примере одного из механизмов развития рака прямой кишки (рис. 24.6). Вследст- 

вие потери гетерозиготности по гену АРС происходит усиление клеточного роста 
(аденоматозный полипоз). При достижении размеров колонии аномальных клеток 21 

см усиливается деметилирование ДНК в клетках клона (ранняя аденома), что приво- 

дит к активации протоонкогена А1-та5 и дальнейшему опухолевому росту. Потеря 
конституциональной гетерозиготности по гену РСС (от англ. деее4 {и соогесш] саг- 

стота) приводит к еше более интенсивному размножению аномальных клеток 
(вследствие отсутствия еше одного этапа контроля клеточного роста) и формирова- 
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Тиблица 24.7. Гены-супрессоры опухолей, злокячес твешиые новообразования, возникающие 

ирн потере конституциональной гетерознготности но ‘угим генам, н синдромы, 

ассоциированные с опухолями 

Тек Локализация гена Т "Нислелственно обусловленные злокачественные новообразования н 

р синдромы, ассоциированные с опухолями 

К81 4 1344 | Ретинобластома (ВейроМазюта)_ 

ИТ 11213 Синдром \МАС Е (опухоль Вильмса (ЗУ битог), 
| аниридия и аиомалии развития мочеполовой систем 

ТР53 Титюг | 1713 Синдром Ли-Фраумена 
ргоет) Широко распространенные опухоли костей и 

внутренних органов (остеосаркома, рабдомиосаркок 
рак молочной железы, мозга, коры 
надпочечников, прямой кишки, поджелудочной 
железы, карцинома почек, мочевого пузыря) 

УНЕ 3р25-26 Синдром фон Хиппеля-—Линдау (хол Нрре!- Ипааи 
915еа5е): гемангиобластома, рак почки, поджелудочн 

_| железы, феохромацитома 

ВЕСА 7 17921 Семейный рак молочной железы и яичников (Вгсяз! 
ии сагстотта, буре Г) 

ВКСА 2 13912-13 Наследственный рак молочной железы и 
|] поджелудочной железы (Вгеаз сатотота, буре И!) 

АРС 5921 Семейный аденоматозный полипоз (адепотатоце р‹ 
ро сой): рак прямой кишки, 12-перстной кишки, 
щитовидной железы, мозга 

МЕ-1 17412-22 Нейрофиброматоз 1 (болезнь Реклингаузена) 
(Меитовбготто06 Г) 

МЕ-2 | 224. 4 Нейрофиброматоз П (Менгойбготоояв И) 

МЕМ-1 119 Множественная эндокринная неоплазия, тип 1 
(Мире епаоспие пеораза, зуре 1} 

М5Н2 2р15-22 Наследственный неполипозный рак прямой кишку 
МЕНТ 36213 (Ми$ Нотоюв, Ми 1, Нопо!0в) 

Сри1 16922. 1 Рак желудка Саёвепп 
+ 

нию поздней аденомы. Когда опухоль достигает определенных размеров, кле 

расположенные в ее центре, начинают испытывать острую гипоксию. Это прив 

кмутации вгене ТР53 или к посттрансляционной модификации белка р53 с об 

ванием его неактивной формы. В результате возникает непрограммируемый 

клеток вследствие нарушения апоптоза. 

Локусы некоторых нротоонкогенов и генов-супрессоров располагаются в 

принтинговых областях, вследствие чего механизмы развития опухолей и боле 

геномного имприитинга сходны. И те, и другие могут быть обусловлены олно} 

тельской дисомией или нарушением процессов метилирования (гл. 22), что щ 
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Потеря 
гетерозиготности 
по гену АРС (5421) 

Уволичение клеточного 

| Деметилирование р днк 

Активация 
протоонкогена 
К!-гав (12р13) 

Потеря 
гетерозиготности 

погену 066 (18421) 

Потеря 
гетерозиготности: 

по локусу 7Р53 (17р13) 

Карцинома й . 
. 35 - Клетки с потерей 

гетерозиготности 
погенубСС 

Утрата других 
хромосомных 

участков 

© - Клетки спотерей 
гетерозиготности 
погену 7Р5З 

Метастазирование 

Рис. 24.6. Многостадийность процесса канцерогенеза на примере рака прямой кишки 



Коньюгаты 
с глутатионом 

Коныюгаты 
с глутатионом 

Опухолевая 
трансформация 

клетки 

ний при нарушении 
Рис. 24.7. Процесс формирования злокачественных новообразо® ри наруш 
механизмов детоксикации бензопирена. 

вирующих ферментов: 
1 - нарушение (снижение) активности или недостаточность дезактИ' 

глутатион-трансфераз и сульфотрансфераз; „450, гидроксилирую- 
2 - повышение активности ферментов семейства цитохромов Ре ‘для дальнейшей его 

щих/окисляющих ксенобиотик, переводя его в состояние, необходим 

дезактивации 

ов либо двух активны 
дитк наличию либо двух импринтированных генов-супрессор' 

аллелей протоонкогенов. хторов внешней сре 

Кроме того, показано, что воздействие ряда мутагенных ф® инактивации генов 
ды может приводить как к активации протоонкогенов, так и развития опухолей, 
супрессоров, т.е. обеспечивать реализацию обоих механизмов и нарушениях би 

качестве примера может служить возникновение рака легких зопирена, На перво 
трансформации одного из комлонентов табачного дыма — бей дется в гидроксиии 
этапе под действием системы цитохромов бензопирен преврай ируются под дейс 
ную форму и частично в бензопирен-7,8-диол, которые ина ри Онако частичт 
вием глутатион- или сульфотрансфераз и выводятся из орган олазы превращается 

диольная форма бензопирена под действием эпоксид-гидр' ‘связываться с ДНК 

бензопирен-7,8-диол-9,10-эпоксил. Это вешество способно супрессоров опухол 

вызывать активацию протоонкогенов или инактивацию теной” с азований (рис 2 
вого роста, что и приводит к развитию злокачественных ново 6 ое активности фе 
и гл. 14). Увеличение активности ферментов 1-го этана и сни. ации бензопирен-7 

ментов 2-го этапа приводит к резкому повышению концен 
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›л-9,10-эпоксила и увеличению риска опухолевой траисформации клетки. Таким 

азом, нарушение активности ферментов детоксикации организма, напрямую не 

‘занных с протоонкогенами и генами-супрессорами опухолевого роста, можно 

хматривать как еще один механизм образования опухолей. 

Следует заметить, что в ряде случаев мутации в одних и тех же генах являются 

1ологическим фактором возникновения рака различной локализации (см. табл. 

6}. Так, например, мутации в гене-супрессоре АВ! довольно часто приводят к раз- 

гию злокачественной опухоли сетчатки глаза — ретинобластоме, но могут обусло- 
ивать возникновение остеосарком (злокачественных опухолей костной ткани). 

угации в гене ТР53, отвечающем за апоптоз клетки, детерминируют малигниза- 

ю большинства опухолей различных органов и тканей. Возможно, это связано с 

иверсальностью некоторых механизмов регуляции жизнеобеспечения различных 

пов клеток. 

аким образом, сложный процесс канцерогенеза, обусловленный комбиниро- 

иным действием целого комплекса генетических и вненнесредовых факторов, 

югообразен и недостаточно изучен. Это существенно затрудняет профилактику 

кологических заболеваний на основе выявления лиц, имеющих высокий риск 

зиикновения различных форм рака. Исключения составляют пременопаузный се- 

йный рак молочной железы (ВАСА- 7}, постменопаузный семейный рак молочной 

уюзы (ВЕСА-2), наследственный полипоз толстой кишки (АРС), наследственный 

мюлипозный рак толстой кишки (М5Н-2, МЁН-1, РМ5-1, РМ5-2), синдром 

и-Фраумени (ТР53), наследственная ретинобластома (К8-/), нейрофиброматоз 

уР-!, МЕ-2), раки эндокринных желез (наиболее частый — щитовидной железы 

ЧЕМ). Все эти формы злокачественных новообразований, как правило, протекают 

> механизму потери гетерозиготности и в большинстве случаев являются 

аследственными. Гетерозиготные носители мутаций, вызывающих эти формы 

лухолей, имеют практически 100%-й риск возникновения соответствующих онко- 

эгических заболеваний. 



глава 

ПРОФИЛАКТИКА - 
НАСЛЕДСТВЕННОЙ ПАТОЛОГИИ 

Один из наиболее важных разделов медицинской генетики — профилактика наслед- 

ственной патологии у человека. В последние годы, в связи с ухудшением экологиче- 

ской ситуации и увеличением воздействия неблагоприятных факторов внешней сре- 

ды на организм человека роль профилактических мероприятий значительно возрас- 

тает. Выделяют две основных группы профилактических мероприятий: 1) прелотвра- 

щение рождения ребенка с наследственной патологией (первичная профилактика); 2) 

снижение риска развития заболевания улиц с патологическими изменениями гено- 

типа (вторичная профилактика). В настоящее время наибольших успехов удалось до- 

биться при проведении первичной профилактики наследственной патологии, осно- 

вой которой является медико-генетическое консультирование. 

25.1. МЕДИКО-ГЕНЕТИЧЕСКОЕ 

КОНСУЛЬТИРОВАНИЕ КАК ОСНОВА 

ПЕРВИЧНОЙ ПРОФИЛАКТИКИ 

НАСЛЕДСТВЕННЫХ БОЛЕЗНЕЙ 

Медико-генетическое консультирование (МГК) — это один из видов специализиро- 
ванной медицинской помощи, направленный на предотврашение рождения ребен- 

ка с наследственным заболеванием. Впервые медико-генетическая консультация 
была организована выдающимся отечественным невропатологом С.Н. Давиденко- 

вым в конце 20-х гг. прошлого века на базе Института нервно-психиатрической про- 
филактики в Москве, а первый кабинет по медико-генетическому консультирова- 

нию был открыт в 1941 году в Мичиганском университете в США. Принято считать, 

что термин «генетическая консультация» был прелложен С. Ридом в 1947 г. Именно 

он впервые написал краткое руководство по генетическому консультированию. В 
настоящее время в нашей стране и за рубежом создана сеть медико-генетических 
консультаций и Центры медико-генетической помощи, основная функция которых 
заключается в предупреждении возникновения наследственных заболеваний в се- 
мье. Ведущим учреждением по генетическому консультированию в нашей стране яв- 
ляется Медико-генетический научный центр РАМН в Москве. Значительную рабо- 
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ту по медико-генетическому консультированию выполняют Межрегиональные цен- 

тры вг. Воронеже, Самаре, Санкт-Петербурге, Уфе и др. 

Как правило, люди обращаются к врачу-генетику для того, чтобы получить про- 

гноз здоровья будущего ребенка. Наиболее часто врачу генетику приходится прово- 

дить, так называемое, ретроспективное консультирование, которое осуществляется 
в семье, уже имеющей больного ребенка. В этом случае, основная цель генетическо- 
го консультирования состоит в опрелелении повторного риска рождения больного 
ребенка в семье и в планировании профилактических мероприятий. Реже врач про- 

водит проспективное консультирование, которое осуществляется в семье, имеющей 
повышенный риск рождения больного ребенка. Наиболее часто за такими консуль- 

тациями обращаются супруги, состоящие в кровном родстве; пары при наличии слу- 
чаев наследственного заболевания в родословной мужа или жены, а также при воз- 
действии на беременную женщину неблагоприятных среловых факторов. Безуслов- 

но, проспективное консультирование — наиболее эффективный способ профилак- 

тики наследственных заболеваний. Особенно большое значение проведение про- 
спективного консультирования приобрело в последнее десятилетие, когда на осно- 
вании ДНК-анализа стало возможным установление гетерозиготного носительства 

супругами мутации в одном и том же гене, а также выявление патологических изме- 
иепий в генотипе на доклинической стадии. Это позволяет своевременно предупре- 
дить консультирующихся о высоком риске возникновения наследственного заболе- 
вания или появления у них больного потомства. 

МГК состоит из нескольких этапов. Первый, наиболее важный этап, заключает- 

ся в постановке диагноза наследственного заболевания и определении типа его на- 
следования. Второй этап подразумевает установление генотипов консультирующих- 
ся и членов их семей с последующим расчетом риска возникновения заболевания. 
На третьем этапе исследуется возможность профилактических мероприятий, и оп- 
ределяется наиболее эффективный способ их проведения. Помимо этих трех основ- 

ных задач большое значение при консультировании имеет психологическая и право- 
вая помощь. Необходимо объяснить консультирующимся и членам их семей смысл 

результатов генетических анализов, помочь в решении морально-этических и пра- 
вовых проблем, оказать психологическую помощь по решению вопросов планиро- 
вания семьи, социальной адаптации и тд. 

Первый этап МГК. заключается во всестороннем обследовании больного, напра- 

вленном на уточнение диагноза. Значительное внимание на этом этапе уделяется 
сбору генеалогической информании и анамнестических данных. Предположение о 
наследственном характере заболевания и установление типа его наследования мо- 
жет быть сделано на основании анализа родословной пробанда и тщательном обсле- 

довании всех членов консультирующейся семьи. При наличии сегрегации заболева- 
ния в родословной можно с высокой долей вероятности прогнозировать генотип 
всех родственников пробанда и определить круглиц нуждающихся в проспективном 
и ретроспективном МГК. 

Уточнение нозологической формы наследственного заболевания должно прово- 

диться с использованием всех доступных метолов обследования. В первую очередь 
осуществляется клинический осмотр больного и членов его семьи с целью выявле- 
ния фенотипических проявлений болезни. Учитывая варьирующую экспрессив- 
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ность болыпинства наследственных патологий, особое значение должно придавать 
ся пнательности физикального обследования, ири котором необходимо обратить 
внимание на малейшие признаки болезни. Врач-генетик должен быть знаком со все- 
ми клиническими симптомами наследственных заболеваний и учитывать возмож- 
ность существования стертых и атипичных форм. Этап постановки диагно38 а 
быть ограничен использованием только клинического обследования больно". ТО 

происходит в двух случаях. 1) если фенотипические проявления заболевания позво- 

ляют четко и однозначно поставить диагноз и семья не нуждается в дородовой ли ” 
ностике; 2} если этиология и патогенез заболевания не известны и использование 

дополнительных генетических методов лля уточнения диагноза невозможно: Ино ы 
для уточнения диагноза необходимы дополнительные консультации специй листов 
различного профиля (офтальмолога, невропатолога, ортопеда и др.), а также лабот |. 

торное и инструментальное обследование. В последние годы при проведений диа: ̂ 
ностической процедуры достаточно широко используются компьютерные О 7 
ных и информационно-диагностические системы, такие как РОЗЗОМ, ГОР, ^ 

СЕМ, СНКОРУЗ$, МЕОСЕМ и другие. 
Данные клинического осмотра, выявление характерных симптомов и пар . 

ческих признаков, позволяют предположить у консультируемого определенН 8 на- 
следственное заболевание. Для подтверждения диагноза необходимы специй ЛЬНЫе 
методы обследования. К таким методам относятся, прежде всего, цитогенети КИ, 

биохимические и молекулярно-генетические. _ 
Решение о необходимости исследования кариотипа больного и/или членов сто 

семьи врач принимает на основании наличия признаков, характерных для хромо- 
сомной патологии (гл. 20). 

При подозрении на наследственную болезнь обмена проводят биохимическ®8 ИС" 

следование. На первом этапе такого исследования определяют концентраций вкро- 
ви или моче метаболитов, накапливающихся при нарушении обменных превраие- 
ний определенных субстратов, вводимых с пищей или синтезирующихся в организ 
ме. Если концентрация каких-то метаболитов повышена, можно сделать закЛ ючение 

о нарушении метаболизма определенных веществ и перейти ко второму этапу биохи- 
мического исследования. Его цель — определить снижена ли активность ферментов 

участвующих в метаболизме этих веществ. В качестве примера такого двухэтаПНоГо 
обследования можно привести схему диагностики одной из групп болезней накопле- 

НИЯ — мукополисахаридозов. На первом этапе у больных с клиническими вимйтоМа- 

ми гаргоилизма проводят исследование концентрации гликозамингликанов В м 
гепарансульфата, дерматансульфата, кератансульфата, хондроитин-4 и хондр0 

6 сульфатов. При увеличении концентрации тех или иных метаболитов, в зависимо- 
сти от их сочетания, планируется послеловательность этапов проведения энзимоИаГ- 
ностики с целью идентификации нозологической формы мукополисахаридо3а (под- 

робнее об этом см. гл. 23). 

При других моногенных заболеваниях точная диагностика генетического 
та наследственного заболевания возможна на основании проведения ДН к-анализа, 
направленного на выявление мутации втех или иныхтенах. Схема проведений моле- 
кулярно-генетической диагностики описана в гл. 19, а особенности ДНК-диагНОСТИ- 

ки отдельных моногенных заболеваний представлены в гл. 21и 22. 

аклини- 

вариан- 
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Второй этап МГК осуществляется после уточнения диагноза и направлен на рас- 
чет риска возникновения заболевания у всех родственников пробанда на основании 
тина наследования и установления генотипов консультирующихся. До недавнего 
времени генотип членов семьи пробанда с моногенным заболеванием можно было 
установить только с определенной долей вероятности, в результате теоретических 
расчетов с использованием генетических закономерностей наследования. В настоя- 
шее время благодаря совершенствованию методов ДНК-анализа, число заболева- 

пий, при которых оказывается возможным прямое установление генотипов всех 
членов отягощенной семьи, постоянно увеличивается. Кроме того, при АД заболе- 

ваниях с поздним началом возможно проведение пресимптоматической (доклиниче- 

ский) диагностики, которая позволяет прогнозировать развитие заболевания у носи- 
теля определенного генотипа и дает ему возможность принять решение о планиро- 
вании деторождения. Несмотря на это, теоретические расчеты риска возникновения 
заболевания не потеряли своей актуальности и в ряде случаев активно используют- 
ся при МГК. Кроме того, знания принципов расчета генетического риска позволя- 
ют оптимизировать диагностическую процедуру и определять целесообразность 
проведения тех или иных дорогостоящих лабораторных исследований. Все это обу- 

словливает необходимость владения методиками расчета генетического риска. 
Лучше всего разработаны основы прогнозирования при моногенной наследст- 

венпой патологии, когла расчет генетического риска производится наосновании ве- 
роятности образования определенного типа гамет при различных вариантах насле- 
дования заболевания. Втабл. 25.1 представлены сводные данные о соотношении ко- 

личества больных и здоровых потомков в различных тилах браков. 
Если точная идентификация генотипов консультируемых невозможна, использу- 

ют основные положения теории вероятностей. При этом рассчитываются значения 
слелующих вероятностей: 

®* априорная вероятность — определяется как вероятность наличия определенного 
генотипа у консультируемого на основании типа наслелования и особенностей 
клинических проявлений заболевания; 

® условная вероятность — отражает вероятность рождения здорового ребенка у 
индивида с априорно заданным генотипом при учете ряда параметров: пенет- 
рантности гена, возрастных интервалов манифестации заболевания, состояния 
здоровья имеющихся детей и др. 

®_ совместная вероятность — рассчитывается как произведение априорной и услов- 
ной вероятностей и определяет вероятность совместного наступления событий; 

® апостериорная вероятность — вероятность для консультируемого иметь тот или 
иной генотип при наличии здорового ребенка (рассчитывается как отношение 
совместной вероятности для определенного генотипа к сумме совместных веро- 
ятностей возможных генотипов). 
Зная апостериорную вероятность можно легко рассчитать риск рождения боль- 

ного ребенка в каждом конкретном случае. 
Иногда при определении вероятности оказывается необходимым учитывать до- 

полнительные факторы, такие как частота гетерозигот в популяции, распространен- 
иость заболевания, пенетрантность гена, коэффициент инбридинга, частота встре- 

чаемости отдельных генетических вариантов наследственного заболевания. Мето- 
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Либлица 25. 1. Частота гепотипов больных и ‘уоровых потомков при различных типах 

наследования заболевания в зависямосун от уепотинов родителей: 

1) при аутосомном наследовании 

Генотипы АД-тип наследования АР-тип наследования 

родителей Генотипы больных, % Тевотилы Генотипы Тенотипы здоровых, % 

здоровых, % больных, % 

АА Аа аа за Аа АА 

ААхАА 100 — _ 2 и 100 
ААх Аа 50 50 _ | 50 50 
ААх аа | 100 — и 100 _ 
Аах Аа 25 50 25 25 50 25 
Аа х аа _ 50 50 50 50 _ 
аа х за - 2 100 100 _ _ 

и — частота мутирования по данному локусу на гамету на поколение. 

2} при Х-сцепленном наследовании 

Генотипы Х-еи, рецесснвный тил наследования Х-си. доминантный тип наследования 

родителей  |Генотипы больных, Генотивы здоровых, Тенотины больных, Тенотипы 

% % | % здоровых, % 
дея м дев | м дев м дев | м 

| хх ХУ ХХ хх ХУ 1 ХХ хх ХУ хх ХУ 

ХХ х ху 0 м (2) |100 _ 100 100 - 100 В 0 0 
ХХх ху 0 0 0 100 100 0 100 100 0 0 
ХХ х ху 0 50 50 50 50 50 5 50 0 50 
ХХххУ| 50 50 _ 50 50 0 50 50 50 50 
ХХ хх 0 100 — 100 0 0 100 0 0 1100 
ХХ х ХУ 100 100 0 0 0 0 0 0 100 [100 

Х' — Х-хромосома, несущая рецессивный аллель; 

м- мальчики, дев — девочки. 

дики расчета генетического риска при различных наследственных заболеваниях рас- 
сматриваются в приложении к данной главе. 

Таким образом, на данном этапе обратившихся за медико-генетической помо- 
щью знакомят с генетическим прогнозом (риском) для потомства, объясняют воз- 

можности проведения профилактики для данного конкретного случая. Генетический 

риск до 5% считается низким, риск от 6% ло 20% — средним, а свыше 20% — высо- 

ким. При проведении этого этапа МГК требуется объяснить родителям отсутствие их 

вины за рождение больного ребенка и оказать психологическую помошь при приня- 
тии решения о дальнейшем деторождении. Консультирование семьи не должно быть 
директивным: врач не должен давать рекомендаций итем более указаний по плани- 

рованию деторождения. Принятие решения — прерогатива супружеской пары. 
Третий этав МГК не является обязательным и зависитот принятого супругами ре- 

шения по поводу дальнейшего деторождения. По сути, этот этап заключительный, 
так как, при соответствующих методологических возможностях и желании супруже- 
ской пары, направлен на предотвращение появления больного потомства. в семье. 
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Сушествует два основных подхода, позволяющих выявлять генотипы, определяю- 

щие высокий риск развития заболевания у будущего ребенка — это пренатальная и 

преимплантационная диагностика. 

25.1.1, ПРЕНАТАЛЬНАЯ ДИАГНОСТИКА НАСЛЕДСТВЕННЫХ 
БОЛЕЗНЕЙ 

В последние годы благодаря успешному развитию цитогенетики, биохимии и моле- 
кулярной биологии, оказалось возможным выявлять хромосомные и генные мута- 
ции у человека не только в постнатальном периоде, но и на разных сроках прена- 
тального развития, те. дородовая диагностика наследственной патологии стала ре- 
альностью. Пренатальная (дородовая) диагностика включает комплекс мероприя- 
тий, направленных на предотвращение появления больного ребенка в семье. Наи- 
болышие успехи достигнуты в дородовой диагностике хромосомных синдромов и 
моногенных заболеваний, вто время как прогнозирование патологии, характеризу- 
ющейся полигенным наследованием, существенно затруднено. Методы пренаталь- 
ной диагностики принято делить на инвазивные и неинвазивные. 

При применении инвазивиых методов производят трансабломинальный (через 
брюшную стенку) или трансцервикальный (через влагалище и шейку матки) забор 

клеток плода на различных сроках беременности и их последующий анализ (цитоге- 

нетический, молекулярно-генетический, биохимический и тл.}. Цитогенетические 

методы исслелования позволяют выявить хромосомные аберрации у плода, с помо- 
щыо биохимических методов определяют активность ферментов или концентрацию 
искоторых продуктов метаболизма, молекулярно-генетический анализ дает прямой 
ответ на вопрос о том, есть ли у плода патологическая мутация в исследуемом гене. 
Применение инвазивных методов дородовой диагностики оказывается наиболее 

эффективным, так как их результаты позволяют с высокой точностью судить о на- 

личии у плода наследственной патологии. Забор плодного материала для дородовой 
диагностики может осуществляться на разных сроках беременности под контролем 
ультразвука. В ранние сроки беременности (от 8 до 12 недель) лля анализа использу- 

ют клетки плода, выделенные из материала ворсин хориона или плаценты, получен- 
ные путем хорион- или плацентобиопсии (рис. 25.1, а, 6). Эти сроки беременности 

являются оптимальными для проведения дороловой диагностики, так как раннее 
обнаружение патологических изменений генотипа плода позволяет прервать бере- 
менность с минимальным риском для организма матери. Кроме того, при диагно- 
стике хромосомных аберраций у плода не требуется культивирования клеток, что 
позволяет получить результаты уже через 3—4 дня. Однако, несмотря на очевидные 
нреимушества ранней пренатальной диагностики, существуют и некоторые недос- 
татки, связанные, прежде всего, с возникновением угрозы выкидыша. Показано, 
что у 10%—12% женщин после проведения этой процедуры отмечаются маточные кро- 

вотечения, у 3% повышается тонус матки, а в 1,5%-2% случаев происходит самопро- 

извольное прерывание беременности. В ряде случаев, при нарушении технологии за- 
бора плодного материала возможно инфицирование организма плода и матери. 
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Рис, 25.1. Способы забора плодного материала для проведения пренатальной диагно 

стики. (Из: Н.П. Бочков, 1997) 

а - трансабдоминальная хорион- или плацентобиопсия; 6 — трансцервикальная хорион- или 

плацентобиопсия; в - амниоцентез; г — кордоцентез 

В более поздние сроки беременности (15—18 недель) для проведения пренаталь- 
ной диагностики используют трансабдоминальный амниоцентез (рис. 25.4, в) и затем 

исследуют клетки плода, выделенные изамниотической жидкости. Эта процедура зпа- 
чительно менее травматичная и приводит к неплановому прерыванию беременности 

не более чем в 0,2% случаев. К. недостаткам этого метода можно отнести: 1) необхо- 

димость культивирования клеток для цитогенетического исследования (процелури 

занимает 2—3 недели); 2) необходимость искусственной стимуляции родов во втором 

триместре беременности при выявлении патологических изменений генотипа плода, 
что может отрицательно сказаться на репродуктивной функции женщины. Провеле - 

ние амниоцентеза на более поздних сроках беременности целесообразно при иолоз- 

рении на наследственную патологию обмена, а также в том случае, если на раннем 

сроке у беременной была угроза выкидыша. 

Если осуществление дородовой диагностики оказывается возможным только 10 

сле 18 недель или необходимо диагностировать наследственные болезни крови и сте- 

пень резус-сенсибилизации, наиболее часто в качестве объекта исследования ис- 

пользуют клетки крови, полученные из пуповины путем кордонентеза (рис. 25.4, г). 

Клетки крови — наиболее удобный материал и для цитогенетического анализа, так 

как их культивирование происходит значительно быстрее, точность полученных ре- 

зультатов значительно выше, а спектр выявляемых хромосомных аномалий шире. 
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В очень редких случаях объектом исследования служат образцы различных тка- 

ней плода. Это необходимо, например, для диагностики наследственных болезней, 

этиология которых не известна, а диагноз может быть поставлен только на основа- 

нии морфологических изменений. Безусловно, изучение молекулярно-генетических 
механизмов этой группы заболеваний приведет к тому, что данный метод дородовой 

диагностики потеряет свое значение и будет заменен прямым анализом гена на на- 

личие в нем мутационного повреждения. 

В последние годы интенсивно разрабатываются иеинвазивные методы дородо- 

вой диагностики различной наследственной патологии. Риск осложнений при их 

проведении существенно ниже, чем при использовании инвазивных методов. На- 

иболее часто неинвазивные методы применяют для диагностики у плода врожден- 

ных пороков развития и хромосомных синдромов. Эти методы не требуют забора 

плодного материала, а диагностика того или иного вида патологии осуществляет- 
ся на основании ультразвукового обследования плода или иммуноферментного 

анализа сыворотки крови беременной женщины. Наибольшего эффекта можно 

добиться при проведении массового обследования всех беременных женщин 

(скрининг). На основании полученных результатов формируются, так называемые 

«группы риска», состоящие из беременных женщин, у которых предполагается ро- 

ждение больного ребенка. При формировании групп риска чрезвычайно важны 

результаты исследования концентрации трех групп сывороточных маркеров: «-фе- 

топротеина (АФП), хорионического гонадотропина (ХГ) и неконъюгированного 
эстриола (НЭ). Диагностическое значение при обследовании имеет отклонение 

показателей концентрации этих маркеров от контрольных цифр для определенно- 

го срока беременности. В ряде случаев при отсутствии возможности проведения 

массового скрининга осуществляется выборочное обследование беременных. При 

формировании групп для такого селективного скрининга учитывается возраст су- 

пругов, данные анамнеза и клинико-генеалогического обследования. Критериями 

отбора пациенток является: возраст старше 35 лет, задержка развития плода, нали- 
чие врожденных пороков и/или хромосомных перестроек у одного из родителей 

или у предыдущего ребенка в семье. 

В качестве диагностического теста при формировании групны риска по воз- 

никновению дефектов нервной трубки можно использовать определение в плазме 

крови беременной концентрации гомоцистеина, обладающего токсическим дейст- 

вием на клетки плода и плодных оболочек. Ценность этого скрининг-теста опре- 

деляется возможностью профилактики осложнений гипергомоцистеинемии мате- 

ри путем своевременного назначения беременной женщине препаратов фолиевой 
кислоты и витаминов группы В (веществ участвующих в превращении гомоцисте- 

ина в метионин). 

Проведение ультразвукового обследования плола наиболее эффективно во вто- 

ром триместре беременности, так как позволяет выявить большинство пороков раз- 

вития коиечностей, желудочно-кишечного тракта, сердца, почек, а также грубые по- 

роки центральной нервной системы. Однако существует ряд ультразвуковых марке- 

ров, имеющих болышое диагностическое значение в первом триместре беременно- 

сти. К ним относятся — увеличение размеров шейной складки, отсутствие у плода 

закладки носового хряща, многоводие и др. 
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Наиболыная эффективность неинвазивной дородовой диагностики может быть 

достигнута при комилексном анализе результатов всех методов обследойания с но- 
мощью комиьютерных программ расчетов риска. 

Среди неинвазивных методов дородовой диагностики в настояшсе время наибо- 
лее перспективен анализ клеток плода выделенных из крови матери. В крони берс- 

менной женщины в очень малом количестве присутствуют некоторые ядросодержа- 
щие клетки плода: трофобласты, лимфоциты, гранулоциты, эритробласты. Они по- 

являются в результате трансплацентарного переноса и приводят к развитию толс- 
рантности организма матери по отношению к плоду. Концентрация этих клеток в 
крови матери ориентировочно составляет 10-5—10-. В настоящий момент наиболь- 

шее диагностическое значение имеет исследование эритробластов, что связано с ие- 
которыми их характеристиками: 1) наличием полного комплекта ядерных генов; 2} 
появлением в крови беременной женщины в 1 триместре (в результате гемопоэза в 
желточном мешке); 3) присутствием в крови женщины не более 90 дней после родов, 

что исключает отбор для анализа эритробластов от предыдущих беременностей. 

Недостатком этого метода является отсутствие эффективных методов сортировки 
и детекции клеток плода, получаемых из крови матери. Обычно используют морфю- 
логические, биохимические и иммунологические методы, однако наибольшей 'ф- 

фективности удается добиться при использовании ПЦР для амплификации генома 

единичных клеток или свободной ДНК плода, присутствующей в материнской плаз- 

ме и сыворотке в концентрации 3,4—6,2%. 

25.1,2. ПРЕИМПЛАНТАЦИОННАЯ ДИАГНОСТИКА 
НАСЛЕДСТВЕННЫХ БОЛЕЗНЕЙ 

В последние годы разработаны методы исследования ДНК клеток зародыша на раз- 
них сталиях развития зиготы. Материалом для исследования служат клетки зиготы 
на стадии бластоцисты (8—16 клеток), полученные путем оплодотворения п уйго или 

с помошью маточного лаважа в период 90—130 часов после оплодотворения. С помо- 

шью микрохирургических манипуляций от зародыша можно отделить 1—2 клетки 

для последующего генетического анализа. Остальные зародышевые клетки могут 
быть заморожены до окончания исследования. После исключения наследственной 
патологии этим клеткам можно создать условия для нормального развития и им- 
плантировать их в матку в соответствующий период менструального цикла. 

Преимуществом этого метода является отсутствие необходимости искусствеино- 
го прерывания беременности при обнаружении наследственной патологии плода, 
что благоприятно для послелующей репродуктивной функции женщины. 

Основной недостаток этого метода — низкий процент успешных имплантаций — 

10—20%, а также возможные нарушения течения беременности после имплантации за- 
родыша. 

37-4167 
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25.2. ПРОГРАММЫ БИОХИМИЧЕСКОГО 

СКРИНИНГА КАК ОСНОВА ВТОРИЧНОЙ 

ПРОФИЛАКТИКИ НАСЛЕДСТВЕННОЙ 

ПАТОЛОГИИ 

Основной метод вторичной профилактики, направленной на предотвращение кли- 

нических проявлений у лиц с патологическими изменениями генотипа, — биохими- 

ческий скрининг (сгеепив — просеивание). Используются два основных типа скри- 

нинговых программ: массовые (или тотальные) и селективные. Массовый скрининг 

проводится безвыборочно в определенной популяции. Заболевания, для которых 

целесообразно разрабатывать программы массового скрининга, должны удовлетво- 
рять следующим условиям: 

1) значительная распространенность, 

2) тяжелое прогредиентное течение, приводящее к инвалидизации при отсутст- 

вии лечения, 

3) наличие эффективного метода лечения, 

4) сушествование эффективного метода диагностики. 
Выбранный для массовой диагностики метод должен быть прежде всего диагно- 

стически значимым, т.е. в идеале чувствительность (отношение истинно положи- 

тельных тестов к сумме всех лиц с искомым дефектом) и специфичность (отношение 

истинно отрицательных тестов к сумме всех лиц с отсутствием дефекта) должны рав- 

няться 100%. При этом ложноположительные результаты допустимы, тогда как лож- 

поотрицательные дискредитируют программу. Используемый метод должен быть 

простым, надежным, экономичным. 

Наиболее часто массовый скрининг направлен на выявление аутосомно-реце- 
сивных заболеваний среди новорожденных детей. В большинстве популяций ново- 

рожденных тестируют на фенилкетонурию (ФКУ) и врожденный гипотиреоз (ВГ), 

однако спектр заболеваний, выявляемых в ходе массового просеивания, может варь- 
ировать в различных популяциях. Например, встранах Средиземноморья с высокой 

распространенностью гемолитических анемий целесообразен скрининг на гетерозигот- 

ное носительство мутаций вгенах, кодирующих Г-6-ФДГ и глобиновые белки, а в попу- 
ляции евреев-ашкенази — на гетерозиготное носительство мутаций в гене гексоза- 

минидазы А (болезнь Тея—Сакса). 

Программы селективного скрининга направлены на диагностику ряла наследст- 

вспных заболеваний среди больных с определенной патологией, составляющих 

групнуриска. Например, в группе лиц с врожденной катарактой целесообразно про- 

водить скрининг на галактоземию, а среди больных с частыми обструктивными 
бронхитами — на муковисцидоз. 

Скринирующие программы обычно проводятся в два этапа. 
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На первом чаие — первичной диаспостики — паявляюглиц с положиельным резуль- 

зитом теста, формирующих группу риска поланному заболеванию. Дяз диагиюстики па 

даииюм этане возможно использование простых качественных реакций (гл. 19). 
Второй этап — уточняющий — необходим для подтверждения диагноза и исключе- 

ция лиц с ложноположительными результатами. На этом этапе используют более 
сложные высокоточные аналитические (количественные) методы (гл. 19). 

В ряде случаев проведение скрининга не ограничивается двумя этапами и требу- 
ет проведения дополнительного исследования, направленного на дифференциальную 

диагностику сходных по клиническим проявлениям генетических вариантов болез- 
ни. На этом этапе применяют наиболее сложные и дорогостоящие методы энзимо- 
диагностики иДНК-анализа, 

Рассмотрим процедуры биохимического скрининга на примере диагностики гипер- 
фенилаланинемий и врожденного гипотиреоза. Диагностику этих заболеваний можно 

проводить одновременно при исследовании образцов крови, полученных от нозорож- 
денного ребенка в возрасте 3—7 дней. Эти сроки забора материала для анализа являют- 

ся оптимальными, что связано с особенностями метаболизма исследуемых вешеств. 

Именно кэтому периоду времени у больного с ГФА происходит накопление фенилала- 
нина вкрови в концентрациях, достаточных для диагностики, а уровни ТТГ и гормонов 

щитовидной железы у здоровых новорожденных нормализуются. 

25.2.1. ПРОГРАММА БИОХИМИЧЕСКОГО СКРИНИНГА 
ГИПЕРФЕНИЛАЛАНИНЕМИЙ (ГФА) 

Этапы проведения биохимического скрининга на ГФА схематически представлены 

на рис. 25.2. 

В ходе первого, диагностического, этапа возможно использование качественных 
тестов, выявляющих повышенную концентрацию фенилкетонов в моче (проба Фел- 

линга и проба с 2,4-динитрофенилгидразином) или фенилаланина в крови при по- 

мощи микробиологических ингибиторных тестов Гатри или Гольдфарба. Однако в 

настоящее время в большинстве случаев применяют флуориметрический метод, поз- 

воляющий быстро и точно определить увеличение конпентрации фенилаланина вкро- 

ви обследуемого и сформировать группу риска. 

На уточняющем этапе проводится повторное обследование всех детей с положи- 

тельным тестом с целью подтверждения наличия повышенной концентрации фени- 
лаланина и его дериватов в крови. Наиболее часто также используется флуориметри- 
ческий метод. В ходе этого этапа выявляются дети с ложноположительными резуль- 
татами (их причиной могут быть транзиторная гиперфенилаланинемия и тирозине- 
мия) и формируется группа новорожденных, нуждающихся в длительной диетотера- 
пии (гл. 23). 

При концентрации фенилаланина всыворотке крови >15мг86 предполагается ди- 

агноз ФКУ, а при концентрации фенилаланина 6-15 мг% — ГФА. Всем детям с поло- 
жительным тестом назначают диету, на основании терапевтической эффективности 
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Скрининг всего контингента новорожденных 

Концентрация ФЕНИЛАЛАНИНА (ФЕН) 
по скрининг-тесту 22мг% 

транзиторная ГФА 

другая аминоацидопатия Концентрация ФЕНИЛАЛАНИНА 
по скрининг-тесту 24мг% 

ФЕН> 15мг%, 
активность ФАГ < 5% 

положительная 

реакция на диету 

ФЕН> 15мг%, 
активность ФАГ=М, 

прогрессирующее течение 
повышение уровня 

биоптеринов в моче 
отсутствие реакции на диету 

ФЕН 6-20 мг%, 
активность ФАГ до < 50%М 

минимальная 
симптоматика 

атипичная ФКУ 

и 
‘иеГФА 

Классическая 
ФКкУ 

ФАГ-независимые 
ГФА 

Рис. 25.2. Схема оптимальной скрининговой программы ГФА. 

которой планируются мероприятия по уточнению диагноза и выбору дальнейшей 

тактики лечения. 

Задача следующего этапа — дифференциальная диагностика наследственных забо- 

леваний, сопровождающихся повышением концентрации фенилаланина (гл. 23). С 

этой целью проводится пероральная нагрузка фенилаланином, измерение активно- 
сти ФАГ в гепатоцитах, полученных при биопсии, лейкоцитах и фибробластах; 

ДГПР в фибробластах; исследование птеринов в моче. 

25.2.2. ПРОГРАММА БИОХИМИЧЕСКОГО СКРИНИНГА 
ВРОЖДЕННОГО ГИПОТИРЕОЗА (ВГ) 

Врожденный гипотиреоз — группа моногенных и мультифакториальных заболеваний, 

характеризующихся снижением или даже отсутствием функции щитовидной желе- 

зы. Биохимическая причина этого заболевания — недостаток тиреоидных гормонов, 
прежде всего циркулируюшего тироксина. 

Снижение функции щитовидной железы вызывает изменения в метаболизме 
белков, жиров, углеводов, замедляя окислительные процессы и основной обмен, те- 
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плообмен. Нарупастся обмен и мукополисахиридов, неледствие чего в тканях нака- 

иливяются креатинин и болыиое количество муцинозного вешества. Накопление 
этих веществ приводит к возникновению слизистого отсека — микседемы. 

Клинические проявления заметны уже в первые месяцы жизни, При осмотре вы- 

ипляются большая масса тела, грубые черты лица, увеличение языка, пупочная гры- 

жи, грубый голос, повышенная сухость и ломкость волос. Для больных характерны 

сухость, шелушение и бледность кожных покровов. В результате нарушения тенло- 

обмена кожа больных холодная на ошупь. При отсутствии лечения прогрессирует от- 

ставание в психомоторном и физическом развитии, в последующем формируется 
олигофрения. 

Наиболее яркая картина ВГ проявляется лишь к 4—6 мес, жизни, когда уже имс- 

ются тяжелые соматические и метаболические нарушения и эффективность лечения 

резко снижена, Это обусловливает необходимость ранней диагностики заболевания 

путем биохимического скрининга. 

В качестве основного теста используют определение в крови концентрации "ГТГ 

гипофиза и гормонов щитовидной железы (тироксина и трийодтиронина), что поз- 

воляет выявить ВГ с первых дней жизни, прогнозировать степень тяжести заболеви- 

ния и объем заместительной терапии. Концентрацию этих гормонов определяют 

двумя методами: иммуноферментным и радиоиммунным, На первом этапе диагно- 

стического скрининга целесообразно и экономически эффективно определять кон- 

центрацию ТТГ гипофиза с помощью иммуноферментного метода. Все дети с кон- 

центрацией ТТГ >20 мкЕл/мл нуждаются в проведение уточняющего обследования 

в 2-недельном возрасте. К этому сроку нормализуется большинство транзиторных 

нарушений функции щитовидной железы, обусловленных патологическими состоя- 

ниями плода и новорожденного (фето-плацентарной недостаточностью, фуикцио- 

нальной незрелостью, родовой травмой ЦНС, внутриутробной инфекцией) и патоло- 

гией щитовидной железы у матери. В большинстве случаев эти нарушения не требую" 

терапевтической коррекции, однако, если при проведении повторного исследования в 
2-недельном возрасте у ребенка концентрация ТТГ превышает 5мкЕд/мл, то нсобходи- 

ма консультация эндокринолога и назначение курса [--тироксина. Все дети с повынен- 

ной концентрацией ТТГ и низкими цифрами гормонов щитовидной железы нуждаю!- 

ся вдополнительном обследовании и находятся под наблюдением эндокринолога до 3- 

хлетнего возраста, когда может быть поставлен окончательный диагноз ВГ. 

25,3. БИОЭТИЧЕСКИЕ ПРОБЛЕМЫ 

ПРОФИЛАКТИКИ НАСЛЕДСТВЕННОЙ 

ПАТОЛОГИИ 
Использование современных геномных технологий для профилактики наследствен- 

ных заболеваний привело, с одной стороны, к повышению эффективиости мелико- 

генетической помощи, а с другой — к необходимости решения ряда биоэтических 

проблем. Это связано с тем, что в генетическом исследовании бывает задействовано 
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ного сторон: исследователь, врач-клинипист, испытуемый, донор, реципиент, па- 

иент и члены его семьи. Косвенно в этих исследованиях могут участвовать и неко- 
рые социальные службы: образования, трудоустройства, страхования (жизни, здо- 

э›овья, имущества) и прочие, где люди вступают в отношения друг с другом в связи с 

проведением генетических исследований или приложением их результатов в своей 

хрере практической жизни. При этом люди могут по-разному работать с образпами 

зиоматериала: осушествлять их забор и изучение, технологически трансформиро- 

зать, передавать их другим лицам (исследователям, врачам, кому-либо еше), вводить 

з организм реципиента образцы, содержащие генетическую информацию. Причем 

информацию они тоже могут использовать по-разному: хранить, передавать, рас- 

пространять, уничтожать. Но к данной генетической информации причастны и те 

липа, которые являются испытуемыми, пациентами, членами их семей и тд. При 

этом у этики генетики есть одно отличие от многих других разделов биомедицин- 

ской этики, а именно: не только сам испытуемый, но и его прямые потомки в не- 

скольких поколениях могут оказаться объектами воздействия измененной генетиче- 

ской информации. В основе решения проблем, возникающих при получении и ис- 

кюльзовании генетической информации обследуемого индивида должны лежать 

следующие принципы. 

1. Иризнание автономии личности. Важно, что все виды процедур должны осуще- 

«лвляться с информированного согласия объекта, которое означает, что человек 

вступает в контакт с генетиком, врачом или иным исследователем добровольно. При 

этом профессионал обязан обеспечить его в доступной форме адекватной информа- 

цией, чтобы она была и необходима, и достаточна, и понятна, и помогала бы авто- 

помной личности принимать самостоятельное решение о том, начто (на какие про- 

цедуры) она (личность) согласна пойти, а на что — не согласна. Приоритеты в эти- 

ческом решении о проведении генетических процедур убывают в таком направле- 

нии: индивид, семья и кровные родственники, общество. 

2. Гиппократовское «не вредих и «сотвори благо», направленное на сохранение 

конфиденциальности информации. Это правило проходит через все документы по 

биоэтической регламентации любой медицинской деятельности. Согласно этому 

правилу информация о генетическом статусе человека может быть сообщена только 

ему, его опекунам или иным легальным представителям и пользующим его врачам. 

Нелопустима передача профессионалом какой-либо информации без санкции тес- 

тируемого или его законных опекунов любой третьей стороне (органам образования, 

трулоустройства, страхования, социальным службам и тд.), так как это может по- 

влечь за собой дискриминацию такого лица на основании сведений о его генетиче- 

ском статусе, что равносильно своего рода «генетическому шовинизму». 

3. Сираведливость, которая подразумевает равные возможности генетического 

тестирования за счет общественных фондов для всех членов общества. 

Таковы этические принципы медипинской генетики, сформулированные экс- 

пертами Всемирной Организации Здравоохранения но генетике человека (Сеполи!с$ 

ап9 У№опа Неаив, \/НО, 2002). 

Наряду с этими основными принципами современной биоэтики при медико-ге- 

нетическом консультировании необходимо руководствоваться еще тремя правила- 

ми: правилом правдивости, правилом конфиденциальности и правилом информи- 
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рюванного согласия на проведение исследования. Также исобходимо учитьтать еле- 
дукицес обстоятельство — объектом исследования врача-генетика служит семья, и 
информация, полученная при генетическом исследовании, касается не только само- 
го обслелуемого и членов его семьи, но и будущих поколений. 

"Эти этические нормы нащли отражения и в Российском законодательстве; в 
статьях 4 (гарантирующей права на охрану здоровья и медицинскую помошь) и 21 
(занищающей от недобросовестного использования испытуемого в научных экспе- 
риментах) Конституции РФ, атакже в «Основах законодательства Российской Феде- 
рации об охране здоровья граждан» (Постановление Госдумы от 22.07.93 №5488-1). 
Большое значение для общества имеет взгляд на биоэтические проблемы Русской 

Православной Церкви. В специальной главе «Социальной концепции Русской Пра- 
вославной Церкви» (2000), даны взвешенные оценки основным направлениям меди- 
цинской генетики и репродуктивной медицины и их совместимости с православием. 

Биоэтические проблемы, требующие регламентации, возникают при проведении 

всех трех этапов МГК. Прежде всего это касается генетического скрининга и пре- 

симитоматического ДНК-тестирования при наследственных болезнях. Эти пробле- 

мы связаны как с возможной дискриминацией лиц с положительными результатами 
тестов, так и с возможным влиянием таких результатов на психическое благополучие 
людей, здоровых на момент тестирования. В соответствии с международными нор- 
мами генетический скрининг и пресимптоматическое тестирование взрослых долж- 
ны быть добровольными, причем их участники должны быть свободны в выборе (на 
основе достаточной информации) подвергнуться или нет тестированию в соответст- 
вии со своими взглядами и моральными принципами. Пресимптоматическое тести- 
рование детей на заболевания с поздним началом при отсутствии методов лечения 
или профилактики следует отложить до достижения возраста, когда мололой человек 
сможет принять собственное решение относительно этого вопроса. 

Скрининг детей для ранней диагностики и своевременного лечения в интересах 
их здоровья должен быть обязательным и бесплатным (например, скрининг новоро- 
жденных на фенилкетонурию). Важное условие такого скрининга — доступность 
своевременного и адекватного лечения заболевания, Если родители отказываются от 
такого обследования своего ребенка, то для защиты его интересов против них могут 
предприниматься правовые акции, предусмотренные законодательством. 

При проведении генетического скрининга и пресимптоматического тестирова - 
ния участники должны получить исчерпывающую информацию о целях, возможных 
результатах обследования и возможном выборе. Выявленные входе скрининга боль- 
ные (или носители гена наследственного заболевания с поздним возрастом начала) 
должны получить генетическую консультацию для всесторонней информации о за- 
бодевании, его значении для индивида и членов его семьи, методах лечения и соци- 
альной поддержки, а также алекватную психологическую поддержку. 

В настояшее время имеются ограниченные возможности для тестирования на 
предрасположенность к распространенным заболеваниям, таким как серлечно-сосу- 
дистые, онкологические и другие. 

Любые виды генетического тестирования ВОЗ рекомендует проводить только в 

том случае, если его результаты могут быть эффективно использованы для профила - 

ктики и лечения заболевания, при условии полной информированности пациента и 
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его добровольном согласии. Во многих странах закоподательно запрещено проведе- 

ние генетического скрининга заболеваний, пля которых невозможно лечение. При 

этом к результатам всех видов генетического тестирования не должны иметь досту- 

на работодатели, страховые компании и другие третьи липа во избежание возмож- 

ной дискриминации. 

Значительные различия в суждениях медиков, пациентов, представителей разных 

религиозных культур наблюдаются в вопросе о прерывании беременности на основа- 

нии результатов дородовой диагностики. Сторонники одной точки зрения считают, что 

искусственное прерывание беременности даже на основании безнадежного прогноза 

‚для плода недопустимо. Сторонники другой точки зрения полагают, что в безнадежной 

ситуации не следует возлагать на женщину, ее семью и общество моральное и матери- 

альное бремя по содержанию до естественной кончины неизлечимо пораженного ин- 

дивида. Практически исключительна ситуация, когда сохранение плода означает ги- 
бель и его, и матери, те., когда приходится делать выбор между гибелью обоих или со- 

хранением хотя бы жизни матери. Сохранение жизни матери вбольшинстве стран дей- 

ствует как этическая, профессиональная и правовая норма, 

Этическая значимость вопроса о приемлемых сроках искусственного прерыва- 

ния беременности усугубляется большим разбросом мнений относительно права эм- 

бриона на жизнь. Одни полагают, что эмбрион имеет право на жизнь с момента за- 

чатия. По мнению других такое право появляется только у уже рожденного ребенка 

вместе с овладением им членораздельной и осмысленной речью. Обе точки зрения 

едины в том, что одушевление нового индивида есть пропесс мгновенный, не име- 

ющий протяженности во времени. В действительности же, биологически процесс 

развития человека протекает во времени. Он проходит естественные стадии от раз- 

дельного формирования и созревания половых клеток в организмах мужчины и 

женщины, их объединение в половых путях женшины в единую оплодотворенную 

яйцеклетку (зиготу). На следующих этапах происходят: имплантация яйцеклетки 

(далеко не всегда успешная) в утробу матери и дальнейшее постепенное, закономер- 

ное развитие эмбриона (затем плода) до созревания способного к рождению и авто- 

номному существованию младенца. Где наэтом сложном пути индивидуального раз- 

вития организма и личности пролегает строгая граница, до которой зародыш явля- 

ется частью тела матери, а после — сразу самостоятельным индивидом и личностью? 

Этические проблемы при решении вопроса о прерывании беременности не- 

сколько смягчаются наметившимися успехами в лечении прежде неизлечимых на- 

следственных и врожденных болезней с помошью генотерапии, 

Правовая и этическая регламентация применения биотехнологии в медицине 

должна строиться с учетом и международного опыта. Причем для решения возника- 
юших проблем требуются совместные усилия медиков, генетиков, юристов, филосо- 

фов, социальных работников и богословов. Особое значение имеет и повышение 

информированности всего общества и отдельных его групп в вопросах генетики и 

использования современных генетических технологий. Это особенно важно для то- 

го, чтобы избежать в обществе как излишних страхов перед достижениями генети- 

ки, таки завышенных ожиданий, и наладить сотрудничество заинтересованных кру- 

гов в ответственном использовании результатов исследований генома человека. 
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Приложение: методики расчета 

генетического риска 

РАСЧЕТ ГЕНЕТИЧЕСКОГО РИСКА ПРИ ЗАБОЛЕВАНИЯХ 

С АУТОСОМНЫМ ТИПОМ НАСЛЕДОВАНИЯ 

Генетический риск при заболеваниях с АД-типом наследования 
1) при полной пенетрантности гена 

* При АД-типе наследования болезнь развивается при наличии мутаций в гетеро- 
и гомозиготном состоянии, В соответствии с этим у пораженного родителя-гете- 

розиготы риск рождения больного ребенка составляет 50%, ау гомозиготы по па- 

тологическому АД-аллелю — 100%. 

® Спорадические случаи АД-заболеваний обусловлены возникновением доминант- 

ной мутации 4е поуо. В этом случае риск рождения больного ребенка при после- 

дуюших беременностях равен удвоенному уровню мутирования по данномулоку- 

су вданной популяции, т.е. вероятности получения новой мутации от одного из 

родителей — 2и. В практике медико-генетического консультирования этой вели- 

чиной обычно пренебрегают из-за ее малых значений; 

2) при неполной пенетрантности гена 

При неполной пенетрантности гена в ряле случаев сложно установить генотипы 

родителей и рассчитать генетический риск. Однако в случае рождения больного ре- 
бенка у здоровых супругов, родитель или близкий родственник одного из которых 
болен, можно утверждать, что этот супруг гетерозиготен по данному гену, Так как 

повторное возникновение одной и той же мутации у членов одной семьи маловеро- 

ятно. 
Приведем пример расчета генетического риска у членов родословной 

(рис. 25.3), отягощенной заболеванием, при котором пенетрантность гена (Р) соста- 

вляет 70%. Н., — гетерозигота, так как ее мать и дочь больны. Значит, вероятность по- 

явления больного ребенкау 11, при браке со здоровым супругом составит — /аР= 35%, а 
здорового — (1 — 1/2Р) = 65%. Можно также рассчитать вероятность рождения клиниче- 

ски здоровых детей-носителей мутантногогена, которая составит 1/2(1 — Р) = 0,15, дО- 
ля их среди непораженных детей составит (1 — Р}/(2 -- Р) = 3/13. Доля гомозигот по 

нормальному аллелю (неносителей гена) среди здоровых равна 1/(2 — Р) = 10/13.Для 
Ни И; расчет аналогичен, 

У ПЬ детей пока нет, и мы не можем определить его генотип. Он может быТЬ 3ДО- 

ровой гомозиготой по нормальному аллелю с вероятностью 10/13 и тогда все его де- 

ти будут здоровы, и здоровым гетерозиготным носителем с вероятностью 0, 15, ТОГДА 

риск рождения больного ребенка составит 9,35 х 0,15 = 0,052 (5,2%); 
3) при заболеваниях с поздним возрастом мапифестации существуют некоторые 

особенности расчета риска, заключающиеся в необходимости использовать дополни- 
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1 

п 
Рис. 25.3. Родословная с АД-заболе- 
ванием с неполной пенетрантностью 

Ш 

Таблица 25.2. 

Вероятности Вероятность генотипа Аа Вероятность генотипа аа 

'Априорная 0,5 и 0,5 
Условная 0,7 1 
Совместная 0,35 0,5 
‘Апостериорная 0,41 0,59 

тельный показатель — возраст-зависимую пенетрантность. Приведем пример расче- 

та риска при таких заболеваниях. 

Пример. В медико-генетическую консультацию обратился здоровый мужчииа 35 

лет, отец которого болен АД-заболеванием с поздним началом, по поводу прогноза 

здоровья и риска развития заболевания у его потомства. Пробанд имеет равную ап- 
риорную вероятность гетеро- и гомозиготности по нормальному аллелю, и таким 
образом, 50%-ый риск развития заболевания. Однако известно, что к 35 годам кли- 

нические признаки этого заболевания выявляются лишьу 309% носителей гена. Та- 
ким образом, условная вероятность (вероятиость отсутствия клинических 
симптомов болезни в 35 лету гетерозитоты по мутантному аллелю) составит 70% 
или 0,7, аапостериорная — 41% (0,41) (табл. 25.2). Отсюда риск рождения больного 
ребенка у пробанла составит 0,41 х 1/2 = 0,205, т.е. примерно 20%. 

Генетический риск при заболеваниях с АР-типом 
наследования 

Так как АР-заболевания проявляются только в гомозиготном состоянии, предпола- 

гается, что родители больных детей — здоровые гетерозиготы. Риск рождения боль- 
ного ребенка в браке двух гетерозигот составляет 25%. Вероятность рождения боль- 

ного ребенка при гомозиготности по нормальному аллелю одного или обоих роди- 

телей настолько мала (составляет и и р? соответственно), что при расчетах ею пре- 

небрегают. 

Рассмотрим несколько примеров. 
1. Предположим, что одии из родителей (Т.} ребенка с аутосомно-рецессивным 

заболеванием решил вступить в новый брак (рис. 25.4). При этом предполагается, 
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Рис. 25.4. Родословная с АР-за- 1 
болеванием 

что супруги, имеющие больного ребенка (П3) с аутосомно-рецессивным заболеванИ^ 

ем, являются гетерозиготными носителями мутантного аллеля (то есть, вероятнос"® 

их гетерозиготности равна 1). Для расчета риска рождения ребенка с этим заболев^ 

нием в новой семье возникает необходимость определения вероятности гетерози! Т^ 
ного носительства мутации у нового партнера (Т.). Эти расчеты основаны на данных 

ораспространенности заболевания в популяции и проводятся в соответствии с зАКО- 
ном Харди-—Вайнберга. Если известно, что частота этого заболевания составляет 

1:10000 (42), то частота гетерозиготных носителей (229) в этой популяции равна 12 

(гл. 19), что отражает вероятность гетерозиготности новой супруги консультирую^ 
гося. Таким образом, риск рождения больного ребенка вэтом браке составит | х 1/50 
х 1/4 = 1/200 или 0,5%. 

2. При вступлении вбрак сибсов больного АР-заболеванием для определения ри- 

ска рождения больного ребенка необходимо рассчитать вероятность гетерозиго" ©" 
сти обоих супругов (рис. 25.4). Вероятность гетерозиготности сибса (115) больного 
(1) составит 2/3, что отражает вероятность тетерозиготного носительства при отеУГ` 

ствии клинических симптомов. Расчет вероятности гетерозиготного носительбТВА 
его супруги проводится так же, как и в предыдущем случае. Таким образом, вероя"” 

ность рождения больного ребенка в этом браке составит 2/3 х 1/50 х 1/4 = 1/30 ИЛИ 
0,33%. 

3. Особое значение приобретают расчеты риска возникновения аутосомно- ремее” 

сивной патологии в потомстве родителей, связанных кровным родством. Для этого 

необходимо составить по возможности более подробную родословную семьи с У!” 
новлением генотипов максимального количества родственников. Особое внима! И® 

должно быть уделено выявлению в родословной заболеваний с аутосомно-рецесей ^ 

ным типом наследования. При выявлении случаев наследственного заболеваний 8 
родословной определить генетический риск достаточно просто на основании расче- 

та вероятностей генотипов всех членов родословной. 

При отсутствии таких больных в родословной при расчетах риска возникнове ИЯ 
заболевания у детей супругов, состоящих в кровном родстве, необходимо учитываТЬ 

коэффициент инбридинга (Р) (гл. 17), который отражает степень родства супругов, 

являясь мерой доли общих генов, унаследованных ими от общего предка, и 

вероятность гомозиготности их потомка по этим генам. Известно, что каждый чело- 

век гетерозиготен по нескольким генам, в гомозиготном состоянии обусловлива ®" 
щим аутосомно-рецессивные заболевания. Исходя из этого и зная коэффициент И! г 

бридинга, можно определить вероятность рождения у них больного ребенка с УГО 
сомно-рецессивным заболеванием. В общем случае ожидаемая частота рецессивНЫХ 
признаков в потомстве от родственных браков равна Ри = 1/2Нх п, где п — срелнее 

число общих генов, несущих патологические мутации в гетерозитотном состояНИИ- 
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Для удобства расчетов принимается, что п = 2. Таким образом, показатель Ри =ЕКи 

отражает вероятность появления больных детей с аутосомно-рецессивным заболева- 
нисм у супругов, состоящих в кровном родстве, в родословной которых не выявле- 

но случаев заболевания. 

При расчетах риска возникновения патологии у потомства при кровном родстве 

супругов необходимо также учитывать, что в таких браках повышена вероятность 

мертворождений и ранней детской смертности по сравнению с общей популяцией. 

Считается, что каждый человек несет в среднем 2—3 летальных эквивалента в рецес- 

сивном состоянии. Значит, вероятность гибели плода и новорожденного составляет 

Р‚ = М2Ех п, где п — среднее число летальных генов, находящихся в гетерозиготном 

состоянии у каждой особи в популяции (примерно п = 3). 

Таким образом, суммарный генетический риск появления больного потомства 

в браках кровных родственников складывается из: 1) риска возникновения рецес- 

сивных заболеваний; 2) риска перинатальной смертности; 3) общепопуляционно- 

го риска, который в среднем составляет 5%. Таким образом, общая формула расче- 

та риска рождения больного ребенка у супрутов, связанных кровным родством, 
имеет вид: 

Р=Е+3/2Е+ 5%. 

РАСЧЕТ ГЕНЕТИЧЕСКОГО РИСКА ПРИ Х-СЦЕПЛЕННЫХ 
ЗАБОЛЕВАНИЯХ 

Генетический риск при заболеваниях с Х-сцепленным 
доминантным типом наследования 

Расчеты генетического риска при Х-сцепленных доминантных заболеваниях 

сходны с расчетами при АД-патологии. Если женщина страдает Х-сцепленным до- 

минантным заболеванием, то она — гетерозиготна по данномугену, и в браке со зло- 

ровым мужчиной 50% ее детей независимо от пола будут поражены. Мужчина, боль- 

ной таким заболеванием, является гемизиготой и передает мутантную Х-хромосому 

только своим дочерям, в то время как все его сыновья будут здоровы. 

Генетический риск при заболеваниях с Х-сцепленным 
рецессивным типом наследования 

Заболевания этой группы наблюдаются в основном улиц мужского пола и возника- 

ют либо вследствие спорадической мутации, произошедшей в Х-хромосоме мате- 
ринской гаметы, либо втом случае, если мать — гетерозиготная носительница пато- 
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Рис. 25.5. Родословная с Х-сцепленным рецессивным заболеванием: 

а- с сегрецией; б - без сегреции 

логической мутации. В ряде случаев, при отсутствии убедительных генеалогических 

данных, свидетельствующих о наличии Х-сцепленной сегрегации заболевания в се- 
мье, необходимо рассматривать эти две вероятности, задавая им определенные веса. 

Однозначное утверждение о гетерозиготном носительстве патологического гена ма- 

терью больного можно сделать в следующих случаях: 
1) если женщина имеет больного сына и больного брата и/или дядю со стороны 

матери; 2) если женщина имеет двух больных сыновей; 3) если женщина является до- 

черью больного с Х-сцепленным рецессивным заболеванием. 

Во всех остальных случаях, при невозможности выявления гетерозиготного носи - 

тельства, используют вероятностный подход к расчету генетического риска. 

Рассмотрим пример следующей родословной (рис. 25.5, а). Необходимо рассчи- 

тать риск рождения больного ребенка у женщины, имеющей здорового сына, брат и 

дядя которой страдали Х-сцепленным рецессивным заболеванием. 

Из представленной родословной ясно, что мать женщины-пробанда является об- 

лигатной носительницей мутантного гена в Х-хромосоме, так как ее сын и родной 

брат больны. Значит, ее дочь могла с равной вероятностью унаследовать мутантную 

или нормальную Х-хромосому. Эти значения составят показатели априорной веро- 

ятности. Условная вероятность для сына этой женщины быть здоровым составляет 

0,5 и 1,0 соответственно. Отсюда апостериорная вероятность ее гетерозиготного но- 

сительства. мутантного гена составляет 0,33% (табл. 25.3), а вероятность рождения 

больного сына составит 0,167 (=17%), а не 0,25, как можно было бы предположить, 

если бы у пробанда не было здорового сына. 

Таблица 25.3 

Вероятность Вероятность носительства (генотни ХХ”) Вероятность генотния ХХ 

Априорная 0,5 0,5 
Условная 90,5 1 
Совместная 0,25 0,5 
Апостериорная 0,33 0,67 



590 Часть П. Медицинская генетика 

Тиблица 25.4 

Вероятность Вероятность носительства (генотип ХХ.) Вероятность генотипа ХХ 

Априорная 1/3 (2/3 х 1/2) 2/3 
Условная 1/2 1 
Совместная 1/3 х 1/2 = 1/6 2/3 
Апостсриорная 1/5 4/5 

При расчете генетического риска для консультирующейся Пу, родословная кото- 

рой представлена на рис. 25.5, б, необходимо использовать метод «фиктивной кон- 

сультирующейся». В этом случае расчеты начинаются с определения вероятности 
носительства мутантного гена матерью пробанда 1. Появление у 1, больного сына 
может быть обусловлено как гетерозиготным носительством мутантного гена, так и 
возникновением гаметической мутации 4е по\о. Таким: образом, для проведения 
расчета генетического риска необходимо использовать показатели частоты мутиро- 
вания гена в женских и мужских гаметах и отбора. При миопатии Дюшенна уровни 
мутирования в женских (р) и мужских (у) половых клетках равны. Больные не оста- 
вляют потомства и соответственно их фертильность (плодовитость) {= 0. Значит ко- 
личество случаев, обусловленных новыми мутациями, составляет т = (1-- Вы/О + 

+ у) = 1/3. Таким образом, вероятность гетерозиготного носительства матери про- 

банда составляет 1 — 1/3 = 2/3, ааприорная вероятность гетерозиготного носитель- 

ства пробанда (2/3 х 1/2) = 1/3 (табл. 25.4). Дальнейшие расчеты производят анало- 

гично предыдущему случаю. 
Таким образом, риск рождения больного сына составит 1/5 х 1/2 =0,1 (10%). 

Генетический риск при хромосомных синдромах 

Расчет генетического риска при хромосомных аномалиях, обусловливающих воз- 
никновение ряда синдромов, достаточно прост и основывается натаблицах эмпири- 
ческого риска. Оценку генетического риска, как правило, проводят в трех ситуаци- 
ях; 1) при рождении ребенка с хромосомным синдромом у родителей с нормальным 

кариотипом; 2) при выявлении мозаицизма у одного из родителей; З)при семейных 

формах структурных аномалий аутосом. 
При нормальных кариотипах родителей повторный риск рождения ребенка со 

структурными аномалиями аутосом очень низкий (менеее 1%), ас простыми анеуп- 

лоидиями зависит от возраста матери (табл. 25.5). Возраст отца, как правило, не 

влияет на возникновение анеуплоидий. 
При наличии мозаичного варианта анеуплоидии у одного из родителей пробанда 

с хромосомным синдромом, риск для его сибсов определяется по формуле: 
х. 

в-9® 
где х — доля аномального клеточного клона, К. — коэффициент элиминации несба- 
лансированных зигот в эмбриогенезе. 
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Шблица 25.5. Генетический риск анеуплоилий в зивисимости от возраста матери 

Возраст матери, годы - Суммарный популяционный иск пу рисомиях Риск при синдроме Даун» 
по 1 3-, 18- и 21-й хромосомами, ® 

<19 0,08 
20—24 0:06 1% 
25-29 0.1 
30—34 0,2 
35—39 0,54 1,08 
40-44 16 32 
245 42 84 

ий 
иблица 25.6. Генетический риск прн наиболее частых транслокацнонных формах присом 

от 
Названяе синдрома Тир транслокации Риск при различных типах транслокаций, в зависимост® 

пола носителя, % 
носитель-женщина | носитель-мужчина 

219224 7 2 
Синдром Дауна 21329 10 24 

219215 100 100 
139144 2 1 

Синдром Патау 139159 : 2 1 
134134 ° 100 100 

омам 
При синдроме Дауна К составляет 1/2, а при трисомиях по 13 и 18 хромой 

(синдромы Патау и Эвардса, соответственно) — 1/4. мных 

Наиболее распространенная причина транслокационных форм хромосо толо- 
синдромов — робертсоновская транслокация (гл. 20). Риск возникновения р и но- 

гии зависит от вовлечения в транслокацию хромосом одной или разных пар. „го. 
сительстве любым из родителей робертсоновской транслокации с вовлечение кан- 

мологичных хромосом (например, гоЪ13а134, гоб219214) беременности будут 38 

чиваться либо спонтанными абортами, либо, в небольшом проценте случаев, р 

нием детей с синдромами Патау или Дауна в случае передачи плоду хром 

транслокацией гоб13За1За или гоб2142 14 соответственно. Генетический риск 

ния ребенка с транслокационной формой хромосомного синдрома не зависИТ о 

раста родителей, но зависит от того, какие хромосомы вовлечены в трансло 
(если хромосомы разных пар — риск ниже) и оттого, кто является носителем 
локации: женщина или мужчина (если женщина — риск выше; см. табл. 25.6). 

аранс- 



глава 

ЛЕЧЕНИЕ НАСЛЕДСТВЕННЫХ 
БОЛЕЗНЕЙ 

Еще до недавнего времени лечение наследственных заболеваний признавалось бес- 
перспективным и практически не проводилось. Установление наследственной при- 
роды заболевания предполагало его неуклонное прогрессирование и отсутствие эф- 
фекта при использовании как медикаментозных, физических и иных методов тера- 
пии, так и хирургических методов лечения. В последние годы, в связи с расшифров- 
кой этиопатогенетических механизмов значительного числа моногенных и мульти- 
факториальных наследственных заболеваний, появилась возможность разработки и 
совершенствования способов их эффективного лечения. Как и при других болезнях 

человска, лечение наследственного заболевания может быть: симптоматическим, 
патогенетическим и этиологическим. Выбор тактики лечения зависит прежде всего от 

уровня знаний о природе заболевания и патогенетических механизмах его развития. 

26.1. СИМПТОМАТИЧЕСКОЕ ЛЕЧЕНИЕ 

Симлтоматическое лечение используется при всех наследственных заболеваниях, 
независимо от уровня знаний об их патогенезе и этиологии. Оно направлено на кор- 
рекцию патологических симптомов и, не воздействуя на причину болезни, приводит 
к облегчению состояния больного, предотврашению осложнений и снижению тем- 
на прогрессирования заболевания. В качестве симптоматического лечения могут 
быть использованы лекарственные препараты, хирургическое вмешательство, а так- 
же физиотерапевтические и рентгенологические методы. Симптоматическая тера- 
пия дает, как правило, кратковременный эффект, и требует проведения повторных 
курсов лечения, эффективность которых по мере прогрессирования заболевания 
снижается. В качестве примеров симптоматического лечения можно привести сле- 
дующие: 1) использование анальгетиков при выраженном болевом синдроме; 2) на- 

значение противосудорожных препаратов при различных формах эпилепсии; 3) ис- 
пользование ангиотензивных средств при различных формах артериальной гипер- 
лензии; 4) назначение антигистаминных средств при аллергических заболеваниях; 5) 

назначение муколитических и бронхолитических средств при муковисцидозе и 
бронхиальной астме; 6) использование препаратов, улучшающих процессы тканево- 
то дыхания при митохондриальных заболеваниях, прогрессирующих мышечных 
дистрофиях, спинальных амиотрофиях и др.; 7) использование ноотропных препа- 
ратов при различных формах олигофрении и деменции; 8) применение физиотера- 
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певтических методов лечения (энсктрофорез с лекарственными препаратами, диа- 

динамические токи, грязевые аппликации и др. ири наследственных скелетных дис- 
плазиях, мукополисахаридозах, миопитиях; 9) рентгенотерапевтическое воздействие 

при различных формах опухолей; 10) хирургическое лечение деформации суставов 

при некоторых вариантах наследственных моторно-сенсорных нейропатий и муко- 

полисахарилозов, а также коррекция вентрикуломегалии при Х-сцепленных гидро- 

цефалиях. Этот список можно продолжить. Практически лля каждой группы на- 

следственных заболеваний разработаны специфические способы симптоматическо- 

го лечения, облегчающего состояние больного, а в ряде случаев предотвращающего 

его раннюю гибель. Совершенствование этих способов осуществляется по мере на- 

копления знаний о природе заболеваний и увеличения набора фармакологических 

препаратов и способов физиотерапевтической и хирургической коррекции выяв- 

ленных дефектов. 

26.2. ПАТОГЕНЕТИЧЕСКОЕ ЛЕЧЕНИЕ 

Патогенетическое лечение направлено на коррекцию биохимических и физиологи- 

ческих процессов, нарушенных в результате изменения концентрации белкового 

продукта мутантного гена. Этот метод лечения наиболее эффективен при наследст- 
венных болезнях обмена, основным патогенетическим механизмом которых являет- 

ся нарушение утилизации субстрата. Воздействие на процессы обменных превраще- 

ний может осуществляться несколькими путями и зависит, прежде всего, оттого яв- 

ляются ли патологические симптомы заболевания следствием нарушения утилиза- 

ции субстрата (вводимого извне или синтезированного в организме) или они обу- 

словлены недостатком продуктов его метаболизма в организме больного. Рассмот- 

рим более подробно различные способы проведения лечебных мероприятий при 

этих двух основных типах патогенетических нарущений на примере наследственных 

болезней обмена. 
Коррекция процессов утилизации субстрата может проводиться несколькими 

способами. Их выбор зависит от того, являются ли клинические симптомы следст- 

вием накопления продукта-предшественника метаболического блока или они — ре- 

зультат дефицита конечного продукта обменных превращений. В первом случае при 

планировании терапевтической тактики необходимо учитывать следующее: 1) син- 

тезируется ли субстрат в организме или поступает с пищей; 2} обусловлен ли патоге- 

нез заболевания нарущением ферментативного расшепления или процесса транс- 

порта субстрата через слизистую желудочно-кишечного тракта и почки. 

Всли симптомы заболевания обусловлены нарущением утилизации субстрата, не 

синтезирующегося в организме, а поступающего с пищей, основным способом тера- 

певтической коррекции является диетотерапия. Она направлена на ограничение или 

полное прекращение поступления в организм продукта, превращение которого на- 

рушено в результате ферментативного дефекта. В качестве примера эффективного 

применения такого лечения можно привести фенилкетонурию и галактоземию, при 
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которых назначение диеты, не содержащей фенилаланина и лактозы, соответствен- 
но, в первые недели жизни ребенка, предотвращает развитие клинических проявле- 
ний. Таким образом, при этих заболеваниях нет необходимости осуществлять заме- 

стительную терапию путем введения в организм недостающего фермента. 
Другой подход используется при наследственных заболеваниях, обусловленных 

нарушением утилизации субстратов, которые синтезируются в организме человека. 
В этом случае основные пути терапевтических воздействий должны быть направле- 
ны на устранение блока биохимических реакций и выведение из организма накап- 
ливающегося субстрата или продуктов, образующихся в результате функционирова- 

ния побочных путей его превращения. Как правило, нарушение утилизации суб- 

страта возникает в результате мутации вгенах ферментов, катализирующих соответ- 
ствующие биохимические реакция, однако в ряде случаев блокирование биохими- 
ческого пути обусловлено снижением концентрации или нарушением транспорта 
коферментов, прежде всего витаминов. В связи с этим основные методы терапевти- 
ческого воздействия должны быть направлены на повышение активности фермен- 
та. Этого можно достичь несколькими путями: 1) применением лекарственных пре- 
паратов, стимулирующих выработку ряда ферментов (особенно продуцируемых 
структурами эндоплазматического ретикулума); 2) введением коферментов; 3) вве- 

депием чистого фермента. Эффективность первых двух подходов недостаточно вы- 
сока, хотя они продолжают использоваться при лечении ряда наследственных забо- 
леваний. Например, при метилмалоновой ацидемии в качестве кофактора. исполь- 

зуют кобаламин, при гомоцистинурии — пиридоксин, при множественной недоста- 
точности СоА-дегидрогеназ — рибофлавин. Для стимуляции процессов функциони- 

рования дыхательных цепей митохондрий назначают препараты: филлохинон, со- 
держащий витамины К/ и Ку; янтарную кислоту, рибофлавин, никотинамнд, а так- 
же витамины С ИЕ, которые являются донорами и акцепторами электронов и обес- 
печивают антиоксидантный эффект. 

Введение коферментов оказывается эффективным лищь для тех редких заболе- 
ваний, которые обусловлены мутациями в генах, детерминирующих синтез кофак- 

торов или веществ, ответственных за их транспорт. В качестве примера такого забо- 
левания можно привести наследственную атаксию, обусловленную дефицитом вита- 
мина Е. Эта редкая Форма атаксий распространена в странах Средиземноморья и в 
Африке и связана с мутациями в гене микросомального белка, являющего транс- 

портером активной молекулярной формы витамина Е — а-токоферола. Снижение 

концентрации этого белка приводит к нарушению секреции о-токоферола из пече- 
ни в кровь и его дефициту в организме. Наиболее эффективный метод лечения это- 

го заболевания — пожизненная заместительная терапия витамином Е. С ее помо- 
шью удается предотвратить развитие заболевания. 

Безусловно, наиболее эффективным способом терапевтической коррекции эн- 

зимопатий является введение недостающего фермента в клетки-мишени. Для этого: 
пеобходимо 1) получить в достаточном количестве стерильные, неиммуногенные 

ферменты; 2) преодолеть иммунную защиту организма; 3) обеспечить доставку фер- 

мента в клетки-мишени. Наиболее перспективной внастоящее время представляет- 
ся коррекция ферментативных дефектов при, так называемых, лизосомных болез- 
нях, обусловленных снижением активности ферментных систем лизосом. Значимо- 
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го эффекта удалось добиться с помошью клеточной ферментотералии при болезни 
Гоше — аутосомно-рецессивном писледственпом заболевании, обусловленпом муга- 
цией в гене лизосомного фермента -—- глюкоцереброзидазы. Дефицит этого фермен- 

та приводит к нарушению процесса расщепления липида — глюкопереброзида — в 
лизосомах клеток моноцитарно-микрофагальной системы. В результате формиру- 

ются раздутые нагруженные липидами клетки Гоше, которые вытесняют нормаль- 
ные клетки различных органов (прежде всего в печени, селезенке, костном мозге). В 
настоящее время для терапевтической коррекции этого заболевания создан препа- 
рат церезим, содержащий 200 ЕД модифицированного фермента В-глюкоцеребро- 
зидазы, способного осуществлять гидролиз глюкоцереброзилов до глюкозы и цера- 
мида. Рано начатая заместительная терапия этим препаратом предотвращает разви- 

тие заболевания и инвалидизацию больных. Обнадеживающие результаты получены 
при изучении терапевтической эффективности заместительной ферментотерапии 
болезни Фабри, болезни Помпе и некоторых вариантов мукополисахаридозов. Нчи- 

большего успеха удается добиться при лечении, так называемых висцеральных форм 
лизосомных болезней, не сопровождающихся поражением нервной системы. Это 

связано с тем, что до настоящего времени не удалось создать ферментативные пре- 
параты, успешно проникающие через гематоэнцефалический барьер и оказывио- 
щие воздействие на обменные процессы в нейронах. 

При ряде редких наследственных заболеваний клинические проявления обусло- 
влены повышением активности фермента, в связи с чем терапевтические меропри- 
ятия направлены на подавление его активности. Так, например, при порфирии, обу- 

словленной высокой активностью аминолевуленат-синтетазы, назначают препарат 

гематин, который, ингибируя действие данного фермента, улучщает состояние 

больного. 

Если коррекция ферментативного дефекта невозможна, терапия должна быть 

направлена на стимуляцию выведения накапливающегося субстрата и его метаболи- 
тов с целью предотвращения их токсического действия. Для этого применяют ире- 
параты, которые образуют нетоксические соединения с продуктом, подлежащим 

выведению. Эти соединения выводятся через почки или желудочно-кишечный 
тракт. Например, для лечения болезни Вильсона—Коновалова, обусловленной муга- 
циями в гене медь-транспортирующей АТРазы Р-типа (она обеспечивает встраива- 
ние меди в молекулы медь-содержащих белков и их экскрецию клетками печени), 
применяется препарат О-пеницилламин. Этот препарат содержит сульфгидрильные 
группы, образующие комплексы с тяжелыми металлами, в том числе и с мелью. 

При заболеваниях, клинические проявления которых обусловлены дефицитом 

конечного продукта обменных превращений, лечение направлено на возмещение 
недостающего субстрата. Такой терапевтический подход наиболее эффективен при 

гормон-дефицитных патологиях. Например, раннее назначение тироксина при вро- 
жденном гипотиреозе полностью предотвращает развитие клинических симитомов. 
Успешно проводится заместительная терапия гормоном роста при гипофизарном 
нанизме и стероидами при врожденной гиперплазии коры надпочечников. 

Основные методы терапии наследственных заболеваний представлены в 

табл. 26.1. 
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Таблица 26.1. Методы лечення наследственных заболеваний 

Метод лечения Заболевание 

Лекарственная нндукция ферментных снстем 

Фснобарбитал Сидромы Жильбера и Криглера—Найяра 
Восполненне дефицита фермента/белка 

Переливание крови Тяжелый комбиннрованный иммунодефицит 
(дефицит аденозиндезаминазы), гемофилии, 
гемоглобинопатии 

Ферментно/белковые препараты 
Припсин Дефицит трипсиногена 
а-1-антитрипсин Дефицит о-1-антитрипсина 

Криопреципитация/фактор УШ Темофилия А. 
В-глюкозидаза (церезим, церидаза) Болезнь Гоше 
а-галактозидаза (фабразайм) Болезнь Фабри 

Восполненне дефицита кофактора {внтамины или коэнзимы) 
В, Пиридоксин-зависимые судороги 
В2 Метилмалоновая ацидурия 
Биотин Недостаточность биотинидазы 
о Витамин-О-резистентный рахит 
[В Атаксия с дефицитом витамина Е 
[-карнитин Системная недостаточность карнитина 

Восполненне дефицита конечного пролукта 

Кортизол Врожденная гиперплазия коры надпочечников 
Тироксин Врожденный гипотиреоз 

Гипофизарный нанизм 
Ограннченне количества субстрата в пнше 

Соматотропный гормон 

Аминокислоты 
Фенилаланин 
Фенилаланин, тирозин 
Лейцин, изолейцин, валин 

Фенилкетонурия 
Тирозинемия 
Болезнь кленового сиропа 

Углеводы 
Лактоза и галактоза, Талактоземия 

Липиды 
Холестерин Семейная гиперхолестеролемия 

Белок Нарушения цикла мочевины 
Коррекция выведения продукта 

Болезнь Вильсона- Коновалова, цистинурия 
Органические ацилурии 

Ограннчения применення лекарственной терапни 
Дефицит глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы, 

Р-пеницилламин 
1-карнитин 

Сульфаниламиды 
порфирия 

Барбитураты 
Замещение поврежденных тканей 

Трансплантация почки Поликистоз почек взрослых, болезнь Фабри 
Тяжелые формы Х-сцепленного 
комбинированного иммунодефнцита 

Удаленне пораженных тканей 

Трансплантация костного мозга, 

Колоэктомия 
Силенэктомия 
Удаление фибром 

Семейный аденоматозный полипоз 
Сферопитарная анемия 
Нейрофиброматоз 
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26.3. ЭТИОЛОГИЧЕСКОЕ ЛЕЧЕНИЕ 

Наиболее перспективным и эффективным способом лечения наследственной пато- 

логии человека является коррекция генетического дефекта на уровне генов, то есть 

воздействие на этиологические факторы возникновения заболевания. Именно это 
направление влечении наследственной патологии часто обозначают как генотерапия 

(«молекулярное протезирование»), Разрабатываются три основные подхода к кор- 

рекции генетических дефектов посредством генотерапии: 1) компенсация эксирес- 

сии функционально неактивных аллелей введением в клетку дополнительных копий 

гена; 2) угнетение избыточной экспрессии гена; 3) усиление иммунного ответа орга- 

низма. Первый нодход основан на введении в определенные клетки и ткани оргапиз- 

ма дополнительного генетического материала, корригирующего нарушение ‘°кс- 

прессии одного или нескольких мутантных генов. Этот подход наиболее часто ис- 

пользуют для коррекции генетического дефекта при моногенных и некоторых муль- 

тифакториальных заболеваниях. Коррекция генетического дефекта осуществляется 

как в половых, так и в соматических клетках организма. Более предпочтительна гс- 

нотерапия на уровне соматических клеток, так как она позволяет модифицировать 

экспрессию генов в определенном типе клеток и тканей и не приводит к передаче из- 

мененной генетической информации в ряду поколений. Второй подход основан на 

подавлении избыточной функции генов и их продуктов в клетках. Этот подход чрез- 

вычайно перспективен для лечения онкологических заболеваний. В этом случае ис- 

пользуют несколько генотерапевтических методов: 1) введение генов, продукты ко- 

торых приводят к гибели избыточно пролиферирующих клеток (генов-убийц); 2) 

блокирование экспрессии онкогенов путем введения антисмысловых нуклеотидных 

последовательностей или генов, продукты экспрессии которых являются антитела- 

ми для ряда белковых продуктов опухолевой клетки; 3) введение в опухолевые клет- 

ки нормальных копий генов-супрессоров. Третий подход направлен на повьниение 

иммунореактивности клеток-мишеней или активации иммунной системы организ- 

ма и разрабатывается для онкологических и вирусных заболеваний. 

Рассмотрим более подробно использование этих трех способов генотерапии. 

Коррекцию функции мутантных генов и восстановление их экспрессии можно 

осуществить двумя путями: 1) заменой мутантного гена его нормальной копией; 2} 

введением нормальной копии гена при сохранности мутантной. Наиболее часто 

применяют второй подход генотерапевтической коррекции наследственных лефек- 

тов, что обусловлено техническими трудностями, возникающими как при удалении 

мутантного аллеля, так и при последующем встраивании его нормальной копии. 

Первые успешные опыты по генотерапии наследственных заболеваний проведе- 

ны в 1990 гв США. Они были направлены на коррекцию генетического дефекта при 

тяжелом комбинированном иммунодефиците, обусловленном мутацией в гене але- 

нозиндезаминазы. Снижение активности этого фермента приводит к выраженному 

подавлению иммунного ответа в результате накопления в организме дезоксиалено- 

зина, оказывающего токсическое действие на Т- и В-лимфоциты. Введение двум 

больным с этим тяжелым заболеванием нормальной копии гена с Т-лимфоцитами 

или стволовыми клетками костного мозга привело к практически полной компенса- 
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ции иммунодефицита. На сеголняшний день проведено уже более 600 клинических 

испытаний по генотерапии ряда моногенных и онкологических заболеваний чело- 

века. Однако до настояшего времени генотерапевтическая коррекция наследствен- 

ных дефсктов не нашла широкого применения в клинической практике. Это связа- 

но прежде всего с проблемой доставки генетического материала и невозможностью 

существующими методами добиться стабильной экспрессии трансдуцированного 

тена в клетках и тканях больного. Разрабатываются два основных способа доставки 

генов в соматические клетки человека — Ш уйго и {и ул. Первый способ предполагает 

перенос генов в культуру клеток человека, после чего транслупированные клетки вво- 

дятся в организм хозяина. При втором способе доставка нормального гена осуществ- 

ляется непосредственно ворганизм человека. Используются два основных способа до- 

ставки генетического материала в клетки человека: прямой перенос некомпактизиро- 
ванной («голой») плазмидной ДНК, свободной отбелков, с которыми она обычно свя- 

зана в хромосомах, и доставка генных конструкций с помощью векторных систем. 

Для прямого переноса генетического материала в клетку используют флуорес- 

центно-меченную плазмидную ДНК, методику гидродинамического шока, насы- 

щение ДНК полианионом (гепарином, декстран-сульфатом), а также ряд физиче- 

ских способов доставки ДНК. Среди физических методов доставки генетических 

конструкций в организм человека: электропорация, баллистическая трансфекция 
(«генное ружье») и безигольное введение (бомбарлировка клеток молекулами ДНК, 

связанными с различными металлами — Аи+, Са++). 

В качестве векторных систем могут быть использованы некоторые вирусы, ли- 

носомы (липидные пузырьки с включенными в них фрагментами ДНК) и катион- 

ные полимеры (полиэтиленамин, полилизин, лизин-гистидиновый полимер}. 

Наиболее перспективными при проведении генотерапии считаются вирусные 
вскгорные системы, содержащие человеческий ген, встроенный в определенный 

участок генома вируса. Более чем в 80% всех генотерапевтических испытаний для 

доставки генетического материала были использованы именно вирусные векторы. 
Известно, что вирусы легко проникают в клетку, взаимодействуя с белками мембра- 

ны и клеточными рецепторами, и могут интегрироваться в ядерный геном. Наличие 

специфического набора поверхностных белков позволяет различным вирусам вне- 

дряться вопределенный тип клеток, осуществляя тканеспецифическую экспрессию 

гена. Наиболее часто в качестве векторных систем используются аденовирусы, рет- 

ровирусы и лентивирусы, которые различаются по ряду характеристик: 
|) способности трансфекции пролиферирующих и непролиферирующих клеток; 

2) способности интеграции в геном хозяина и, следовательно, длительности и 
направленности экспрессии; 

3) уровню иммуногенности (степени иммунного ответа на введение векторной 

системы); 

4) степени риска возникновения инсерционных мутаций; 

5) пакующей способности вектора, определяющей размер генетического мате- 
риала, который может быть введен в вектор. 

Необходимо отметить, что не существует универсального носителя, который 

обеспечил бы эффективную доставку генетического материала при всех наследст- 

венных заболеваниях. В последние годы рассматривается возможность создания 
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невирусных носителей, представляющих собой мультифункциональные самособи- 

рающиеся комплексы с ДНК, в которых каждый компонент имест определенную 

функцию по преодолению различных барьеров в организме человека. 

Среди новых перспективных подходов к коррекционной генотерапии следует отмс- 

тить метод химеропластики, основанный на генной конверсии в клетках, полученных от 

больного. Показано, что при добавлении в культуру делящихся клеток различных фраг- 

ментов геномной ДНК (химеропластов) можно добиться их гомологичной рекомбина- 

ции снативной ДНК. В состав химеропластов входят короткие цепочки ДНК (около 25 
нуклеотидов) и комплементарные им цепочки РНК. При этом в последовательность 

ДНК/РНК шпилечной структуры включается основание, по которому планируется за- 

мена. Замещение нужного кодона в структуре ДНК (конверсия) в клетках мишенях про- 

исходит достаточно эффективно и обнаруживается в 25%-40% клеток т Уго. После осу- 
ществления химеропластики клетки мишени возвращаются в организм больного. Воз- 

можно, также проводить замену не всего гена, а только некоторых его экзонов, несущих 

мутацию. Этот метод получил название метода перепрыгивания экзонов (ехоп-Кррие). 

Вго суть состоит в возникновении гибридизации т уйто в культуре клеток больного ео 

ДНКскороткими антисмысловыми последовательностями РНК, комплементарных ме- 

стам сплайсинга первичного РНК-транскрипта. Это, в свою очередь, приводит к про- 
скальзыванию петли сплайсинга и удалению измРНК мутантных экзонов. 

В последние годы разрабатывается еще один, принципиально новый подход к кор- 

рекции генетического дефекта при моногенных заболеваниях. Он основан на специ- 

фической активации нормальных генов, являющихся гомологами мутантных генов, пу- 

тем введения химических стимуляторов. Этот подход наиболее интенсивно разрабаты - 

вается при двух заболеваниях — прогрессирующей мышечной дистрофии Дюнюи- 

на/Бекера и серповидноклеточной анемии. При прогрессирующей мышечной диспю- 

фии Дюшенна/Бекера активируют ген белка утрофина, локализованный на хромосоме 

64924. Показано, что этот ген, полобно гену дистрофина, экспрессируется в мыпиях, 

мозге и висцеральных тканях и его продукт — утрофин— способен взаимодействоваиь 

с белками дистрофин-ассоциированного комплекса в раннем эмбриогенезе. Возмож- 

но, утрофин представляет собой фетальную изоформу дистрофина и его ген можно 

рассматривать как аутосомный гомолог гена дистрофина. В опытах на утрофин/лис- 

трофин лефицитных линиях трансгенных мышей показано, что введение им укорочен - 

ной формы утрофина приводит к восстановлению функций дистрофин-ассоцииро- 

ванного комплекса белков и коррекции основных миопатических симптомов. 

Сравнительная характеристика различных способов доставки генетического ма- 

териала в клетки человека представлена в табл. 26.2. 

При онкологических заболеваниях наиболее часто используются генотерапевти- 

ческие подходы, направленные на прекращение или резкое снижение репликации 
ДНК опухолевой клетки, подавление экспрессии онкогенов или введение генов-су- 

прессоров (например, ТР.53). Снижения синтеза ДНК в опухолевой клетке можно 

добиться путем ввеления генов, экспрессирующих ферменты, которые тормозят реили- 
кацию ДНК. Один изтаких ферментов —тимидинкиназа вируса простого герпеса. Тими- 

динкиназа фосфорилирует ганцикловир, преврашая его в ганцикловир-трифосфат, ко- 

тарый способен встроиться в нуклеотидную последовательность ДНК, терминируя ее 

синтез и приводя к гибели делящейся опухолевой клетки. 
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Таблица 26.2. Преимущества и недостатки методов доставки генетического материала, 

используемых при геиотерапии 

Средство доставки Преимущества Недостатки 

Плазмидная «голая» ДНК | Дешевизна; простота хране- | Низкая эффективность транс- 
ния и контроля качества; фекции; малая продолжи- 
низкая иммуногенность тельность экспрессии; 

трудности направленного 
переноса 

Аденовирусы Высокая эффективность Сильный иммунный ответ; 
трансфекции; возможен на- | малый размер вставки — 7,5 
правленный перенос то.н.; затруднен контроль 

качества 

Ретровирусы Высокая эффективность Низкая эффективность 
трансфекции; длитель- `Трансфекции; малый размер 
ная экспрессия; низкая им- | вставки — 8 т.п.н.; риск 
муногенность инеерционного мутагенеза. 

Аденоассоциированные Эффективная трансфекиия; } Риск инсерционного мута- 
вирусы длительная экспрессия; низ-| генеза; трудности производс- 

кая иммуногенность тва, хранения и контроля 
качества; малый размер 
вставки — 4,5 т.п.н. 

Физические методы | Низкая иммуногенность, Малая длительность 
простота контроля качества |} экспрессии; локальный эф- 

фекттрансфекции 

Катионные липиды Низкая иммуногенность; Низкая эффективность 
простота контроля качества | трансфекции; трудности 

направленного переноса; 
малая длительность 
экспрессии. 

Катионные полимеры, Низкая иммуногенность; Низкая эффективность 
пептиды возможен направленный пе-| трансфекции; малая 

ренос длительность экспрессии, 
отсутствие опыта. 

клинических испытаний 

Блокирование экспрессии онкогенов может осуществляться двумя путями: вве- 

дением антисмысловых нуклеотидных последовательностей, связывающих мРНК 

онкогенов, или генов, кодирующих антитела к мутантному белку. 

Болышое количество попыток генотерапии опухолевых заболеваний основаны 

на стимуляции иммунной системы целого организма и повышении иммуннореак- 

тивности самих опухолевых клеток. Активация иммунного ответа организма может 

быть достигнута при помощи введения генов, продукты которых являются стимуля- 
торами иммунитета, например цитокинами. Повышения иммуннореактивности 

опухолевых клеток можно добиться и введением вбиоптат опухолевых клеток боль- 

ного генов-белков иммунностимуляторов (интерлейкинов, интерферона, фактора 

некроза опухолей и др.} т ую. Трансформированные таким образом высоко им- 



Глава 26. Лечение пи оственных ба изиеи 601 

мунногенные и инактивированные путем облучения опухолевые клетки вводят, как 

вакцину, в организм больного. 
Таким образом, из разработанных современных методов лечения наслелствениых 

заболеваний человека генотерапия представляется наиболее перспективным при ус- 

ловии решения всех вышеперечисленных проблем. 

Наряду с генноинженерными подходами к коррекции генетического дефекта разра- 

батывается еще одно направление в лечении наследственных болезней, получивниее 

название клеточная терапия. Суть метода заключается во введении в пораженную ткань 
клеток-предшественников, полученных от здорового донора. Наиболее интенсивно 

это направление разрабатывается при лечении наследственных миопатий, прежде всс- 

го, прогрессирующей мышечной дистрофии Дюшенна/Бекера. Известно, что мыпииы 

человека в постнатальном периоде состоят измногоядерных клеток — миофибрилл, ко- 

торые в процессе онтогенеза формируются из одноядерных миобластов путем ихслия- 

ния, Миобласты в небольших количествах присутствуют в скелетной мускулатуре 

взрослого человека. Выделенные из биоптатов здоровых доноров и культивированные 
миобласты сохраняют способность к слиянию с многоядерными миофибриллами. По- 

казано, что при трансплантации кульгивированных миобластов в мышечную ткань 

больного ПМДД/Б происходит внедрение ядра лонорского миобласта в миофибриллу 

больного, в результате чего индуцируется экспрессия нормального гена дистрофина. К 
недостаткам этого метода следует отнести кратковременную экспрессию геновядер ло- 

норской клетки и трудности получения неиммуногенной чистой культуры миобластов, 

26.3.1. БИОЭТИЧЕСКИЕ ПРОБЛЕМЫ ГЕНОТЕРАПИИ 
Несмотря на то, что все процедуры генотерапии строго регламентированы и подчиня- 

ются принятым на сегодняшний день правилам безопасности, ввеление генных конст- 

рукций в организм человека требуетособого внимания. Важнейшее значение имееттии 

клеток, служащих объектом генотерапии. Любое введение в клетки человека геиетиче- 

ского материала может иметь отрицательные последствия, связанные с некоптролиру- 

емым встраиванием и нарушением функции генов. Однако отрицательные последст- 

вия генотерапии соматических и половых клеток несоизмеримы по своему масиитабу. В 
первом случае речь идет о судьбе одного тяжело больного индивида, и риск, вызывнае- 

мый лечебными процедурами обычно ниже, чем риск смертельного исхода от первич- 

ного заболевания. Кроме того, степень генетического риска при генотерапии сомати- 

ческих клеток снижается при использовании генетических конструкций, неспособных 

квстраиванию в геном клетки-реципиента. При введении генетических конструкций в 

половые клетки возникает опасность внесения нежелательных изменений в геном бу- 

дущих поколений. В международных документах Всемирной организации здравоохри- 

нения, ЮНЕСКО, Совета Европы признается этически допустимой только генотера- 

пия соматических клеток, 

Можно надеяться, что внедрение генотерапии в практическое здравоохрапение 

поможет преодолеть, хотя бы частично, и некоторые нравственные проблемы. Тем 

более, что ведущей тенденцией развития новых генетических технологий является 

все большая миниатюризапия процедур генодиагностики и генотерапии и сдвиг вре- 
мени их выполнения на все более ранние сроки беременности. 
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— выживаемости мотонейронов, ЗММ 

459—462 

— галактозо-1-фосфатурилиятрансфера“чи, 

(ГФУТ) 516, 517 
— галактокиназы (галактозо-1-фосфори- 

лазы) 517 

— гемоглобинопатий см. Гены глобино- 

выхцепей 

— гемофилии А, Е8С 391, 435, 436 

— гемофилии В 346 

— тентинггина 493 

— 11- гидроксилазы 

— гиперфенилаланинемий 507, 509 

— глобиновых цепей 75, 79, 80, 391, 532 

— тлюкозо-6-фосфатазы 518, 519 

— глюкозо-6-фосфат--дегидрогеназы 

эритроцитов (Г6ФДГ) 530 

— глюкокиназы 549 

— гомеозисные 301—303 

— группы вар 299 

— группы рай-гше 300 

— гуанозинтрифосфатциклогидролазы 

507—509 

— дигидроптеридинредуктазы 508, 509, 

51 

— дистрофина 471 

— дозочувствительный 445 

— импринтинговых центров 488 

— импринтированные 487 

— ингибитора нейронального апоптоза, 

МАР 460—462 

— интегрального мембранного протсииа | 

514, 515 
— коннексина-32, СУВ1 476, 477 

— ЛИЗОСОМНОЙ КИСЛОЙ а-О--глюкозидачы 

520 
— медь-транспортирующей АТР-азы 

Р—типа, АТР7В 595 

— микросомального цитохрома Р-45021, 

СУР2Т 465 
— миотонин-протеинкиназы, МРК 

495 
— модификаторы 96, 97, 365, 440 

— мтДНК 281, 284 
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— муковисцидозного трансмембранного —- ХР,» 114, 175 
регулятора проводимости (МТРП) — — гу (А, В, С) 191 

455, 456 — репликации мтДНК 486 

— мутации в которых сопровождаются — рецептора антимюллерова гормона 463, 

ложным гермафродитизмом 463 467 

— мышечной гликоген-фосфорилазы 522 — рецептора дигидротестостерона см. Ген 

— нейрофиброматоза 565 андрогенового рецептора 

— нскдина 488 — рецептора липопротеинов низкой плот- 

— основного белка миелина 440 ности, [ОЕК 524, 526, 549 

— опухолей 560, 562, 563, 565 — рибосомные (18$, 55, 5,85, 28$) 48, 49 
— ответственные за метаболизм липопро- — с материнским эффектом 298 

теинов 524 — сегментарной полярности 300 

— паралоги см. Гомеозис — сегментации 298—300 

— периферического белка миелина, — спектрина 531 

РМР22 440, 445—447 — структура 

— пероксинов, РЕХ 543 — -— экзон см. Экзон 

— 6-пирувоил-тетрагидроптерин-синтета- —— интрон см. Интрон 

зы 507—509, 511 — — промотор см. Промотор 

— поли-А-связывающего белка, РАВР2 — структурный 79, 80 

492 — о-субъединицы натриевого канала, 

— предрасположенности к мультифакто- ЭСМЧА 449, 450 

риальным заболеваниям 358, — супероксиддисмутазы 419 

549—551 — супрессор(ы) 92, 558, 559 

— предрасположенности к эссенциальной — — рака (опухолей) 366, 557—568 

гипертензии 556 — Т1-белка (микросомного транспорта 

— прелдрасположенности к бронхиальной глюкозо-6-фосфата) 519 

астме 557 — тирозиназа-связанного белка | типа 

— предрасположенности к болезни (ДГИКК-оксидазы) 514, 516 

Альцгеймера 554, 555 — тирозиназа—-связанного белка 2 типа 

— предрасположенности к атеросклерозу {ПОФА-хром-таутомеразы) 514 

556 — тирозин-гидроксилазы 514, 515 

— пресенилинов 555 — транспозазы, (ир А 59 

— прионного белка, РАМР 501 “_ТРНК 80, 81 

— проколлагена рго-о/ , СОЁ.1АТ 452, 453 — убиквитин-протеин-лигазы ЗА, 

— проколлагена рго-02, СОЕЁ2А1] 452 ОВЕЗА 490 

— просапозина 541 — уридиндифосфат-галактозо-4-эпиме- 

— птерин-4а-карбиноламин-дегидратазы разы (галактоэпимеразы) 517 

507—509 — утрофина 599 

— раннего белка миелина, ЕСЁ2 395, 440 — фактора УШ свертывания крови, РС 

— 5а-редуктазы 463, 467 435, 436 
— рекомбинации / репарации — фактора [Х свертывания крови 346 

— — ии (В, ЕЁ, 5, 17 — фенилаланин-гидроксилазы, РАН 391, 

— — 2 (А, В, С, Е, Е 4) 113, 186, 187, 191 433, 509, 510 

— — мг (А, В, С, 5} 169 — фермента, присоединяющсго манно- 

— — ХР(А, В, С, Б, Е, Р, () 1714, 115 30-6-фосфат к лизосомным гидрола- 
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зам (М-ацетилглюкозамин-1-фосфо- 

транеферииы) 539 

— ферментов деградации сфингомиелинов 

541 
— ферментов катаболизма гликозаминог 

ликанов 539 
— ферментов синтеза стероидных гормо- 

нов 463 

— холестерол-десмолазы, СЕР 71 463, 

464 

— эпителиального натриевого канала 

(5СММ2, 5СММЗ) 549 

— У-хромосомы 137, 478 

—-АЙЕ-регион 137, 478 

— — У-слецифичные 478 

— - псевлоаутосомных областей 478 

— аро-В 549 

— аро-Е 555 

— АРР 554, 555 

— ВТЕ2р44 460 
— РСС 564—566 

— 28А 435, 436 

— 288 436 

— ЕС см. Ген гемофилии А. 

— ЕМЕ1 497—500 

— б/В? см. Тен коннексина--32 

— Н4Е5 460 

— НТА-комплекса 550 

— МАТР см. Ген ингибитора нейронально- 
го апоптоза 

— 5СМ 4А см. Ген субъединицы натрие- 

вого канала 

— 5СММ2 549 

— $СММЗ 549 
— 5ММ№ 460, 461 

— 5ММ 460-462 

— 5МЕРМ 488 

— 5ВУ 137, 424, 437 
— ТР5З 565, 566 
Генетическая гетерогенность см. Гетеро- 

генность 

Генетические элементы 59, 60, 273, 274 

— мигрирующис 59, 60 

— постоянные 273, 274 

— факультативные 273, 274 

39-4167 

Генетический груз 326, 431 

Генетический код 55 

Генетический риск 499, 585—591, 601 

— при хромосомных синдромах 415, 

419—421, 590, 591 

— при экспансии тринуклеотидных ловто- 
ров в гене РАМА] (синдроме Марти 

на—Белл) 499 

— расчёт 585—596 

— — при заболеваниях с АД типом наслс- 

дования 585, 586 
— — при заболеваниях с АР типом наслс- 

дования 586, 587 

— — — для близкородственных браков 

587, 588 

— — при заболеваниях с Х-сцепленным 

доминантным типом наследования 

588 
— — при заболеваниях с Х-сцепленным 

рецессивным типом наследования 

469, 588—590 

Тенетнческое расстоянне, расчёт 392—394 

— автоматизированный 394 

— ГОО-балла (десятичного логарифма 

шансов) 392—394 

— по формуле Косамби 394 

Генная конверсия 192—194, 460, 465, 599 

Геногормон 107 

Генодиагностика 407—410 

Генокопия 93, 107 

Геном 

— дрожжей 283 

— картирование 354—361 

— методы анализа 328, 333—336, 342—346, 
351-353, 362 

— митохондризльный 279—281, 284, 285 

— полиморфизм 342 

— программы (проекты) по секвенирова- 

нию 363—391 

— — Мусобацетит цифегсиоя5 363, 364 

— — №655ема тепташа в 363, 364 

— — Разтойит Дсрапит 363, 364 

— - вирусов 363, 364 

— — дрожжей бассйатотусеу сегеуё!ае 363, 

365 
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- — комара Апорйе!е; ватЫБае 364, 365 

- — мыши 365 

- — нематоды СаепогаВ а еерату 365 

- — плодовой мушки РиозоряИа 

теаповахег 365 

- — рыбки Рапю 365 

- прокариот 364 

- размер 56, 58, 362 

-растений 276, 281, 282, 366 

- РНК-вирусов 62, 63 

‚ скрининг 354, 357—361, 394, 395 

структурная организация 56 

эукариот 64 

зномика 362—370 

сравнительная 363 

фармакогеномика 367 

функциональная 354, 362, 366, 367 

— протеомика 363, 377 

— транскриптомика 363 

— цитомика 363 

биоэтические проблемы 368—370 

зномная (генетическая) дактилоскопия 
344, 345 

зномные технологии 327, 328, 363, 367 

биоинформационные 327 

«микрочипы» 328, 353, 354, 363, 364, 366 

сканирующие 327, 328 

скринирующие 327, 328 

функциональные 327, 328 

хромосомные (картирующие) 327, 332, 

333, 355—357 

момный импринтинг 210, 486, 487, 495 

отерапия 597—601 

бисэтические проблемы 601 

основные подходы 597 

специфическая активация гомологич- 

ных нормальных генов 599 

способы доставки генов в соматические 
клетки человека 598—600 

— химеропластика 599 
нотип 14, 40, 104 

частота 316, 388 

тероаллели 47 

терогенность 

аллельная 379, 440 

Предметный указатель 

— — адреногенитального синдрома 465 
— — прионных болезней 503 

— — прогрессирующей миопатии Дюшен 

на/Беккера 471 

— — спинальной амиотрофии 460 

— генетическая 394, 439—441, 455 

— локусная 379, 440, 455 

— — при наследственной полинейропатии 

„ДДежерина—Сотта 440 

Гетеродуплекс 186, 348, 349, 457, 458 

Тетерозигота 14 

Гетероплазмия 286, 482, 485 

Гетерохроматин 71, 399, 401, 402 

— и патология 4092 

— конститутивный 71, 399 

— локализация 401 

— факультативный 71 

Гибридизация ДНК 330, 334—336, 355, 
400 

—тзйи 336, 355, 400 

— — флуоресцентная 336, 355, 400 

— блот-гибридизация 334—336 , 341, 342 

— Вестерн-блот 335 

— дот-гибридизация 335 

— Нозерн-блот 335 

— по Саузерну 334—335 

— слот-гибридизация 335 

— супрессорная 400 

Гиногенез см. Половое размножение 

Типертензия эссенциальная 549, 556 

Гиперфенилаланинемии 505—513, 

578—580 

— биоптерин-зависимые (ФАГ-незави- 

симые) 509, 511 

— диагностика 512, 578-580 

— - биохимический скрининг новорож- 

дённых 512, 578—580 

— — выявление гетерозигот 512 

— — молекулярно-генетическая диагно 

стика (ДНК-диагностика) 512 

— классификация 509, 510 

— лечение 509, 512, 513, 593, 594, 596 

— транзиторные формы 511, 512 

— фенилкетонурия 431—433 , 505 — 513, 

580, 593, 594, 596 
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— — эпидемиология и частота 431—433, 

510 
— — клиническая картина 510, 511 

— - этиология и патогенез 510 

— — атипичная форма $11 

Гиперхолестеролемия 432, 434, 526-529, 

549, 596 

— лечение 596 

— мультифакториальная 528 

— патогенез 528 

— семейная 2А тина 432, 434, 526—529, 549 

— — классы мутаций в гене рецептора 

ЛИНЛ в зависимости от воздейст- 

вия на патогенез 526—528 

Гипоморфизм 109 

Гилотеза чистоты гамет 16, 17 

Гираза 152 

Гистоновые белки 68, 211 

Ртикогеноз(ы) 518, 519 

— 1 типа (болезнь Гирке) 518—520 

— — генетические варианты 518, 519 

— — диагностика 520 

— — лечение 520 
— 2 типа (болезнь Помпе) 520, 521 
— — лечение 595 

—Зтила 519, 521-522 

— 4 типа (болезнь Андерсена) 519, 522 

— 5 типа (болезнь Мак-Ардля) 519, 522, 523 

Глюкозурия 

— галактоземия 516—518, 593, 594, 596 

— гликогенозы 518—523 

Гомеобоксы см. Гомеозис 

Гомеозис 301 

— гены-паралоги 304 

— гомеобоксы 

— — дрозофилы 301—303 

— — человека 304, 305 

Гомодуплекс 348, 349 

Гомозигота 14 

Гомозиготность 14 

Гомоплазмия 286 
Гонады, агенезия/дисгенезия 424, 425, 428, 

429 
— дифференцировка 137, 140, 424, 463, 

467 

п оимииььы 
61 

Гоноциты 136 

Гормон 
— антимюллеров 139, 460—467 

— прегненолон 464 

— прогестерон 464 

— тестостерон 140, 464 

Труппа сцепления 33, 359 

Дезоксиаденозинмонофосфат 50 

Дезоксигуанозинмонофосфат 50 

Дезокситимидинмонофосфат 50 

Дезоксицитидинмонофосфат 50 

Деление 21 

— редукционное 25 

— эквационное 25 

Делеция 227, 332, 347, 412, 435, 480, 481 

Денатурация ДНК 330, 348—350 

Деплеция митохондрий 480, 481 

Детерминация пола 

— балансовая теория 131, 132 

—типы 126—129 

— — сингамный 128 
— — эусингамный (гаплодиплоидный) 128 

— — прогамный 126 

— — эпигамный 127 

— удрозофилы 134—136 

— учеловека и млекопитающих 136-141, 

424, 441, 463, 464, 466, 467 

— —У-хромосома 136-138 
— — андрогеновый рецептор 141, 441, 466 
— — антимюллеров гормон 139, 466, 467 

— — гоноциты 136 

— — дифференцировка гонад 140, 424 

— — первичная детерминация 136 

— — аутосомные гены 138, 463 

— — тестостерон 140, 464 

— — эстрогены и эстрогеновые рецепторы 

141, 464 

Диабет сахарный инсулинонезависимый 549 

Диагностика наследственных болезней 

402—410, 571—581 

— биохимическая 402—407, 578—581 

— компьютерные системы 571 

— молекулярно-генетическая 407—410 

— преимплантационная 577 
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— пренатальная 574—577 

— пресимптоматическая 572 

Диакинсз 26 

Дидезоксисеквенирование 351—354 

Диплотена 26 

Дисгенезия гонад 425, 428, 429 

Дискордантность см.Близнецы 

Дисомия однородительская 487, см. Од- 

нородительская дисомия 

Дистрофин 471, 472 

Дифференциальная активность генов 294 

Дифференцировка гонад 140, 424 

— гены 137, 424, 463, 467 

ДНК, выделение 327 

— высокоповторяющаяся 64 

— геномная 64 

— гибридизация см. Ибридизация ДНК. 

— денатурация 330 

— диагностика 407-410 

— зонд(ы) 334, 342, 400 

— метилирование 209 

— методы анализа 346—354 

— методы поиска и идентификации фраг- 

ментов 333—346 

— микросателлитная 66, 343—346, 361 

— минисателлитная 66, 343—346, 357 

— отжиг 330 

— рекомбинантная 337 

— ренатурация 330 

— рестрикция 332, 333 

— синтез 328—332 

— — химический 328, 329 

— — ферментативный 328, 330—332 

— структура 43, 44, 49—51 

— формы 50, 51 

— цепь 

—-— лидирующая 154 

— - отстающая 154 

— функциональная особенность 52 

ДНК-диагностика 343—351 , 407-410, 

447, 450, 457, 458, 461, 462, 465, 473, 474, 

478, 494, 495, 512 

— адреногенитального сндрома 3 типа 465 

— гетерозиготного носительства 348, 349, 

457, 462, 474 

Предметный указатель 

— делеций 347, 457, 458, 461, 473, 474 

— динамических мутаций 494, 495 

— дупликаций 447 
— инсерций 347, 457, 458 

— косвенная 343, 344, 346, 408, 458, 461 

— методы 408—410, 474 

— - информативность 408, 409, 474 

— — косвенные 409, 410, 474 

— — прямые 408, 409 

— муковисцидоза 347, 457, 458 

— наследственной моторно—сенсорной 

нейропатии 1А типа 447 

— наследственной моторно—сенсорной 

нейропатии |Х типа 478 

— периодического гиперкалиемического 

парзлича 450 

— прогрессирующей мышечной дистро- 

фии Дюшенна/Бекера 473, 474 

— прямая 343, 344, 346, 407, 457, 458, 461, 

494 
— спинальной мышечной атрофии 461, 

462 

— точковых мутаций 343, 347—351, 478 

— фенилкетонурии 512 

— хореи /ентингтона 494, 495 

ДНК-полимераза 154, 329, 330 

— о 154, 155 

—у 156 

—5 154, 156 

— =156 

— 1155, 169 
— Ш 155, 168 

Доминантность [4, 89, 90 

— неустойчивая 87 

— условная 87 

Доминирование неполное 14 

Дрейф генов 320, 433, 434 

Дрозофила 129—136 

— гены сегментации 299, 300 

— — тены с материнским эффектом 298 

— — группа гар 299 

— — группа раг-пше 300 

— — гены сегментарной полярности 300 

— гомеозисные гены 301—303 

— имагинальные диски 295 



Предметный ук сгнель 

— метаморфюз 295 

— осплазматическая сегрегация 296—298 

— пол см. Детерминация пола у дрозофилы 

Дупликация 228, 229, 416, 436 

Заболевания 

— менделирующие 379, 430 

— моногенные 379, 430 

— мультифакториальные 379 
Закон (ы)Менделя 13—18 

— — единообразия гибридов первого по 

коления 13, 14 

— — независимого наследования 17, 18 

— — расщепления 14—16 

— «О правовых основах биоэтики и гаран- 

тиях её обеспечения» 370 

— Федеральный «О генно-инженерной 

деятельности» 370 

— Харли-—Вайнберга 317, 389 

Затравка см. Праймер 

Зиготена 26 

Злокачественные новообразовання 

366—367, 557568, 597, 599—601 

—- генетические аслекты этиологии и па 

тогенеза 557—568 

— двухаллельная модель 561 

— лечение 366, 560, 597, 599—601 

— потеря конституцуюнальной гетерози 

готности 561-564 

— профилактика 366—367, 568 
— распространённость 557 

— роль вирусов 559 

Изменчивость 

— комбинативная 182,219 

— модификационная 112, 114 

— мутационная 219 

— непрерывная 101 

Имагинальный диск 295 

Иммунодефицит комбинированный 597 

Импринтинг 210, 487, 495 

Инбридинг 318, 433 

— коэффициент 319, 587, 588 

Инверсия 228, 230-232, 416, 435, 436 

— пола 429, 475 
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Индекс иентромериый 396 

Индукция 

— негативная 203, 204 

— позитивная 203, 204 

— эмбриональная 306 

Инсерция 59, 337, 347, 412, 435 

Интеркинез 26 

Интерсексы см. Пол 

Интерфаза 22 

Интерференция 120 

Интрон 48, 75, 76, 200 

Информосома 202, 217 

Инцизия 169 

Каналопатии си. Болезни ионных кана- 

С: 
Канцерогенез см. Злокачественные ново 

образования 

Кариотип человека 395—397, 400—402, 

415—417 
—в норме 395-397, 401, 402 

— мозаицизм, его оценка 400 

— при патологии см. Синдромы хромо- 

сомные 

— - схема записи 415—417 

Карта генома [21-—123, 354—357, 361, 362, 

391 
— генетическая (карта сцепления) 121, 

123, 357, 391 

— — гаплотипов 362 

—кДНК 356, 361 
— сцепления см. Карта генетическая 

— физическая 355-357, 361 

— — крупномасштабная 355 

——- контиг 356, 357 
— — - макрорестрикционная 356 

— — мелкомасштабная 355 

— — — транскрипционная (карты кДНК) 

356, 361 

— — — цитогенетическая (хромосомная, 

цитологическая) 122, 123, 355 

Картирование 121, 332, 333, 355—361, 

390—394 
— генетическое 121, 358—361, 390, 391 

— — расчёт генетического расстояния 357, 

392—394 
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— — — автоматизированный 394 

— — — анализ сцепления 357, 359, 

392-394 

— — — расчёт и оценка величины 

ГОР-балла 357, 361, 392—394 
— — — расчёт по формуле Косамби 394 

— — — частота рекомбинации (8) 357, 

392—394 

— подходы 358 

— — кандидатное 358, 395 

— — позиционное 357—359, 391—394 

—- — этапы 391 

— — позиционно-кандидатное 361 

— — функциональное 358 

— стратегии 357, 358 

— — «прямая» генетика 357, 358, 391 
— — «обратная» генетика 357, 391 

— тонкое генетическое 359—361 

— — определение гаплотипов (сцепленных 

групп генов) 359—361 

— физическое 332, 333, 355—357 

— — физическое (реальное) расстояние 

355 

Клеточная терапия см. Лечение этиоло 

гическое 

Клеточный цикл 22 

— периоды 

— — постсинтетический — С2 22 

— — пресинтетический — С1 22 

— — синтеза ДНК-$ 22 

Клон 337, 338 

— идентификация 338 

Клонирование 337—340 

— контиги 338 

— позиционное («обратная» генетика} см. 

Картирование позиционное 

— «прогулка» по хромосоме 338, 340 

— «прыжки» по хромосоме 338—340 

— этапы 337 

Кодоминирование 85, 88 

Кодон 55 

Коллаген (ы) 450—452 

— гены 452 

— структура 450, 451 

— типы и их локализация 450—452 

Предметный указатель 

— ферменты биосинтеза 451 

Коллагенопатии 450—453 

— генетические характеристики 452 

— миопатия Бетлема 451, 452 

— несовершенный остеогенез 432, 452, 453 

— Элерса—Данло синдром 451, 452 

Компаунд 47, 348, 441, 453, 456, 460 

Компенсация дозы генов 210—216 

Комплементарность 52 

Комплементация 46, 47 

— внутригенная 47 

— межаллельная 47 

— межгенная 46 

Конверсиягенов см. Генная конверсия 

Конкордантность см. Близнецы 

Консультирование медико-генетическое 

569—574 

Контиги 338 

Конъюгация 25, 183 

Котрансформация 338 

Коэффициент инбридинга 319, 587, 588 

— коинциденции 120 

— наследуемости 387, 547 

— отбора 323 

— корреляции 547 

Крисс-кросс наследование 30 . 

Кроссинговер 25, 117, 118, 124, 436, 445, 

446, 465 

— неравный 124, 436, 445, 446, 465 

— соматический 124 

— частота 118 

Кэпирование 202 

Лайонизация 424, 470 

— сбалансированная 424, 470 

— несбалансированная 470 

Лейкодистрофия метахроматическая 

(МЛД) 541-543 

— диагностика 542, 543 

— клинические варианты 542 

— патогенез 541 

Лептотена 26 

Лечение наследственных болезней 366, 

509, 512, 513, 518, 520, 592—601 

— патогенетическое 593—596 
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— — введение недостающего фермента 

366, 595 
— — возмещение недостающего субстрата 

(продукта) 520 

— — диетотерапия 509, 512, 513, 518, 593, 

594 
— — повышение активности фермента 594 

— — стимуляция выведения субстрата 595 

— симптоматическое 592, 593 

— этиологическое 597—601 

— — генотерапия 597—601 

— — клеточная терапия 601 

Лигаза 155 

Дизосомные болезни 536—543, 594—596 

— лечение 594-596 

— нарушение катаболизма гликозамин- 

гликанов (ГАГ) см. Мукополисахари- 

дозы 

— нарушение обмена сфинголипидов 

540—543 

— — Тея—Сакса болезнь (амавротическая 

идиотия) 431, 538, 578 

— — ше болезнь 541, 595, 596 

— — лейкодистрофия метахроматическая 

541-543 

— — нозологические формы 540, 541 

— — Фабри болезнь 595, 596 

Лимит Хейфлика 158, 180 

Линкер 68 

Лилидозы 504 

— плазматические (гиперлипидемии) 

523—526 

— — гиперхолестеролемии 432, 434, 

526—529, 549, 596 

— — дефект Аро-В семейный 524, 549 

— — моногенные дефекты, приводящие к 

гиперлипидемиям 524 

— клеточные см. Лизосомные болезни 

Локус полиморфный 342—344, 458 
— — информативность 343, 344 

— — полиморфный сайт рестрикции 343 

«Мажорныс» мутации в гене 359, 436 

— 5СМАА 449 

— 5ММ (выживаемости мотонейронов) 

437, 460, 462 

615 

— 21-гидроксилазы 465 

— галактозо- 1-фосфат уридилтрансфера- 

зы (ГАФУТ) 517 

— гентингтина (при хорее Гентингтона) 

437 

— гликоген-фосфорилазы мышц 522 

— листрофина (при ПМД Дюшенна/Беке 

ра) 437, 471 

— интегрального мембранного протеина 

515 

— муковисцидозного трансмембранного 

регулятора проводимости 455 

— рецептора кдигилротестостерону 475 

— фенилаланингидроксилазы 510 

Маркер (ы) генетический (е) 332, 343, 391, 

392 

— МР 362 

— Е5Т (кандидатный) 361 
—е5Т$ 356 

—$1$ 356 

— диаллельный 343 

— информативность 343, 344 

— микросателлитные 361 

— — наборы 361 

— полиморфный 357, 550, 553 

Материнский эффект цитоплазмы 289 
Матрица длинная 330, 331 

— короткая 330, 331 

— олигонуклеотидная 353 

— — наборы (чипы, микрочилы) 354 
МГУ 55, 60, 435 

— 1$-элементы 59 

— транспозоны 59, 66 

— и наследственные болезни 435 

Меднко-генетическое консультирование 

(МГК) 570-576 

— проспективное 570 

— ретроспективное 570 

— этапы 570—574 

— — дородовая диагностика см. Прена- 

тальная диагностика 

— — расчёт риска для родственников про- 

банда см. Генетический риск 

— — уточнение диагноза 570, 571 

— формирование «групп риска» 576 
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Мейоз 25 

Мембранопатии эритроцитарные см. 

Анемии гемолитические сфероцитар- 

ные 
Метафаза 24, 26 

Мстахроматическая лейкодистрофия 

(МЛД) 541-543 

Мстилирование ДНК 209 

Метод (ы) 

— анализа конформационного полимор- 

физма одноцепочечной ДНК (55$СР) 

328, 348, 349, 478 

— биохимические 402—407 

— -- качественные 404 

— — количественные 405 

— — полуколичественные 405 

— близнецовый 385—388 

— высоковольтного электрофореза 407 

— генетического картирования 118, 119, 

358—361, 390--394 

— гетеродуплексного анализа 328, 

348—350 

— гибридологический 12, 13 

— денатурирующий градиентный 

гель-электрофорез (ОССЕ) 328, 

348—350 

— детекции (сканирования) мутаций 328 

— ДНК-диагностики 407—410 

— доставки (переноса) генетического ма- 

териала в клетку 598—600 

— выявления точковых мутаций 346—354 

— идентичных по происхождению аллелей 

(ВО) 552, 553 

— иммуно-генетический 403 

— иммуно-гистохимический 403, 473 

—- иммунно-химический 500 

— клинико-генеалогический 380-384 

— лечения наследственных заболеваний 

592—601 

— — клеточная терапия 601 
—  патогенетическое 593—596 

— — симптоматическое 592, 593 

— — химеропластика 599 

— — этиологическое 597—601 

— масс-спектрометрия 407 

— математического анализа механизмов 

развития болезней с наследственным 

предрасположением 546—548 

— Мёллер-5 268, 269 

— молекулярно-генетические 328, 

407—410, 500 

— молекулярно-цитогенетические 336, 

355, 400 

— непараметрический метод анзлиза ассо- 

циаций см. Метод идентичных по 

происхождению аллелей (ВО) 

— «нокаута» 306 

— перепрыгивания экзонов 599 

— ПДРФ-анализа 343, 344 
— популяционно-статистические 

388—390 
— пренатальной диагностики наслед- 

ственных заболеваний см. Прена- 

тальная диагностика 

— пробандовый 389, 390 
— профилактики наследственной патоло- 

гии 569—581 

— прямого секвенирования 351, 352 

— ПЦР 328, 330—332 

— ПЦР-анализа 347, 447, 457, 462, 494 

— ПЦР зи см, Метод РЕП 

— расшепления гетеродуплексов РНКазой 

А 351 

— сибсов Вайнберга 389, 390 

— химеропластики 599 

— химическое расщепление некомплемен- 

тарных сайтов (СМС) 328, 349—351 

— хроматографические 405-407 

— цитогенетический 398—400 

— Ы$Н (флуоресцентной гибридизации м 

5Ни) см. Метод молекулярно-цитоге- 

нетический 

— САМТ$ 332 

— РВПМ$ 331 

Миграция 321 

Микросфероцитарная анемия Минковско 

го— Шоффара 432, 535, 536 

Микрочипы 328, 353, 354, 363, 364, 366 

Миоклонус эпилепсия Унферихта-—Лун 

Оборга, распространённость 43] 
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Миопатия Бетлема 451, 452 
Миотоничсская дистрофия Куршма 

на—Штейнерта—Баттена 432, 434, 

495—497 

Миссенс-мутации 234, 434, 435 

Митоз 23 

Митохондрии 279-286, 479—482 

— геном 279-283 

— — человека 284, 285, 479, 480, 482 

— деплеция 480, 481 

— лыхательная цепь 286, 481 

— функции 279—281 
Митохондриальная ДНК 279—283, 286, 

287, 479, 486 

— репликация 286, 479, 486 

— строение и функционирование 

279-283, 479 
— транскрипция 287 

— частота мутирования 482 

Митохондриальные болезни 479—486, 594. 
— гетероплазмия 286, 482, 485 

— диагностика 

— — биохимическая 483 

— — молекулярно-генетическая 485, 486 

— — морфологическая 483, 484 

— Кернс-—Сейра синдром 484, 485 

— классификация 480, 481 

— клинические признаки 482, 483 

— лечение 594 

— патогенез 480, 481 

— Пирсона синдром 485 

— синдром множественных делеций 

мтдДИК 486 

— синдром МЕГА$ 485, 486 

— этиология 479, 480, 481 

Молификация 112 

Моногенные заболевания 

— аутосомно-доминантные 442—445 

— аутосомно-рецессивные 453—455 

— сцепленные с Х-хромосомой 

— — доминантные 476 

— -— рецессивные 469, 470 

— сцелленные с У-хромосомой 478 

— методы лечения 592—600 

— патогенез 441, 442 

—— 

= ии —_—- 

— псевдодоминан"! ® ИаСЛедОвание 454, 

455 

— эпидемиология 430-434 
— этиология 44-7 

2 ен 
— по половым хроМОСОМам 25,41 2, 416, 

417, 425, 428, 4? 
Морганида 119 
Морфоген (ы) 

— гомологи у чело Ка И дрозофилы 300 

— градиентное РаСПРеЛеЛеНИе 297 298 
Муковисцидоз 347, 432, 455-458 597 

— диагностика 347 9.8 
— — биохимическая $ 

_- днк 347,457, 
— клинические ФОРМЫ И ИХ Проявления 

456, 457 

— лечение 592 5 

— частота 432, 4 
— этиопатогене? 455, ый 

Мукополисахарий Зы 537—540, 595 

— генетические И боимические характе- 
ристики 5375 

— клинические ПРОЯВЛЕНИЯ 537 
— лечение 593, 5 . 

— МПС 1 типа СУРАеРа/ Шейе) 538, 539 
— МПС 2тила (Х@#еро) 537-539 
— МПС 3 типа (Са#Филииио) 538, 539 
_ МПС 4 типа (Моркио) 538, 539 

— МПС бтила (МаРото—Лами) 538—540 
_— клеточная бОЛеЗНЬ 539, 540 

Мультифакторий НЫЕ болезни си. Бо- 
лезни с наслеДСТВЕННЫМ предрасполо- 
жением 

61 м 243— — ундуцированный 243-256 
°— — ионизирую ИМ ИЗЛУЧением 243—249 
уф дунами 249-251 
_ _ химическимН Зеществами 251-756 

— спонтанный 256—261 
Мутации 
— ансуплоидия 224, 412 

— втенах, явля ЩИХСЯ Транекрипцион- 
ными факторами 434 
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— возраст 359 

— в регуляторных областях 235, 434 

— в кодирующих (траискрибируемых) 9б- 

ластях 235, 434—436 

— тенные 234, 434—437 

—еномные 222—256, 411, 412 

— «горячие точки» 437, 471 

— труппы, приволящие 
— — к изменению дозы гена 437 

— — кпотере функции экспрессируемого 

геном продукта 437 

— — кпоявлению новой функции белко- 

вого продукта гена 437 

— - квозникновению доминантно-нега- 
тивного эффекта 437 

— делеции и инсерции сегмента ДНК. 

347, 416, 435, 480, 481 

— динамические 239, 240, 436, 439, 491 

— лупликации 228, 416, 436 

— — тандемные 228, 436, 445, 446, 465 

— — инвертированные 436, 459 

— инверсии 228, 230—232, 416 

— — втене Е8С при гемофилии А (фено- 

мен «гена в гене») 435, 436 

— индуцированные 221 

— инсерции 59, 337, 347, 412, 416, 435, 

438, 439, 457, 458, 477 
— классификация 221, 2272, 411, 412 

— «мажорные» см. «Мажорные» мутации 
— механизмы молекулярные 236—240 

— нарушающие процессинг первичного 

РНК пролукта (сплайсинговые) 236, 

434, 435, 439 

— нарушающие транскрипцию (негатив 

ный позиционный эффект) 434 

— нулевые (пи/ тиюноп} 435, 453 

— обратные 221, 240 

— полиплоидия 223, 412 

— со сдвигом рамки считывания генетиче- 

ского кода 234, 435 

— схема записи в генах человека 437—439 

— спонтанные 221 

— структурные см. хромосомные 

— супрессорные 241, 242 

— точковые 234, 434, 435, 477, 480, 481 

— — однонуклеотидные замены (транзи- 
ии) 236, 237 

— — делеции 234, 347, 416, 435, 438, 477 

— — миссенс-мутации 234, 434, 435, 438, 

477 

— - нонсенс-мутации 234, 435, 438, 477 

— хромосомные 226-234, 412—415 

Наследование, типы 35—39 

Наследственная моторно-сенсорная ней- 

ропатия 1А типа (НМСВ 1А типа) 

444—447 

— этиология 445, 446 

— клинические проявления 447 

— молекулярно-генетическая диагности- 

ка 447 

Наследственная моторно-сенсорная ней- 
ропатия 1Х типа 476—478 

— диагностика 477, 478 

— клинические проявления 477, 478 

— коннексин—32 477 
— этиопатогенез 476, 477 

Наследственная моторно-сенсорная ней- 
ропатия И типа, картирование 360 

Наследственные болезни обмена (НБО) 

504 
— аминокислот (аминоацидопатии} 504, 

505—516 

— — альбинизм 432, 505, 506, 513—516 

— — гиперфенилаланинемии 505—513, 

578—580 

— диагностика см. Диагностика наследст- 
венных болезней 

— клинические проявления (общая харак- 

теристика) 504, 505 

— классификация 504 
— лизосомные болезни накопления см. 

Лнзосомные болезни 

— липидов см. Липидозы 

— металлов см. Болезнь Вильсона Коно- 

залова 

— митохондриальные 479—486, 594 

— пероксисомные 543, 544 

— соединительной ткани (коллагенопа- 

тии) 450-453 
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— стероидных гормонов см. Адреногеми 

тальвый сиидром 

— углеводов (глюкозурии) 516—523, 593, 

594, 596 
— эритрона 529—536, см. Анемии гемоли- 

тические 

Наследственность 

— нехромосомная 273 

— внеядерная 273 

— неменделевская 273, 379 

— цитоплазматическая 273 

— дискретность 19, 20 

Нейроватия со склонностью к параличам 

отсдавления 445 

Нейрофиброматоз 432, 565 

Неоморфизм 110 

Нерасхождение хромосом 31, 32 

— первичное 31 

— вторичное 32 

Несовершенный остеогенез (НО) 432, . 

452, 453 
— — тены и типы мутаций вних 452 

— — клинические варианты 452, 453 

— — частота 432 

Нонсенс-колон 55 

Нонсенс-мутации 234, 435 

Норма реакции 104, 112, 114 

Нуклеоид 57, 275 

Нуклеосома 68, 69 

Нуклеотнп 56, 290 

Нуллисомия 224, 414 

«Обратная» генетика 357—359, 391—394 

Однородительская дисомия (ОРД) 487 

— хромосомы 15 488—490 
— — материнского происхождения 

(Прадера—Вилли синдром) 

488—490 

— — отцовского происхождения 
(Энгельмана синдром) 490 

Окулофарингеальная миопатия 434, 492, 

493 

Онкогены 

— вирусные 559 

— иеллюлярные 366, 558 

Онтогенез 294—313 

муз 

— биастуна 295 

— гаструла 295 

— детерминация 294—301 

— дифференцировка 294 

— морфотенез 294 

—-— почки 307—313 

— ооплазматическая сегрегация 296—298 

— органогенез 306 

— теории 29] 

— тотипотентность 292 

— эмбриональная индукция 306 

Оператор 203 

Оперон 57, 38, 202 

— лактозный 203—205 
Опухоли см. Злокачественные новообра 

зования 
Органогенез см. Онтогенез 

Отбор 322, 431-433 

— преимущество гетерозигот 325, 433 

— против гетерозигот 324, 432 

— против рецессивных гомозигот 324, 432 

Панмиксия 317 

Партеногенез см. Половое размножение 

Паралоке ЦЗермана 492 

Патогенез моногенных заболеваний 441, 

442 

Пахитена 26 
Пенетрантность 110, 443 

Периодическая болезнь (эпилемиология) 

431 

Периодический гиперкалиемический па- 

ралич 449, 450 

Пероксисомные болезни 543, 544 

- — адренолейкодистрофия 543 

— классификация 543, 544 

— клиническая картина 544 

— пероксины 543 

— ризомелическая точечная хондродист 

рофия 543 

— синдром Рефсума 543 

— синдром Дельвегера (СИ) 543, 544 

— патогенетические механизмы 543 

Пигментная ксеродерма 173—175 

Питментный ретинит 440 
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Плазмида 58 

— векторы 337—339, 341, 342, 353 

Плейотропия 107 

Повтор(ы) 64—67, 357 

—Аш 66 

— ЫМЕ 66, 67 

—$ИМЕ 66 

— диспергированные 64 

— инвертированиые 59, 60, 459, 460 

— концевые 60 

— микросателлитные 66, 342—344, 346, 392 

— минисателлитные 66, 342-346, 357 

— тандемные 64, 346, 357 

— тринуклеотидные 491, 493 

Пол 

— гетерогаметный 29, 125, 129 

— гинандроморфы 129—131 

— - лизиготные [31 

— — монозиготные 130 

— гомогаметный 29, 125, 129 

— детерминация 126—142 

—- вторичная 139—142 

— — первичная 136 

— — типы 126—129 
— — — гаплолиллоидный 128 

— — — прогамный 126 

—- — сингамный 128 
— - — эпигамный 127 

— — — эусингамный см. гаплодиплоидный 

—- удрозофилы 134—136 

— — учеловека 136—139, 423—425 

— зависимые от пола признаки 143 

— инверсия 429, 475 

— интерсексы 132 

— нарушения дифференцировки у челове- 

ка см. Синдромы нарушения половой 
дифференцировки 

— ограннченные полом признаки 143 

— сверхсамки 132 

— сверхсамцы 132 

— триплоиды 131 

Полиаденилирование 202 

Полимеразная цепная реакция (ПЦР} 330 
— амплификатор (термоциклер) 330 

—амплифицированный фрагмент 330 

— — причины отклонения в его размерах 

332 
— ассиметричная 331 

— идиагностика мутаций 347 

— количественная 347, 462 

— метод САМТ$ 332 

— метод РЕНМ\$ 331 

— мультиплексная 331, 473, 474 

— праймер (затравка) 330, 352 

— с магнитными частицами 331 

— с молекулами КДНК 331, 347 

— скорость синтеза 330 

— этапы цикла 330 

— — длинные матрицы 330, 331 

— — колнчество циклов 330 

— — короткие матрицы 330, 331 

Полимерия 

— кумулятивная 100 

— некумулятивная 102 

Полиморфизм 

— генома 342 

— длины рестрикционных фрагментов 

(ПДРФ) 343, 344 

— и диагностика заболеваний 344, 346 

— конформационный 348 

— методы анализа 342—346 

— микросателлитных маркёров 342—346, 

357, 392 
— мннисателлитных маркёров 342—346, 

357 
— тандемных повторов 346, 357 

— хромосом 401, 402 

— — акропентрических 401 

— — значение в диагностике 401, 402 

— — нормальный 401, 402 

— - обозначения 402 

Полиморфный локус см. Локус поли- 

морфный 

Полиллоидия 223, 412 

— автополнплоидия 223 

— аллоплоидия 223 

Полисомия 225, 226, 412—416, 419—423, 

426—428 
— по аутосомам 225, 226, 412—415, 

419—422 
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— по половым хромосомам 225, 416, 423, 

426—428 
— — по Х-хромосоме у женшин 225, 416, 

423, 426 
— — по Х-хромосоме у мужчин 225, 416, 

423, 426, 427 

— — по У-хромосоме 225, 423, 427, 428 

Половое размножение 144—146 

— андрогенез 145 

— гиногенез 146 

— партеногенез 144 

— — мейотический 146 

Полухиазма 186 

Популяция 315 
Популяционная динамика, факторы 318, 

431 

— ассортативность 319 
— дрейфгенов 320, 433 

— — инбридинг 433 

— — эффект основателя (родоначальника) 

320, 433, 434 

— миграции 321 

— мутации 321 

— отбор 322, 432, 433, 513 
Популяционно-статистические методы 

388—390 
— оценка сегрегационной частоты 389, 390 

— пробандовый Вайнберга 389, 390 

— сибсов Вайнберга 389, 390 

Порфирия 434, 595, 596 

Праймаза 152 

Праймер 152, 154—156, 330, 352 

— секвенирующий 352 

Пре-мРНК 48 

Премутация 491, 497, 500 

Пренатальная диагностика, методы 

574—577 

— инвазивные 574—576 

— — амниоцентез 575 

—- кордоцентез 575 

— — плацентобиопсия 574 

— — хорионбиопсия 574 

— неинвазивные 576, 577 

— — анализ клеток плода, выделенных из 

крови матери 577 

— — угетерозиготных носительни 

— — исследование эритробластов 57 

— — сывороточные маркёры 576 

— — ультразвуковые маркёры 576 

— преимплантационная 577 

Признаки 

— альтернативные 13 

— доминантные 14 

— зависимые от пола 143 

— качественные 99 
— количественные 100—102 

— наследственные 104 

— ограниченные полом 143 

— рецессивные 14 

— сцепленные с полом 30 
Прионные болезни (ПБ) 501-503 

- ерстманна-— треусслера-— ШеЙНКеРА 

болезнь 503 
— Крейтцфельда—Якоба болезнь 365, 503 

— клинические проявления 503 

— патогенез 502, 503 

— фатальная семейная инсомния 

— этиология 501, 502 
Приспособленность 322 

Пробанд 381 

Прогрессирующая мышечная дистрофия 

„Дющшенна(ПМДД)/ 'Бекера(ПМДВ) 403, 
432, 470-474, 592, 599, 601 

— диагностнка 403, 473, 474 

— - биохимическая 403, 473 
— - лифференциальная 473 

— — ДНК-лиагностика 473, 474 

— — гетерозиготного иосительстВа 
— — иммуногистохимическая 473 
— — пренатальная 474 

— клинические проявления 47 

365, 503 

474 

1--473 

и 470, 

474 

— лечение 592, 599, 601 

— частота 432, 471 
— этиология и патогенез 471,472 
— —Прокариоты 57 

Промотор 57, 202, 206 

— СААТ-бокс 206 

— ТАТА-бокс 203, 206 

Протеомика 363 



оонкогены 366, 558 

заза 23, 25 

›илактика наследственной патологии 

9, 578 
ээтнческие проблемы 581—584 

ричная 569 

программы биохимического скри- 

нинга 578—581 
эвичная 569 

исдико-генетическое консультирова- 
ние 569—574 

цессинг 48 

мая» генетика 357, 358, 391 

здоаллели 47 

иогены 75, 202, 465 
ы 73 

› см. Полимеразная цепная реакция 

см. Злокачественные новообразова- 

я 
лоянис 

негическое 118, 119, 357, 392—394 

изическое 355 

„ляция генной активности 202—210 

лативная 203, 204 

индукция 204 

репрессия 204 

зсисцифическая 210 

озитивная 203, 204 

зтуляторные участки (СК) 
оператор 203 

промотор 202, 206 
сайленсер 207 

энхансер 206 

юмбинация 53, 182, 436 

№-сайты («горячие» точки) 191 

одели 184—193 

- Джилбертсона-—Сталя 190 

- Жостака 189 
- Мезельсона-Рэддиига 188, 197 
- Холлидея 184—186 

— Шапиро 197 

‘ипы 182 

-- внугригенная 47 

- незаконная 196 
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— — общая 183 
— — сайт-специфическая 194—196 

— ферменты 

— — никаза 185 

— — резольваза 189, 194 

— — топоизомераза 190, 194 

— частота 357, 392—394 
Репарация ДНК 53, 164—181 

— гены 
— — ты (М, Г, 5, 0) ГП 

— — ес (4, В, С. ЕЕЛ 113, 186, 187, 191 
— — иуг (4, В, С, В) 174, 175 
—-ЛР(4, В, С.В, ЕЕ С) 174, 175 
—- ХР, 174,175 - 
— типы 165 

—— тзтаюь 169, 170 

—-5$05 172, 173 
— — М-реактивация 172 

— — дорепликативная 165 

— — индуцируемая см. $0$ 

— - конститутивная 165 

— - пострепликативная 171—173 
— — рекомбинационная 172 

— — фотореактивация 166—168 

— — экецизионная 168—171 

— нарушения см. Болезни репарацин 

— ферменты 166--170 

— — АР-эндонуклеазы 168 

— — им А,В,С-эндонуклеаза 168, 169 

— — геликаза 169 

— — гликозилазы 168 

— — дезоксирибозидпиримидинфотолиаза 

166 

—-—ДНК-лигаза 170 

— -— ДНК-полимераза | 169 

— — ДНК-полимераза ПЕ 168 

—  УФфэндонуклеаза 167 

— — экзонуклеаза 169 

Репликация ДНК 52, 53, 147 

— 9-тип 150 

— о-тип 151 

— генетический контроль 152, 153, 

159—161 
— дисперсная 147 

— инициация 151 
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— катяцегося кольца 151 

— консервативная 147 

— митохондриальной ДНК 286 

— полуконсервативная 52, 147 

— скорость 157 

— теломер 157 

— терминация 157 

— точность 157 

— элонгация 151 

Репликон 151 

Репрессия 203, 204 

— позитивная 203, 204 

— негативная 203, 204 

Рестриктаза (ы) 329, 332, 478 

— сайт узнавания 332, 333, 343, 356, 357, 461 

— классы 332 

Рестрикиня 332, 333, 478 
— картирование сайтов рестрикции 333 

Решетка Пеннета 16 

Ризомелическая точечная хондродистро- 

фия см. Пероксисомные болезни 

Родословная 381—384 

— анализ 381, 384 

— составление 381—384 

— условные обозначения 381, 382 

— — легенда 382 

— — пробанд 381 

—— сибе 381 

Сайленсер 207 

Сайт 
— маркерный $Т$ 356, 357 

— рестрикции (узнавания рестриктазами} 

332, 333, 343, 356, 357, 461 
— экспрессируемый е5ТЗ 356, 361 

Сантиморган (сМ) 119, 355 

Сателлиты 65, 66 

Сверхдоминирование 85, 86 

Сверхсамец см. Пол 

Сверхсамка см. Пол 

Сегрегационная частота 389 
Сегрегация 

— аллеля (гаплотипа, гена заболевания) в 

семье и популяции 389, 443, 444, 469, 

475 

— — анализ 357, 360 
— ооплазматическая см. Детерминация 

пола 

Секвенирование ДНК, методы 351—354 
— «блуждающей затравки» см. Секвениро- 

вание 
— дидезоксисеквенирование 351-354 

— крупных фрагментов см. Метод прай- 

мер-опосредованной прогулки 

— Максама-—Гилберта 351 

— праймер-опосредованной прогулки 

353, 354 
— с использованием меченных различны- 

ми флуорохромами дидезоксинуклео- 

тидов 353 

— с использованием чипов 353, 354 

— Сангера 51, 352 

Семейная дизавтономия Рейли--Дея 431 

Семейная гиперхолестеролемии 432, 434, 

526—529, 549 
Серповидноклеточная анемия 432, 534, 

535, 599 
Сибс 381 
Синаптонемный комплекс 25, 183, 184 

Синдром(ы) 

— адреногенитальный 431, 462—466, 595 

— Блума 178, 179, 561 

— Вернера 180, 181 

— гепато-церебро-ренальный см. Син- 

дром Дельвегера 

`— Дауна 413, 419—421 

— де Ла Шавелля (ХХ-инверсии пола) 429 

— Кернс—Сейра 484, 485 

— Клайнфельтера 416, 426, 427 

— Коккейна 1715, 176 

— Мартина Белл 432, 492, 497—500 

— МЕРАХ 485, 486 
- множественных делеций мтДНК 486 
— нарушения половой дифференцировки 

— — моногенные 462—467, 474, 475 

— — хромосомные 423—429 

— нелостаточности 5-0-редуктазы 467 

— нечувствительности к андрогенам 463, 

475 

— Лотау 422 
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— персистенции мюллеровых протоков 
467 

— Пирсона см. Митохондриальные болезни 

— Прадера—Вилли см. Болезни геномного 

импринтинга 

— Рефсума см. Пероксисомные болезни 

— «счастливой куклы» см. Синдром Эн- 

гельмана 

— тестикулярной феминизации (ХУ-ии- 

версия пола) 429, 432, 441, 474, 475 

— Хатчинсона—Гилфорда 119, 180 

— хромосомные см. Полисомия, см. Син- 

дром ИГерешевского— Тернера 

— Цельвегера (гепато-церебро-реналь- 

ный синдром) 543, 544 

— Шерешевского- Тернера 416, 417, 425, 

426 

— -— полная форма 416, 425, 426 

— — мозаичные варианты 417, 425 

— Эдвардса 415, 421, 422 

— Элерса- Данло 451, 452 

— Энгельмана 490 

Синтения 365 

Скрешивание 

— анализируюшщее 19 

— ассортативное 319 

— возвратное 35 

— дигибридное 13, 17 

— моногибридное 13, 15 

— реципрокное 35 

— случайное см. Панмиксия 

— тригибридное 18 

Скрининг 

— беременных 576 

— бнблиотек генов 339, 341, 342 

— биохимический 578—581 

— генетический 367 

— генома 357—361, 367 

— массовый 578 

— популяционный 367, 578 

— программы 578—581 

—- селективный 578 

Скэффолд ЗАВ. 71 

Спейсер (ы) рибосомных генов 

— внешние (ЕТЗ) 78 

— межкластерные (5) 78 

— транскрибируемые (ГТЗ) 78 

Специфичность 111 

Спинально-бульбарная мышечная атро- 

фия Кеннеди 441, 475 

Спинальная мышечная атрофия (прокси- 
мальная спинальная амиотрофия) 

432, 458—462 

— диагностика 459, 461, 462 

—- ДНК-диагностика 461, 462 

— клинические варианты 458, 459 
— лечение 592 

— частота 432 

Сплайсинг 48, 76, 77 

— альтернативный 49 

Среда 

— внешняя [1] 

— внутренняя 111 

— генотипическая 111 

Стигмы дизэмбриогенеза 417 

Сфероцитоз наследственный см. Анемия 

Минковского Пюффара 

Сфинголипидозы 540—543 

Сцепление 

— неполное 117 

— полное 116 

Талассемии 533—535 

Таидемная масс-спектрометрия (ТМС) 

405—407 

Теломераза 158 

Теломеры 158 

Телофаза 24, 26 

Терминатор транскрипции 57 

Тестированне на мутагенность 266—272 

— кометный тест 270 

— метод Мёллер-5 268, 269 

— тест Эймса 267 
— учёт микроядер 269 

Тетрадный анализ 16, [7 

Тип(ы) наследования 35—39 

— аутосомно-доминантный 36, 37, 

442—445, 475, 480, 501 

— аутосомно-рецессивный 37, 38, 

453—455, 480 
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— голандрический 39, 478 

— митохондриальный (материнский) 481 

— моногенный 36—39, 430 

— мультифакториальный 545 

— нетрадиционный 467 

— полигенный 545 

— сцепленный с полом 38, 467 

— — Х-сцепленный доминантный 38, 475, 

476 

— — Х-сцепленный рецессивный 38, 39, 
469, 470 

— — — гонадный мозаицизм 470 

— — У-сцепленный см. Тип наследования 

голандрический 

Торсионная дистония (эпидемиология, 

частота) 431 

Тотипотентность см. Онтогенез 

Транзиции 236, 237 

Трансдукция 42, 43, 337 

Транскриптомика 363 

Транскрипция 54, 201 

— альтернативная 76 

— обратная 63 

— факторы 207-209 

Транслокации 

— нереципрокные 232 

— реципрокные 232, 412—414 
— робертсоновские 232, 413—415 

Трансляция 55 

— ник-трансляция 329 

Транспозон (ы) 

— м0 60 
—13 60 

— 019 59 
— простые 59, 60 

— сложные 59, 60 

Трансфекция 338 

— баллистическая («тенное ружьё») 598 

Трансформация 42, 337 
Трисомия 

— по [3-й хромосоме см. синдром Патау 

— по 18-й хромосоме см. синдром Эдвар- 

дса 

— по 21-й хромосоме см. синдром Дауна 

— частота у человека 419 

625 

Грихотиодистрофия 176, 177 

Фатальная семейная инсомния 365, 503 

Феногенетика 194 

Фенокопия 107 

Фенотип 40, 104 

Фенилкетонурия 431-433 , 505 — 513, 

580, 593, 594, 596 
Фермент(ы) 

— аденин-нуклеотид-транслоказа | 486 

— аденозиндезаминаза 597 

— амило- 1 ‚4:1 ,6-глюкантрансфераза 

(микросомная) 519, 522 

— амило-1,6-глюкозидаза (цитозольная) 

518, 519, 521 

— арилсульфатаза А 541 

— арилсульфатаза В (М-ацетилгалактоза- 

мнн-4-сульфатаза) 538, 539 

— биосинтеза коллагена 451 

-- галактозо-1-фосфатуридилтрансфераза 

(Г1ФУТ) 516, 517 

— галактокиназа (галактозо- | -фосфорил: 

за) 516, 517 

— гексокиназа мышц 518 

— П1-В/-гидроксилаза (СУР1ИВТ) 463, 
464, 466 

— 17-В-гидроксилаза (СУР17) 463, 

464,466 

— 21-гидроксилаза (С\УР21) 463-465 

— 3-В-гидроксистероидная дегилрогена“ 
(ЗВНЗО) 463, 464 

— гликоген-фосфорилаза 518 

— —мышц 519, 522 

— — печенн 519 

— глюкозо-6-фосфатаза 518, 519 

— глюкозо-6-фосфат-дегидрогеназа 

(Г6ФД) эритроцитов 367, 431, 530, 5: 

— глюкокиназа печени 518, 519 

— гуанозинтрифосфатциклогидролаза 

507—509 

— ДГИКК-оксидаза 513, 514, 516 

— деградации сфингомиелинов 54! 

— детоксикации организма 567 

— дигидроптеридинредуктаза 507-509, 

511 
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— ДНК-лигаза 155, 170, 329 

— ДНК-полимераза 154, 155, 168, 169, 

329, 330 

— ДОФА-хром-таутомераза 513, 514 

— карнитин-пальмитоил-трансфераза 

480 

— лизосомная кислая «-О-глюкозидаза 

520 
— липоамид-легидрогеназа 480 

— липоат-ацетилтрансфераза 480 

— миотонин-протеинкиназа 495 

— катаболизма гликозамингликанов 537, 

538, 539 
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