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Íàñëåäñòâåííàÿ íåéðîïàòèÿ ñ ïîäâåðæåííîñòüþ ïàðàëè÷àì îò ñäàâëåíèÿ (ÍÍÏÑ) — çàáîëåâàíèå èç ãðóïïû íàñëåäñòâåí-
íûõ ïîëèíåéðîïàòèé, îáóñëîâëåííîå ìóòàöèÿìè ãåíà PMP22. Íàèáîëåå ÷àñòîé ïðè÷èíîé áîëåçíè ÿâëÿåòñÿ äåëåöèÿ ãåíà, íà
äîëþ êîòîðîé ïðèõîäèòñÿ íå ìåíåå 70% ñëó÷àåâ ÍÍÏÑ. Ðàçðàáîòàíà è âíåäðåíà â ïðàêòè÷åñêóþ äåÿòåëüíîñòü ÔÃÁÍÓ
«ÌÃÍÖ» íîâàÿ ìåäèöèíñêàÿ òåõíîëîãèÿ, ïîçâîëÿþùàÿ îïðåäåëèòü êîëè÷åñòâî êîïèé âñåõ êîäèðóþùèõ ýêçîíîâ ãåíà PMP22
íà îñíîâå ìóëüòèïëåêñíîé ïðîáà-çàâèñèìîé ëèãàçíîé ðåàêöèè ñ ïîñëåäóþùåé àìïëèôèêàöèåé. Ïîêàçàíà ýôôåêòèâíîñòü
èñïîëüçîâàíèÿ äàííîé òåõíîëîãèè äëÿ ïîèñêà äåëåöèé è äóïëèêàöèé. Ïðîâåäåíî èññëåäîâàíèå ÷èñëà êîïèé ýêçîíîâ ãåíà
PMP22 ó 110 íåðîäñòâåííûõ ïðîáàíäîâ, íàïðàâëåííûõ íà äèàãíîñòèêó ÍÍÏÑ â ëàáîðàòîðèþ ÄÍÊ-äèàãíîñòèêè ÔÃÁÍÓ
«ÌÃÍÖ» ñ 1997 ïî 2016 ãã.
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Ââåäåíèå

ÍÍÏÑ îòíîñèòñÿ ê ãðóïïå íàñëåäñòâåííûõ íåéðîïà-
òèé. Ìàíèôåñòàöèÿ çàáîëåâàíèÿ îáû÷íî ïðèõîäèòñÿ íà
âòîðóþ-òðåòüþ äåêàäó æèçíè, îäíàêî îïèñàíû ñëó÷àè
ìàíèôåñòàöèè è â ðàííåì äåòñêîì âîçðàñòå, è ïîñëå
70 ëåò [1—3]. Â îñíîâå äàííîãî çàáîëåâàíèÿ ëåæèò ïî-
âûøåííàÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòü ïåðèôåðè÷åñêèõ íåðâîâ
ê ñäàâëåíèþ, ÷òî ïðîÿâëÿåòñÿ ïîâòîðÿþùèìèñÿ ýïèçî-
äàìè êîìïðåññèîííûõ íåéðîïàòèé. Ïðîâîöèðóþùèå
ôàêòîðû ðàçâèòèÿ ïàðàëè÷åé ïðè ÍÍÏÑ íåñïåöèôè÷-
íû è îäíîòèïíû äëÿ âñåõ êîìïðåññèîííûõ íåéðîïàòèé:
ìåëêèå òðàâìû, äëèòåëüíîå íàõîæäåíèå â îäíîé ïîçå
ïðè âûïîëíåíèè ôèçè÷åñêîé ðàáîòû èëè çà ïèñüìåí-
íûì ñòîëîì, íîøåíèè òÿæåëîãî ðþêçàêà, íàëîæåíèè
ãèïñà, áåðåìåííîñòü è ò.ä. Îäíàêî, â îòëè÷èå îò íåíà-
ñëåäñòâåííûõ êîìïðåññèîííûõ íåéðîïàòèé, ïðè ÍÍÏÑ
ïàðåç âîçíèêàåò ïîñëå íåïðîäîëæèòåëüíîãî âîçäåéñòâèÿ
ïðîâîöèðóþùåãî ôàêòîðà, ñèìïòîìàòèêà íîñèò áîëåå
ñòîéêèé õàðàêòåð è èìååò ñêëîííîñòü ê ïîâòîðåíèþ [1,
3, 4]. Ïðè ýëåêòðîíåéðîìèîãðàôè÷åñêîì èññëåäîâàíèè
âíå çàâèñèìîñòè îò íàëè÷èÿ èëè îòñóòñòâèÿ êëèíè÷å-
ñêèõ ïðèçíàêîâ çàáîëåâàíèÿ âûÿâëÿþò áèëàòåðàëüíîå
óâåëè÷åíèå äèñòàëüíîé ìîòîðíîé ëàòåíöèè, êîððåëèðó-
þùåå ñ çàìåäëåíèåì ïðîâåäåíèÿ èìïóëüñà ïî ÷óâñòâè-
òåëüíûì âîëîêíàì ñðåäèííîãî íåðâà íà ëàäîííî-çàïÿ-
ñòíîì óðîâíå, à òàêæå èçìåíåíèå õîòÿ áû îäíîãî ïîêà-
çàòåëÿ (äèñòàëüíîé ëàòåíöèè èëè ñêîðîñòè ïðîâåäåíèÿ)
ïðè èññëåäîâàíèè ìàëîáåðöîâîãî íåðâà. Ìîðôîëîãè÷å-
ñêèì ñóáñòðàòîì ÍÍÏÑ ÿâëÿþòñÿ îñîáûå «êîëáàñîîá-
ðàçíûå» óòîëùåíèÿ ìèåëèíîâîé îáîëî÷êè — òîìàêóëû,
îáíàðóæèâàåìûå êàê â ÷óâñòâèòåëüíûõ, òàê è â äâèãà-

òåëüíûõ íåðâàõ; îòñþäà ïðîèñõîäèò âòîðîå íàçâàíèå
ÍÍÏÑ — «òîìàêóëÿðíàÿ íåâðîïàòèÿ» [1, 4, 5].

ÍÍÏÑ ÿâëÿåòñÿ ñëåäñòâèåì ôóíêöèîíàëüíîé ïîòå-
ðè îäíîé èç êîïèé ãåíà PMP22. Íàèáîëåå ÷àñòîé ïðè÷è-
íîé ýòîé ïîòåðè ÿâëÿåòñÿ ñóáìèêðîñêîïè÷åñêàÿ äåëå-
öèÿ íà õðîìîñîìå 17p11.2-p12, âêëþ÷àþùàÿ â ñåáÿ ãåí
áåëêà ïåðèôåðè÷åñêîãî ìèåëèíà ÐÌÐ22. Ïî äàííûì
ðàçëè÷íûõ èñòî÷íèêîâ îíà îáóñëîâëèâàåò íå ìåíåå 70%
âñåõ ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷åñêè ïîäòâåðæäåííûõ ñëó÷àåâ
ÍÍÏÑ [3, 6]. Äàííàÿ äåëåöèÿ îáðàçóåòñÿ íà õðîìîñîìå
17 ðåöèïðîêíî äóïëèêàöèè, ÿâëÿþùåéñÿ ïðè÷èíîé íà-
ñëåäñòâåííîé ìîòîðíî-ñåíñîðíîé íåéðîïàòèè IA òèïà
(ÍÌÑÍ1À). Äâà âûñîêîãîìîëîãè÷íûõ ó÷àñòêà ðàçìå-
ðîì ïðèìåðíî 30 ò.ï.í., ïðåäñòàâëÿþùèõ ñîáîé âíåãåí-
íûå ïîâòîðÿþùèåñÿ ïàëèíäðîìíûå ïîñëåäîâàòåëüíî-

ñòè (ÍÌÑÍ1À-REPs, repetitive extragenic palindroms),
ôëàíêèðóþò ðåãèîí ðàçìåðîì 1,5 ìëí ï.í., äóïëèöèðî-
âàííûé ïðè ÍÌÑÍ1À è äåëåòèðîâàííûé ïðè ÍÍÏÑ.
Ãîìîëîãèÿ ìåæäó äèñòàëüíûì è ïðîêñèìàëüíûì REPs
ñîñòàâëÿåò 98%. Òàêèì îáðàçîì, ïðè÷èíîé âîçíèêíîâå-
íèÿ ÍÌÑÍ1À-äóïëèêàöèè/ÍÍÏÑ-äåëåöèè ÿâëÿåòñÿ
íåðàâíûé êðîññèíãîâåð.

Òîëüêî â 10% ñëó÷àåâ âûÿâëÿåòñÿ äåëåöèÿ de novo,
ïðîèñõîäÿùàÿ, êàê ïðàâèëî, â ãàìåòîãåíåçå îòöà [5, 6].
Â áîëüøèíñòâå ñåìåé îäèí èç ðîäèòåëåé ÿâëÿåòñÿ áåñ-
ñèìïòîìíûì íîñèòåëåì äàííîé ìóòàöèè èëè èìååò ìè-
íèìàëüíûå ïðèçíàêè çàáîëåâàíèÿ. ×àñòî ñåìåéíûé õà-
ðàêòåð äàííîé áîëåçíè ìîæíî óñòàíîâèòü òîëüêî ïðè
óãëóáëåííîì íåâðîëîãè÷åñêîì îáñëåäîâàíèè âñåõ ÷ëå-
íîâ ñåìüè ñ ïðèìåíåíèåì ýëåêòðîíåéðîìèîãðàôè÷å-
ñêèõ ìåòîäîâ, ïîäòâåðæäàþùèõ ïîðàæåíèå ìèåëèíîâîé

18



îáîëî÷êè [1, 4, 5] Ýòîò ôàêò, êàê è ðåêêóðåíòíûé õàðàê-

òåð òå÷åíèÿ çàáîëåâàíèÿ, ÿâëÿåòñÿ îäíîé èç ïðè÷èí òî-

ãî, ÷òî, íåñìîòðÿ íà äîìèíàíòíûé õàðàêòåð íàñëåäîâà-

íèÿ, áîëüíûå ñ ÍÍÏÑ ñðàâíèòåëüíî ðåäêî ïîïàäàþò

â ïîëå çðåíèÿ âðà÷à-ãåíåòèêà.

Ïðèìåðíî 70—80% ñëó÷àåâ ÍÍÏÑ íå äèàãíîñòèðó-

þò èëè äèàãíîñòèðóþò íåïðàâèëüíî èç-çà îòñóòñòâèÿ

èëè ñòåðòîñòè ñèìïòîìîâ. Äàæå â ïðåäåëàõ îäíîé ñåìüè

ìîæåò íàáëþäàòüñÿ ñóùåñòâåííûé êëèíè÷åñêèé ïîëè-

ìîðôèçì íåéðîïàòèè [1, 7]. Â òî æå âðåìÿ ñóùåñòâóþò

âûñîêîýôôåêòèâíûå ïðåâåíòèâíûå ïðîôèëàêòè÷åñêèå

ìåðîïðèÿòèÿ, ïîçâîëÿþùèå èçáåæàòü îñëîæíåíèé ïðè

ñâîåâðåìåííîé ïîñòàíîâêå äèàãíîçà. Ýòî äåëàåò îñîáåí-

íî àêòóàëüíîé çàäà÷ó ðàçðàáîòêè äèàãíîñòè÷åñêîãî ïðî-

òîêîëà, ïîçâîëÿþùåãî áûñòðî è áåç ñåìåéíîãî àíàëèçà

èññëåäîâàòü íàèáîëåå ÷àñòóþ ïðè÷èíó ÍÍÏÑ — äåëå-

öèþ ãåíà PMP22, íà äîëþ êîòîðîé ïðèõîäèòñÿ íå ìåíåå

70% ñëó÷àåâ ýòîé íåéðîïàòèè.

Ìàòåðèàëû è ìåòîäû

Èç áàçû ëàáîðàòîðèè ÄÍÊ-äèàãíîñòèêè ÔÃÁÍÓ

«ÌÃÍÖ» îòîáðàíû îáðàçöû ÄÍÊ 110 íåðîäñòâåííûõ

ïðîáàíäîâ, íàïðàâëåííûõ íà äèàãíîñòèêó ÍÍÏÑ ñ 1997

ïî 2016 ãã.

ÄÍÊ âûäåëåíà èç öåëüíîé êðîâè, çàáðàííîé â ïðî-

áèðêó ñ àíòèêîàãóëÿíòîì ÝÄÒÀ ñ ïîìîùüþ íàáîðà ðå-

àêòèâîâ äëÿ âûäåëåíèÿ Wizard® Genomic DNA Purifica-

tion Kit (Promega, USA) ïî ïðîòîêîëó ïðîèçâîäèòåëÿ.

Äëÿ îïðåäåëåíèÿ ÷èñëà êîïèé ãåíà PMP22 áûëà ðàç-

ðàáîòàíà ñèñòåìà, â îñíîâå êîòîðîé ëåæèò ìóëüòèïëåêñ-

íàÿ ïðîáà-çàâèñèìàÿ ëèãàçíàÿ ðåàêöèÿ ñ ïîñëåäóþùåé

àìïëèôèêàöèåé (Multiplex ligation-dependent probe amp-

lification, MLPA), ïðåäñòàâëåííàÿ âïåðâûå â 2002 ã. êîì-
ïàíèåé-ðàçðàáîò÷èêîì MRC-Holland.

Äèçàéí îëèãîíóêëåîòèäíûõ ïðîá äëÿ ëèãèðîâàíèÿ,
óíèâåðñàëüíûõ ïðàéìåðîâ, âêëþ÷àÿ FAM-ìå÷åííûé
ïðàéìåð, îñóùåñòâëåí â ëàáîðàòîðèè ÄÍÊ-äèàãíîñòèêè
ÔÃÁÍÓ «ÌÃÍÖ», ñèíòåç â ÍÏÎ «Ñèíòîë» è ÇÀÎ «Åâ-
ðîãåí», Ìîñêâà.

Ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïðîá, âõîäÿùèõ â ðåàêöèþ, âûáè-
ðàëè ñîãëàñíî áàçå äàííûõ GeneBank. Èñïîëüçîâàíû ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòè âñåõ êîäèðóþùèõ ýêçîíîâ ãåíà PMP22, à
òàêæå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ãåíîâ TBP, B2M, SIRT3 è USP3,
âûáðàííûõ â êà÷åñòâå âíóòðåííèõ êîíòðîëåé (òàáë. 1).

Ëèãàçíóþ ðåàêöèþ ïðîâîäèëè íà ïðîãðàììèðóåìîì
ïëàøå÷íîì òåðìîöèêëåðå DNA EngineTetrad 2 Cycler
(«Bio-Rad») ñ èñïîëüçîâàíèåì ÄÍÊ-ëèãàçû Pfu («Strata-
gene»).

Ëèãèðîâàíèå ïðîâîäèëè â 5 ìêë ðåàêöèîííîé ñìåñè,
ñîäåðæàùåé 1õ ðåàêöèîííûé áóôåð (20 mM Tris-HCl
(pH 7.5), 20 mM KCl, 10 mM MgCl2, 0,1% Igepal,
0,01 mM rATP, 1 mM DTT), 26 ñïåöèôè÷íûõ ïðîá,
0,04 åäèíèöû àêòèâíîñòè òåðìîôèëüíîé ÄÍÊ-ëèãàçû,
0,1—1 ìêã ãåíîìíîé ÄÍÊ.

Ëèãàçíóþ ðåàêöèþ îñóùåñòâëÿëè â ñëåäóþùåì ðå-
æèìå: ïåðâîíà÷àëüíàÿ äåíàòóðàöèÿ ïðè 95°Ñ — 5 ìèíóò,
çàòåì ëèãèðîâàíèå ïðè 62°Ñ — 3 ÷àñà.

Ïîëèìåðàçíóþ öåïíóþ ðåàêöèþ (ÏÖÐ) ïðîâîäèëè íà
ïðîãðàììèðóåìîì ïëàøå÷íîì òåðìîöèêëåðå DNA Engine
Tetrad 2 Cycler («Bio-Rad») ñ èñïîëüçîâàíèåì ÄÍÊ-ïîëè-
ìåðàçû Biotaq («ÁèîÌàñòåð») è ïàðû óíèâåðñàëüíûõ
ïðàéìåðîâ, îäèí èç êîòîðûõ ìå÷åí FAM (òàáë. 2).

ÏÖÐ ïðîâîäèëè ïî ñëåäóþùåé ñõåìå: â 15 ìêë ðåàê-
öèîííîé ñìåñè, ñîäåðæàùåé 1õ ðåàêöèîííûé áóôåð
(67 ìÌTris-HCl, 16,6 ìÌ (NH4)2SO4, 0,01% Twin-20),
0,25 ìêÌ êàæäîãî îëèãîïðàéìåðà, 250 ìêÌ êàæäîãî
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Òàáëèöà 1
Ïðîáû è óñëîâèÿ ëèãèðîâàíèÿ, ïðèìåíÿâøèåñÿ äëÿ àíàëèçà ÷èñëà êîïèé ãåíà PMP22

Ôðàãìåíò Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïðîá 5’ � 3’ Ðàçìåð,
ï.í.

t ãèáðè-
äèçàöèè

mPMP22 2R
mPMP22 2F

GTTCGTACGTGAATCGCGGTACGCTCCTCCTGTTGCTGAGTATCATC
GTCCTCCACGTCGCGGTGGATGCGATCCGATGCCTTCATG

87 62°Ñ

MPMP22 3F
MPMP22 3R

CTCTTCCTCAGGAAATGTCCACCACttatttatgGATGCGATCCGATGCCTTCATG
GTTCGTACGTGAATCGCGGTACCTGATCTCTGGCAGAACTGTAGCAC

103 62°Ñ

mPMP22 4F
mPMP22 4R

GTTCGTACGTGAATCGCGGTACGTTTATCCAGGCCACCATGATCCTGTC
GATCATCTTCAGCATTCTGTCTCTGTTCCGATGCGATCCGATGCCTTCATG

100 62°Ñ

mPMP22 5R
mPMP22 5F

GTTCGTACGTGAATCGCGGTACGCATCTCAACTCGGATTACTCCTACG
GTTTCGCCTACATCCTGGCCTGGATGCGATCCGATGCCTTCATG

92 62°Ñ

MLPSIRT 3R
MLPSIRT 3F

GTTCGTACGTGAATCGCGGTACGTTTATTATCTGTGGGTGCTTCAAGTGTTGTTG
GAAGTGGAGGCAGCAGTGACAAGCTTTATAATTGATGCGATCCGATGCCTTCAT

110 62°Ñ

MLPUSP 3F
MLPUSP 3R

GTTCGTACGTGAATCGCGGTACGTTTATCATTATGAAGATGCACAAGTACCTTTAACCAAC
CATAAGAAATCAGAAAAGCAAGATAAAGTTCAGCACGTTTATTGATGCGATCCGATGCCTTCATG

126 62°Ñ

TBPMLP F
TBPMLP R

CCACCAACAATTTAGTAGGTAAGTCTGAAAGGATGCGATCCGATGCCTTCATG
GTTCGTACGTGAATCGCGGTACGGTTAGAAGGCCTTGTGCTCAC

97 62°Ñ

MLPB2M F
MLPB2M R

GTTCGTACGTGAATCGCGGTACCATATTTACCTTATATTTCAATTTATATTGGATGAGTATGCCTGCCGTGTGAA
C CATGTGACTTTGTCACAGCCCAAGGTTTATATTCTTTTATAATTTATGGATGCGATCCGATGCCTTCATG

147 62°Ñ



äåçîêñèíóêëåîçèäòðèôîñôàòà, 1,5 åäèíèöû òåðìîôèëü-
íîé ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû, äîáàâëÿëè 5 ìêë ëèãàòà.

ÏÖÐ ïðîâîäèëè â ñëåäóþùåì ðåæèìå: ïåðâîíà÷àëü-
íàÿ äåíàòóðàöèÿ ïðè 95°Ñ — 5 ìèíóò, çàòåì 25 öèêëîâ
ñìåíû òåìïåðàòóð: 94°Ñ — 2 ñ, òåìïåðàòóðà îòæèãà
ïðàéìåðîâ 66°Ñ — 2 ñ, ýëîíãàöèÿ öåïè 72°Ñ — 2 ñ; çà-
êëþ÷èòåëüíàÿ ýëîíãàöèÿ 72°Ñ — 7 ìèí. Äëÿ ïðîâåäåíèÿ
ÏÖÐ èñïîëüçîâàëè ðåæèì òî÷íîé ðåãóëÿöèè.

Ïðîäóêò ðåàêöèè äåòåêòèðîâàëñÿ ìåòîäîì ôðàãìåíò-
íîãî àíàëèçà íà ïðèáîðå ABI Prism 3130 («Applied Bio-
systems»).

Ïîëó÷åííàÿ ìåòîäîì ôðàãìåíòàðíîãî àíàëèçà ýëåêò-
ðîôîðåãðàììà ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ïàòòåðí ñèãíàëîâ, ñî-
îòâåòñòâóþùèõ ïðîáàì, âõîäÿùèì â ñèñòåìó. Óæå ïðè
âèçóàëüíîé îöåíêå â îáðàçöàõ ñ ãîìîçèãîòíîé äåëåöèåé
ìîæíî óâèäåòü îòñóòñòâèå «ïèêîâ», ñîîòâåòñòâóþùèõ
äåëåòèðîâàííûì ýêçîíàì.

Äëÿ òî÷íîãî êîëè÷åñòâåííîãî àíàëèçà äàííûå îáðà-
áàòûâàëè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììíîãî îáåñïå÷åíèÿ Coffa-
lyser V8 ïðåäîñòàâëÿåìîãî êîìïàíèåé-ðàçðàáîò÷èêîì
MLPA (http://mrc-holland.com).

Ïîëó÷åííûå ÷èñëîâûå çíà÷åíèÿ ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé
íîðìàëèçîâàííîå îòíîøåíèå BR (balance ratio) ìåæäó
ñîîòíîøåíèåì ïàðàìåòðîâ (ïëîùàäü ïèêà) àíàëèçèðóå-
ìûõ ïðîá ýêçîíîâ ãåíà PMP22 â îáðàçöå ÄÍÊ ïðîáàíäà
ê ïàðàìåòðàì ðåôåðåíñíûõ ãåíîâ â ýòîì îáðàçöå è ñîîò-
íîøåíèåì ïàðàìåòðîâ (ïëîùàäü ïèêà) àíàëèçèðóåìûõ
ïðîá ýêçîíîâ ãåíà PMP22 â îáðàçöå ÄÍÊ çäîðîâîãî
êîíòðîëÿ ê ïàðàìåòðàì ðåôåðåíñíûõ ãåíîâ â ýòîì îá-
ðàçöå. Ýòè çíà÷åíèÿ ðàñïðåäåëÿþòñÿ ïî èçâåñòíûì èí-
òåðâàëàì, êîòîðûå ñîîòâåòñòâóþò òîìó èëè èíîìó ÷èñëó
êîïèé ãåíîâ (òàáë. 3).

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Âñåì ïðîáàíäàì áûëî ïðîâåäåíî èññëåäîâàíèå ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì íîâîé ìåäèöèíñêîé òåõíîëîãèè «Ñïîñîá
äåòåêöèè ÷èñëà êîïèé ãåíà PMP22». Íà ðèñ. 1 è 2 ïðåä-
ñòàâëåí ïðèìåð âèçóàëèçàöèè ðåçóëüòàòîâ êîëè÷åñòâåí-
íîé äåòåêöèè ÷èñëà êîïèé ãåíà PMP22 ìåòîäîì êàïèë-
ëÿðíîãî ýëåêòðîôîðåçà è ìàòåìàòè÷åñêîé îáðàáîòêè ðå-
çóëüòàòîâ ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðîãðàììíîãî îáåñïå÷åíèÿ
Coffalyser V8.

Â ðåçóëüòàòå àíàëèçà ó 32 ïðîáàíäîâ âûÿâëåíà îäíà
êîïèÿ âñåõ ýêçîíîâ ãåíà PMP22, ó 72 — äâå êîïèè è
ó øåñòè — òðè êîïèè. Òàêèì îáðàçîì, äèàãíîç ÍÍÏÑ
áûë ïîäòâåðæäåí ó 29% ïðîáàíäîâ. Åùå ó 5% áîëüíûõ
áûëà âûÿâëåíà ïðè÷èíà ïîëèíåéðîïàòèè — äóïëèêàöèÿ
ãåíà PMP22, êîòîðàÿ îòâåòñòâåííà çà ðàçâèòèå
ÍÌÑÍ1À.

Ïðîöåíò âûÿâëåííûõ äåëåöèé îêàçàëñÿ ñóùåñòâåííî
íèæå îæèäàåìîãî. Ïî äàííûì ëèòåðàòóðû, äåëåöèè ðå-
ãèîíà 17p11.2, âêëþ÷àþùåãî ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ãåíà
PMP22, ÿâëÿþòñÿ ïðè÷èíîé íå ìåíåå ÷åì 70% ñëó÷àåâ
íàñëåäñòâåííîé ÍÍÏÑ. Íåîáõîäèìî îòìåòèòü, ÷òî ñå-
ìåéíûé àíàìíåç áûë èçâåñòåí ëèøü äëÿ ìàëîãî ÷èñëà
ïðîáàíäîâ èç èññëåäîâàííîé âûáîðêè. Áîëüíûå ðîäñò-
âåííèêè ñ ÍÍÏÑ èìåëèñü â ðîäîñëîâíûõ ó 10 íåðîäñò-
âåííûõ ïðîáàíäîâ. Â ãðóïïå áîëüíûõ ñ ñåìåéíûì àíà-
ìíåçîì íåéðîïàòèè äåëåöèÿ ýêçîíîâ 2—5 ãåíà PMP22

áûëà âûÿâëåíà ó 8 èç 10 íåðîäñòâåííûõ ïðîáàíäîâ. Ïî-
ëó÷åííûå ðåçóëüòàòû, ïî-âèäèìîìó, ÿâëÿþòñÿ ñëåäñòâè-
åì ïðèñóòñòâèÿ â èññëåäîâàííîé âûáîðêå áîëüøîãî ÷èñ-
ëà ôåíîêîïèé ÍÍÏÑ è â î÷åðåäíîé ðàç äîêàçûâàþò
òðóäíîñòè äèôôåðåíöèàëüíîé äèàãíîñòèêè êîìïðåññè-
îííûõ ìîòîíåéðîïàòèé íà êëèíè÷åñêîì ýòàïå îáñëåäî-
âàíèÿ.

Ïðèñóòñòâèå â âûáîðêå áîëüíûõ ñ äóïëèêàöèåé ãåíà
PMP22 ñâÿçàíî ñ âûñîêèì êëèíè÷åñêèì ïîëèìîðôèç-
ìîì ÍÌÑÍ1À òèïà è íàëè÷èåì ïåðåêðûâàþùèõñÿ ôå-
íîòèïîâ ïðîãðåññèðóþùåé ïîëèíåéðîïàòèè â ãðóïïàõ
ïàöèåíòîâ ñ ÍÍÏÑ è ÍÌÑÍ1À.

Âïåðâûå â Ðîññèè ðàçðàáîòàíà íîâàÿ êîëè÷åñòâåí-
íàÿ ìåòîäèêà àíàëèçà âñåõ ýêçîíîâ ãåíà PMP22, îòâåòñò-
âåííîãî çà ðàçâèòèå ÍÌÑÍ1À è ÍÍÏÑ, íà îñíîâå
ìóëüòèïëåêñíîé ïðîáà-çàâèñèìîé ëèãàçíîé ðåàêöèè
ñ ïîñëåäóþùåé àìïëèôèêàöèåé, ïîçâîëÿþùàÿ îïðåäå-
ëÿòü àáñîëþòíîå ÷èñëî êîïèé ýêçîíîâ ãåíà PMP22.

Ïîêàçàíà ýôôåêòèâíîñòü èñïîëüçîâàíèÿ íîâîé ìå-
äèöèíñêîé òåõíîëîãèè äëÿ îïðåäåëåíèÿ ÷èñëà êîïèé
ýêçîíîâ ãåíà PMP22. Òî÷íîñòü äåòåêöèè ÷èñëà êîïèé
ãåíîâ âûøå, ÷åì ó äðóãèõ ñóùåñòâóþùèõ íà ñåãîäíÿø-
íèé äåíü êîëè÷åñòâåííûõ ìåòîäèê. Ñèñòåìà ïîçâîëÿåò
íå òîëüêî âûÿâèòü äåëåöèþ ïðè ÍÍÏÑ, íî è îïðåäåëÿòü
íàëè÷èå 3 è áîëåå êîïèé ãåíà, ÷òî âàæíî äëÿ äèàãíîñòè-
êè ÍÌÑÍ1À.
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Òàáëèöà 2
Ïðàéìåðû è óñëîâèÿ àìïëèôèêàöèè ïðèìåíÿâøèåñÿ äëÿ ÏÖÐ-ðåàêöèè â ìåòîäå MLPA

Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïðàéìåðîâ, 5' � 3' t îòæèãà

F: GTTCGTACGTGAATCGCGGTAC
R: CATGAAGGCATCGGATCGCATC

66°C

Òàáëèöà 3
Èíòåðïðåòàöèÿ ðåçóëüòàòîâ (Coffalyser V8, MRC-Holland)

0 êîïèé 1 êîïèÿ 2 êîïèè 3 êîïèè 4 êîïèè

Ïîëó÷åííîå îòíîøåíèå 0—0,3 0,3—0,7 0,7—1,3 1,3—1,7 1,7—2,3
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Ðèñ. 2. Ðåçóëüòàòû îáðàáîòêè ÷èñëîâûõ ïàðàìåòðîâ ôðàãìåíòíîãî àíàëèçà ïðîäóêòîâ ðåàêöèè êîëè÷åñòâåííîãî MLPA, âûïîëíåííûõ ïðî-
ãðàììíûì îáåñïå÷åíèåì Coffalyser V8.
Ñòîëá÷àòûå äèàãðàììû õàðàêòåðèçóþò êîëè÷åñòâî êîïèé ãåíà PMP22 â îáðàçöàõ ÄÍÊ ïðîáàíäîâ; âûñîòà êàæäîãî ñòîëáöà â äèàãðàììå ñîîò-
âåòñòâóåò ÷èñëó êîïèé îòäåëüíûõ ýêçîíîâ ãåíà PMP22, à òàêæå ðåôåðåíñíûõ ãåíîâ. Äåëåöèÿ îïðåäåëÿåòñÿ äèàïàçîíîì çíà÷åíèé ïî îñè Y îò
0 äî 0,3, îäíà êîïèÿ — îò 0,3 äî 0,7, äâå êîïèè — îò 0,7 äî 1,3, òðè êîïèè — îò 1,3 äî 1,7, ÷åòûðå êîïèè — 1,7—2,3.
äèàãðàììà 959.1_Â10 — äåëåöèÿ ãåíà ÐÌÐ22; äèàãðàììà 959.3_Â11 — äåëåöèÿ ãåíà ÐÌÐ22; äèàãðàììà 982.1_Â2 — äóïëèêàöèÿ ãåíà ÐÌÐ22;
äèàãðàììû 989.1_Â5 è 990.1_Â6 — íîðìàëüíîå êîëè÷åñòâî êîïèé ãåíà ÐÌÐ22.

Ðèñ. 1. Ôðàãìåíòíûé àíàëèç ïðîäóêòà ðåàêöèè MLPA íà ïðèáîðå ABI Prism 3130 («Applied Biosystems»). Íà ýëåêòðîôîðåãðàììàõ âèçóàëèçè-
ðîâàí ïàòòåðí ñèãíàëîâ, â êîòîðîì êàæäûé ïèê ñîîòâåòñòâóåò ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿì ýêçîíîâ 2—5 ãåíà PMP22 è ðåôåðåíñíûõ ãåíîâ TBP,
USP3, SIRT3, B2M äëÿ ðàçëè÷íûõ ãåíîòèïîâ, âûÿâëåííûõ ó ïðîáàíäîâ.



Íîâàÿ ìåòîäèêà ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíà äëÿ

ÄÍÊ-äèàãíîñòèêè, â òîì ÷èñëå è ïðåíàòàëüíîé,

ÍÌÑÍ è ÍÍÏÑ. Ïîêàçàíèÿìè äëÿ èñïîëüçîâàíèÿ òåõ-

íîëîãèè «Ñïîñîá äåòåêöèè ÷èñëà êîïèé ãåíà PMP22»

ÿâëÿþòñÿ:

1. Äèàãíîñòèêà ÍÌÑÍ1À;

2. Äèàãíîñòèêà ÍÍÏÑ;

3. Äèàãíîñòèêà áåññèìïòîìíîãî íîñèòåëüñòâà äåëå-

öèé PMP22 ó ðîäñòâåííèêîâ áîëüíîãî;

4. Ïðåíàòàëüíàÿ äèàãíîñòèêà.

Ïðîòèâîïîêàçàíèÿ äëÿ èñïîëüçîâàíèÿ íîâîé ìåäè-

öèíñêîé òåõíîëîãèè îòñóòñòâóþò.

Èñïîëüçîâàíèå ýòîãî ìåòîäà ñäåëàåò áîëåå ýôôåê-

òèâíûì ìåäèêî-ãåíåòè÷åñêîå êîíñóëüòèðîâàíèå îòÿãî-

ùåííûõ ñåìåé. Ñòàíîâèòñÿ âîçìîæíûì ïðîâåäåíèå äèà-

ãíîñòèêè ÍÍÏÑ áåç èñïîëüçîâàíèÿ ìàòåðèàëà ðîäñò-

âåííèêîâ áîëüíîãî, âûÿâëåíèå ÷àñòè÷íûõ äåëåöèé è

äóïëèêàöèé ãåíà PMP22.

Ðåçóëüòàòû äàííîãî èññëåäîâàíèÿ äîêàçûâàþò, ÷òî

íà ñåãîäíÿøíèé äåíü íàèáîëåå òî÷íûì è àäåêâàòíûì

ìåòîäîì îáñëåäîâàíèÿ áîëüíûõ ñ êëèíè÷åñêèìè ïðè-

çíàêàìè ÍÍÏÑ ÿâëÿåòñÿ ÄÍÊ-äèàãíîñòèêà.
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Results of the hereditary neuropathy with liability to pressure palsies DNA-diagnostics
with utilizing the new medical technology
«The method for detection of the PMP22 gene copy number»

Bulakh M.V., Shchagina O.A., Milovidova T.B., Polyakov A.V.
Federal State Budgetary Institution «Research Centre for Medical Genetics»,
115409, Moscow, Moskvorechie 1, e-mail: polyakov@med-gen.ru

Hereditary neuropathy with liability to pressure palsies (HNPP) belongs to hereditary polyneuropathies disease group which
caused by mutations in the PMP22 gene. The gene deletion is the most frequent cause of this disease and it amounts no less than 70
% of all HNPP. Quantification of the copy number of all PMP22 encoding exons is the novel medical technology based on MLPA with
the subsequent amplification which has been designed and implemented in practical activities in Federal State Budgetary Institution
«Research Centre for Medical Genetics» (FSBI «RCMG»). The efficacy of using this technology has been determined for detection of
deletions and duplications. The quantitative analyze of the PMP22 exons copy number was applied to 110 unrelated individuals with
the HNPP diagnosis who were directed to the DNA-laboratory in FSBI «RCMG» since 1997 till 2016 years.

Key words: hereditary neuropathy with liability to pressure palsies, PMP22, MLPA
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