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Â ðàáîòå ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû ïîèñêà íàèáîëåå ÷àñòîé ìóòàöèè ãåíà F8 — èíâåðñèè èíòðîíà 22 â 73 íåðîäñòâåííûõ
ñåìüÿõ, íàïðàâëåííûõ â ëàáîðàòîðèþ ÄÍÊ-äèàãíîñòèêè ÔÃÁÍÓ «ÌÃÍÖ» äëÿ äèàãíîñòèêè ãåìîôèëèè. Äëÿ ýòîãî èñïîëüçîâà-
ëàñü âíåäðåííàÿ â ïðàêòè÷åñêóþ äåÿòåëüíîñòü ÔÃÁÍÓ «ÌÃÍÖ» íîâàÿ ìåäèöèíñêàÿ òåõíîëîãèÿ «Ñèñòåìà äåòåêöèè èíâåðñèè
èíòðîíà 22 ãåíà F8». Óñòàíîâëåíî, ÷òî èñïîëüçîâàíèå äàííîé òåõíîëîãèé äåëàåò áîëåå ýôôåêòèâíûì ìåäèêî-ãåíåòè÷åñêîå
êîíñóëüòèðîâàíèå îòÿãîùåííûõ ñåìåé, ïîçâîëÿåò ñ íàèìåíüøèìè âðåìåííûìè è ìàòåðèàëüíî-òåõíè÷åñêèìè çàòðàòàìè ïðî-
âåñòè ÄÍÊ-äèàãíîñòèêó ãåìîôèëèè À, â òîì ÷èñëå äèàãíîñòèêó íîñèòåëüñòâà ó ðîäñòâåííèêîâ ïðîáàíäà è ïðåíàòàëüíóþ äèà-
ãíîñòèêó â îòÿãîùåííûõ ñåìüÿõ.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: ãåìîôèëèÿ, ïðÿìàÿ ÄÍÊ-äèàãíîñòèêà, èíâåðñèÿ èíòðîíà 22, èíâåðòèðîâàííàÿ ÏÖÐ

Ââåäåíèå

Ãåìîôèëèè — ýòî ãðóïïà ãåíåòè÷åñêè îáóñëîâëåí-
íûõ çàáîëåâàíèé, âûçâàííûõ íàðóøåíèåì ñâåðòûâàåìî-
ñòè êðîâè âñëåäñòâèå äåôåêòà èëè îòñóòñòâèÿ íåêîòîðûõ
ôàêòîðîâ êîàãóëÿöèè. Ðàçëè÷àþò íåñêîëüêî ôîðì ãåìî-
ôèëèé: ãåìîôèëèÿ À ñâÿçàíà ñ ìóòàöèåé ãåíà F8, êîäè-
ðóþùåãî ôàêòîð ñâåðòûâàíèÿ êðîâè VIII; ãåìîôèëèÿ Â
— ñ ìóòàöèåé ãåíà F9, êîäèðóþùåãî ôàêòîð ñâåðòûâà-
íèÿ êðîâè IX; ãåìîôèëèÿ Ñ — ñ ìóòàöèåé ãåíà F11, êî-
äèðóþùåãî ôàêòîð ñâåðòûâàíèÿ êðîâè XI.

Íàèáîëåå ÷àñòîé ôîðìîé áîëåçíè ÿâëÿåòñÿ ãåìî-
ôèëèÿ À, ðàñïðîñòðàíåííîñòü êîòîðîé ñîñòàâëÿåò
1:5000 íîâîðîæäåííûõ ìàëü÷èêîâ [1—3]. Ãåí F8, îò-
âåòñòâåííûé çà äàííóþ ôîðìó ãåìîôèëèè, ëîêàëèçî-
âàí íà Õ-õðîìîñîìå â ëîêóñå Xq28, ìóòàöèè íàñëåäó-
þòñÿ ïî Õ-ñöåïëåííîìó ðåöåññèâíîìó òèïó. Â ìèðå
îïèñàíà îäíà ÷àñòàÿ ìóòàöèÿ ãåíà F8 — èíâåðñèÿ èíò-
ðîíà 22, íà äîëþ êîòîðîé ïðèõîäèòñÿ 30—50% âñåõ
ìóòàöèé ýòîãî ãåíà ó áîëüíûõ ñ òÿæåëîé ôîðìîé òå÷å-
íèÿ çàáîëåâàíèÿ [4].

Â èíòðîíå 22 ãåíà ôàêòîðà VIII íàõîäèòñÿ ó÷àñòîê
ðàçìåðîì 9,5 òûñ. íóêëåîòèäîâ, êîòîðûé èìååò åùå äâå
ïî÷òè òî÷íûå êîïèè, îðèåíòèðîâàííûå â îáðàòíîì íà-
ïðàâëåíèè è ðàñïîëîæåíûå íà ðàññòîÿíèè 300—400 òûñ.
íóêëåîòèäîâ îò íà÷àëà ãåíà. Ïðè ïðîñòðàíñòâåííîì
ñáëèæåíèè ýòîãî âíóòðèãåííîãî ó÷àñòêà ñ îäíîé èç ñâî-
èõ âíåãåííûõ êîïèé ïðîèñõîäèò èõ âçàèìîäåéñòâèå, êî-
òîðîå ïðèâîäèò ê òîìó, ÷òî îãðàíè÷åííàÿ èìè îáëàñòü
ãåíà, ñîäåðæàùàÿ ýêçîíû ñ 1-ãî ïî 22-é, ìåíÿåò ñâîþ
îðèåíòàöèþ. Â ðåçóëüòàòå èíâåðñèè ìåíÿåòñÿ ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòü ðàñïîëîæåíèÿ ýêçîíîâ ãåíà F8 íà õðîìîñî-
ìå: îò 22 ê 1 è äàëåå ñ 23 ïî 26 ýêçîíû. Òàêèì îáðàçîì,
âìåñòî ïîëíîðàçìåðíîãî ôàêòîðà ñâåðòûâàíèÿ VIII,

öèðêóëèðóþùåãî â êðîâåíîñíîé ñèñòåìå, îáðàçóåòñÿ êî-
ðîòêèé ïðîòåèí, êîòîðûé íå âûõîäèò èç êëåòîê è íå ìî-
æåò âûïîëíÿòü ñâîþ ôóíêöèþ. Èíâåðñèþ íåâîçìîæíî
âûÿâèòü ðóòèííûìè ìåòîäàìè ÄÍÊ-äèàãíîñòèêè, â òîì
÷èñëå ñåêâåíèðîâàíèåì, òàê êàê íóêëåîòèäíàÿ ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòü ýêçîíîâ ïðè ýòîé ìóòàöèè îñòàåòñÿ íåèç-
ìåííîé [5, 6] (ðèñ. 1).

Äëÿ äåòåêöèè èíâåðñèè ïðèìåíÿþòñÿ ìåòîäû
Long-Range (ïîëèìåðàçíàÿ öåïíàÿ ðåàêöèÿ, ÏÖÐ) èëè
Ñàóçåðí-áëîòòèíã, ïîçâîëÿþùèå âèçóàëèçèðîâàòü
äëèííûå ó÷àñòêè ÄÍÊ è âûÿâèòü ðàçíèöó äëèí ôðàã-
ìåíòà, ñîäåðæàùåãî èíâåðñèþ è íîðìàëüíîãî ôðàã-
ìåíòà ãåíà F8 [7]. Äàííûå ìåòîäû ÿâëÿþòñÿ äîðîãîñòî-
ÿùèìè è òðóäîåìêèìè, ïîýòîìó â 2005 ã. áûë ïðåäëî-
æåí ìåòîä äåòåêòèðîâàíèÿ èíâåðñèè ñ èñïîëüçîâàíèåì
èíâåðòèðîâàííîé ÏÖÐ (Inverse Shifting-PCR) [7, 8].
Ìåòîä îñíîâàí íà òîì, ÷òî â ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿõ íîð-
ìàëüíîãî è õèìåðíîãî ãåíà F8 èìåþòñÿ ñàéòû óçíàâà-
íèÿ ýíäîíóêëåàçîé ðåñòðèêöèè BclI. Ïðè îáðàáîòêå
äàííîé ðåñòðèêòàçîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ñîäåðæàùåé
íîðìàëüíûé ãåí, ïîëó÷àåòñÿ ôðàãìåíò äëèíîé
21,5 ò.ï.í., ñîäåðæàùåé õèìåðíûé ãåí — ôðàãìåíò äëè-
íîé 20 ò.ï.í. Ôðàãìåíò õèìåðíîãî ãåíà, ïîëó÷åííûé
ïðè êîìáèíàöèè ñ âíåãåííîé êîïèåé ãîìîëîãà èíòðîíà
22, ñîäåðæèò ñàéò óçíàâàíèÿ ðåñòðèêòàçû, êîòîðûé îò-
ñóòñòâóåò â íîðìàëüíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ãåíà F8.
Ïîñëå îáðàáîòêè ãåíîìíîé ÄÍÊ ðåñòðèöèðóþùåé ýí-
äîíóêëåàçîé BclI, ïîëó÷èâøèåñÿ ëèïêèå êîíöû ôðàã-
ìåíòîâ ñøèâàþòñÿ â êîëüöà ëèãàçîé Ò4. Òàêèì îáðà-
çîì, ïðîèñõîäèò ñáëèæåíèå èíòåðåñóþùèõ ó÷àñòêîâ
ãåíà, ñ êîòîðûõ äàëåå ïðîâîäèòñÿ ïîëèìåðàçíàÿ öåïíàÿ
ðåàêöèÿ, äëÿ êîòîðîé èñïîëüçóþò òðåõïðàéìåðíóþ ñè-
ñòåìó, âêëþ÷àþùóþ â ñåáÿ ïðàéìåðû:
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1) ãîìîëîãè÷íûé ó÷àñòêó ðÿäîì ñ ïåðâûì ñàéòîì óç-

íàâàíèÿ ðåñòðèêòàçîé BclI è ñîäåðæàùèéñÿ è â íîð-

ìàëüíîì, è â õèìåðíîì ó÷àñòêå ãåíà (ÃÂ: âíóòðèãåííûé

âåðõíèé);

2) ãîìîëîãè÷íûé ó÷àñòêó íîðìàëüíîãî ãåíà F8 ðÿäîì

ñî âòîðûì ñàéòîì óçíàâàíèÿ ðåñòðèêòàçîé (ÃÍ: âíóòðè-

ãåííûé íèæíèé);

3) ãîìîëîãè÷íûé ó÷àñòêó õèìåðíîãî ãåíà ðÿäîì ñî

âòîðûì ñàéòîì óçíàâàíèÿ BclI (ÍÍ: âíåãåííûé íèæ-

íèé).

Â ãåíîìíîé ÄÍÊ ðàññòîÿíèå ìåæäó âåðõíèì è íèæ-

íèìè ïðàéìåðàìè áîëåå 20 ò.ï.í. è îíè íàïðàâëåíû

â ïðîòèâîïîëîæåííûå ñòîðîíû, ïîýòîìó àìïëèôèêàöèè

ñ íèõ íå ïðîèñõîäèò. Ïîñëå ñøèâàíèÿ ôðàãìåíòà â êî-

ëüöî, âçàèìíàÿ íàïðàâëåííîñòü ïðàéìåðîâ èçìåíÿåòñÿ

è îíè ïðîñòðàíñòâåííî ñáëèæàþòñÿ. Áëàãîäàðÿ ýòîìó

óäàåòñÿ ïîëó÷èòü ïðîäóêò àìëèôèêàöèè ñ ïàðû ïðàéìå-

ðîâ ÃÂ è ÃÍ ïðè íîðìàëüíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ãåíà

F8 èëè ÃÂ è ÍÍ — ïðè èíâåðñèè èíòðîíà 22. Ðàçíèöà
äëèí ïðîäóêòîâ àìïëèôèêàöèè íîðìàëüíîãî è èíâåðòè-
ðîâàííîãî ãåíà ïîçâîëÿåò ðàçëè÷èòü èõ íà ýëåêòðîôîðå-
çå (ðèñ. 2).

Âûñîêàÿ ÷àñòîòà çàáîëåâàíèÿ, âûñîêèé ãåíåòè÷å-
ñêèé ðèñê â îòÿãîùåííûõ ñåìüÿõ è íàëè÷èå ìàæîðíîé
ìóòàöèè äåëàåò àêòóàëüíîé çàäà÷åé ðàçðàáîòêó äèàãíîñ-
òè÷åñêîé ñèñòåìû äëÿ ðóòèííîãî ïîèñêà èíâåðñèè èíò-
ðîíà 22 ãåíà F8 â ãåìè- è ãåòåðîçèãîòíîì ñîñòîÿíèè.

Ìàòåðèàëû è ìåòîäû

Èç àðõèâà ëàáîðàòîðèè ÄÍÊ-äèàãíîñòèêè ÔÃÁÍÓ
«ÌÃÍÖ» áûëè îòîáðàíû ñåìüè ñ íàïðàâèòåëüíûì äèà-
ãíîçîì «ãåìîôèëèÿ». Âñå ñåìüè îáðàùàëèñü çà ïðîâåäå-
íèåì êîñâåííîé äèàãíîñòèêè íîñèòåëüñòâà ãåìîôèëèè
ëèáî êîñâåííîé ïðåíàòàëüíîé äèàãíîñòèêè ñ 2005 ïî
2015 ãã. Îáðàçöû ÄÍÊ ÷ëåíîâ 73 ñåìåé îêàçàëèñü ïðè-
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Ðèñ. 1. Ñòðóêòóðà è ôóíêöèîíèðîâàíèå ãåíà F8 â íîðìå è ïðè èíâåðñèè èíòðîíà 22 (ïî Sauna Z.E., Lozier J.N., Kasper C.K. et al. ñ èçìåíåíèÿìè [6]).
A. Ãåí F8 â íîðìå èìååò äâå ïîëèàäåíèëèðîâàííûå òðàíñêðèïöèîííûå åäèíèöû. Òðàíñêðèïò F8FL ñîäåðæèò âñþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ãåíà —
ýêçîíû 1—26 (9030 íóêëåîòèäîâ) è êîäèðóåò ïîëíîðàçìåðíûé áåëîê FVIIIFL äëèíîé 2332 àìèíîêèñëîò, öèðêóëèðóþùèé â êðîâè è ðåãóëèðóþ-
ùèé ñâåðòûâàíèå. Òðàíñêðèïò F8B ñîäåðæèò 2598 íóêëåîòèäîâ, âêëþ÷àÿ 169 íóêëåîòèäîâ ïåðâîãî ýêçîíà, îòñóòñòâóþùèõ â áåëêå FVIIIFL, è ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòè ýêçîíîâ 23—26. Äàííàÿ ôîðìà áåëêà èç 216 àìèíîêèñëîò ýêñïðåññèðóåòñÿ âíóòðèêëåòî÷íî è åãî ôóíêöèÿ äî ñèõ ïîð îñòà-
åòñÿ íåèçâåñòíîé. Çåëåíûìè ïðÿìîóãîëüíèêàìè îáîçíà÷åíû âíåãåííûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè int22h2 è int22h3 ãîìîëîãè÷íûå èíòðîíó 22 ãåíà
F8 (int22h1).
Á. Ãåí F8 ñ èíâåðñèåé èíòðîíà 22 òîæå èìååò äâå ïîëèàäåíèëèðîâàííûå òðàíñêðèïöèîííûå åäèíèöû: F8I22I è F8B. Òðàíñêðèïò F8I22I ñîäåðæèò
6756 îñíîâàíèé, òàêèõ æå, êàê â íîðìàëüíîì òðàíñêðèïòå (èç ýêçîíîâ 1—22) è 48 äîïîëíèòåëüíûõ DCS îñíîâàíèé èç ýêçîíà 23Ñ. Ñ íåãî ñèí-
òåçèðóåòñÿ óêîðî÷åííûé áåëîê FVIIII22I, êîòîðûé ñîäåðæèò 2159 àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ. Äàííûé áåëîê âìåñòî öèðêóëÿöèè â êðîâåíîñíîì
ðóñëå çàõâàòûâàåòñÿ âíóòðèêëåòî÷íî.



ãîäíûìè äëÿ ïîèñêà èíâåðñèè ãåíà F8 ìåòîäîì èíâåð-
òèðîâàííîé ÏÖÐ. Äëÿ èññëåäîâàíèÿ áûëè âçÿòû îáðàç-
öû ÄÍÊ ïðîáàíäîâ èëè, â ñëó÷àå èõ îòñóòñòâèÿ èëè íå-
ïðèãîäíîñòè äëÿ àíàëèçà, îáðàçöû ÄÍÊ âåðîÿòíûõ íî-
ñèòåëüíèö ãåìîôèëèè — äî÷åðåé è ìàòåðåé ïðîáàíäîâ.
Äëÿ òåñòèðîâàíèÿ ìåòîäà ñåìüè ñ íàïðàâèòåëüíûì äèà-
ãíîçîì ãåìîôèëèÿ À è ãåìîôèëèÿ Â íå âûäåëÿëèñü â îò-
äåëüíûå ïîäâûáîðêè.

ÄÍÊ áûëà âûäåëåíà èç öåëüíîé êðîâè, çàáðàííîé
â ïðîáèðêó ñ àíòèêîàãóëÿíòîì ÝÄÒÀ ñ èñïîëüçîâàíèåì
íàáîðà ðåàêòèâîâ äëÿ âûäåëåíèÿ Wizard® Genomic
DNA Purification Kit (Promega, USA) ñîãëàñíî ïðîòîêî-
ëó ïðîèçâîäèòåëÿ.

Äëÿ ïîèñêà íàèáîëåå ÷àñòîé ïðè ãåìîôèëèè À ìóòà-
öèè â ïðàêòèêó ÔÃÁÍÓ «ÌÃÍÖ» áûëà âíåäðåíà ìåäè-
öèíñêàÿ òåõíîëîãèÿ: «Ñèñòåìà äåòåêöèè èíâåðñèè èíò-
ðîíà 22 ãåíà F8».

Äàííàÿ òåõíîëîãèÿ ÿâëÿåòñÿ ìîäèôèêàöèåé ìåòîäà,
îïèñàííîãî â ñòàòüå L.C. Rossetti ñ ñîàâòîðàìè [7, 8]. Âî
âíåäðåííîé â ïðàêòèêó òåõíîëîãèè ýíäîíóêëåàçà ðåñò-
ðèêöèè BclI, ïðîèçâîäñòâà «Thermoscientific» ÑØÀ áûëà
çàìåíåíà ôåðìåíòîì îòå÷åñòâåííîãî ïðîèçâîäñòâà
Ksp22I (ÍÏÎ «ÑèáÝíçèì», Ðîññèÿ), ÷òî íå òîëüêî ñó-
ùåñòâåííî óäåøåâèëî èññëåäîâàíèå, íî è ïîçâîëèëî

ïðîâîäèòü ðåñòðèêöèþ è èíàêòèâàöèþ ôåðìåíòà â áî-

ëåå óäîáíûõ òåìïåðàòóðíûõ ðåæèìàõ: 37°Ñ — 65°Ñ.

Íà ïåðâîì ýòàïå ïðîèçâîäèëè îáðàáîòêó ãåíîìíîé

ÄÍÊ ýíäîíóêëåàçîé ðåñòðèêöèè Ksp22I (ÍÏÎ

«ÑèáÝíçèì», Ðîññèÿ). Äëÿ ïðîâåäåíèÿ ðåñòðèêöèè èñ-

ïîëüçîâàëè ñìåñü â îáúåìå 50 ìêë: 30 ìêë (1—2 ìêã) ãå-

íîìíîé ÄÍÊ, 10 åäèíèö àêòèâíîñòè ôåðìåíòà, 5 ìêë

ôèðìåííîãî áóôåðà äëÿ ýíäîíóêëåàçû, 5 ìêã BSA è

5 ìêë äèñòèëëèðîâàííîé âîäû. Ïðîáèðêè ñ ðåñòðèêöè-

îííîé ñìåñüþ ïîìåùàëè â òåðìîñòàò äëÿ èíêóáàöèè

ïðè òåìïåðàòóðå 37°Ñ íà 2 ÷àñà. Ïîñëå ðåñòðèêöèè

èíàêòèâàöèþ ôåðìåíòà ïðîâîäèëè â òå÷åíèå 20 ìèí

ïðè 65°Ñ. Äàëåå ôðàãìåíòèðîâàííàÿ ÄÍÊ ñøèâàåòñÿ

â êîëüöà ñ èñïîëüçîâàíèåì ôåðìåíòà T4 ëèãàçû («Ther-

moscientific», ÑØÀ). Ðåàêöèþ ëèãèðîâàíèÿ ïðîâîäèòñÿ

â îáúåìå 600 ìêë: 50 ìêë ïðîäóêòà ðåñòðèêöèè ãåíîì-

íîé ÄÍÊ, 60 åäèíèö àêòèâíîñòè ôåðìåíòà, 60 ìêë

ôèðìåííîãî áóôåðà äëÿ ýíäîíóêëåàçû è äèñòèëëèðî-

âàííàÿ âîäà. Ðåàêöèÿ ïðîõîäèëà ïðè êîìíàòíîé òåìïå-

ðàòóðå â òå÷åíèå äâóõ ÷àñîâ. Ïîëó÷åííûå â ðåçóëüòàòå

ëèãèðîâàíèÿ êîëüöåâûå ñòðóêòóðû ïåðåîñàæäàëè èçîï-

ðîïàíîëîì ñ ïîñëåäóþùèì ðàñòâîðåíèåì ÄÍÊ äèñòèë-

ëèðîâàííîé âîäîé äî èñõîäíîé êîíöåíòðàöèè 1—2 ìêã

â 30 ìêë.
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Ðèñ. 2. Ñèñòåìà äåòåêöèè èíâåðñèè èíòðîíà 22 ãåíà F8.
Ôðàãìåíò íîðìàëüíîãî è ìóòàíòíîãî ãåíà F8:
À — äî ëèãèðîâàíèÿ; Á — ïîñëå ëèãèðîâàíèÿ.
Ïî L.C. Rossetti et al., 2005 [8], ñ èçìåíåíèÿìè. Îáúÿñíåíèÿ â òåêñòå.

Òàáëèöà 1

Ïðàéìåðû è óñëîâèÿ àìïëèôèêàöèè, ïðèìåíÿâøèåñÿ äëÿ äåòåêöèè èíâåðñèè èíòðîíà 22 ãåíà F8

Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïðàéìåðîâ, 5' � 3' t îòæèãà

ÃÂ 5'-CCTTTCAACTCCATCTCCAT-3'
ÃÍ 5'-ACATACGGTTTAGTCACAAGT-3'
ÍÍ5'-TCCAGTCACTTAGGCTCAG-3'

60°C



Äàëåå ñ êîëüöåâîé ÄÍÊ ïðîâîäèëè ÏÖÐ íà ïðîãðàì-

ìèðóåìîì òåðìîöèêëåðåÌÑ2 ôèðìû «ÄÍÊ-òåõíîëî-

ãèÿ» (Ðîññèÿ) ñ èñïîëüçîâàíèåì ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû Bio-

taq («ÁèîÌàñòåð», Ðîññèÿ). Ñèíòåç ïðàéìåðîâ âûïîë-

íåí â ÇÀÎ «Åâðîãåí» (Ìîñêâà) (òàáë. 1).

ÏÖÐ ïðîâîäèòñÿ ïî ñëåäóþùåé ñõåìå: ê 23 ìêë ðåàêöè-

îííîé ñìåñè, ñîäåðæàùåé 1õ ðåàêöèîííûé áóôåð (67 mÌ

Tris-HCl, 16,6 mÌ (NH4)2SO4, 0,01% Twin-20), ïî 0,4 ìêÌ

êàæäîãî îðèãèíàëüíîãî îëèãîïðàéìåðà, ïî 200 ìêÌ êàæ-

äîãî äåçîêñèíóêëåîçèäòðèôîñôàòà, 6 mM MgCl2, 1,6 Ì áå-

òàèíà, 1,0 åäèíèöó àêòèâíîñòè òåðìîôèëüíîé ÄÍÊ-ïîëè-

ìåðàçû, äîáàâëÿëè 2 ìêë êîëüöåâîé ÄÍÊ. Â êàæäóþ ïðî-

áèðêó äîáàâëÿëè 20 ìêë ìèíåðàëüíîãî ìàñëà.

ÏÖÐ ïðîâîäèëè â ñëåäóþùåì ðåæèìå: ïåðâîíà÷àëüíàÿ

äåíàòóðàöèÿ ïðè 95°Ñ — 5 ìèí, çàòåì 30 öèêëîâ ñìåíû

òåìïåðàòóð: 94°Ñ — 30 ñ, òåìïåðàòóðà îòæèãà ïðàéìåðîâ

60°Ñ — 1 ìèí, ýëîíãàöèÿ öåïè 72°Ñ — 1 ìèí 30 ñ; çàêëþ-

÷èòåëüíàÿ ýëîíãàöèÿ 72°Ñ — 7 ìèí.

Äëÿ îöåíêè ðåçóëüòàòîâ àìïëèôèêàöèè èñïîëüçóåòñÿ

7% ïîëèàêðèëàìèäíûé ãåëü ñ ñîîòíîøåíèåì àêðèëàìè-

äà (ÀÀ) è áèñàêðèëàìèäà (ÁÀ) 29:1. Ïîñëå ðàçäåëåíèÿ

ôðàãìåíòîâ ãåëü îêðàøèâàåòñÿ â ðàñòâîðå áðîìèñòîãî

ýòèäèÿ (0,1 ìêã/ìë â 1õTBE) â òå÷åíèå 10 ìèíóò, ïðîìû-

âàåòñÿ âîäîé. Ðåçóëüòàòû ýëåêòðîôîðåçà âèçóàëèçèðó-

þòñÿ ñ ïîìîùüþ äîêóìåíòèðóþùåé ñèñòåìû «GelDoc»

ôèðìû «BIO-RAD» (ÑØÀ) â ÓÔ-èçëó÷åíèè ñ äëèíîé

âîëíû 312 íì.

Èíòåðïðåòàöèþ ðåçóëüòàòîâ ïðîâîäèëè íà îñíîâà-

íèè äëèí ôðàãìåíòîâ, èäåíòèôèöèðóåìûõ íà ýëåêòðî-

ôîðåçå. Ïðè íàëè÷èè â îáðàçöå ÄÍÊ èíâåðñèè èíòðîíà

22 ãåíà F8 â ãåòåðîçèãîòíîì ñîñòîÿíèè âèçóàëèçèðóþòñÿ

äâà ôðàãìåíòà ñ äëèíàìè 559 è 487 ï.í.; ïðè èíâåðñèè

â ãåìîçèãîòíîì ñîñòîÿíèè — îäíà ïîëîñà äëèíîé

559 ï.í., ïðè îòñóòñòâèè èíâåðñèè èíòðîíà 22 â îáðàçöå

— îäíà ïîëîñà äëèíîé 487 ï.í. (òàáë. 2).

Äëÿ îïðåäåëåíèÿ ãðàíèö âîçìîæíîé ïåðåñòðîéêè

èëè äåëåöèè ïîñëå âûÿâëåíèÿ ñèñòåìîé ôðàãìåíòà àíî-

ìàëüíîé äëèíû â îäíîé èç ñåìåé èñïîëüçîâàëè ïðàéìå-

ðû, êîìïëåìåíòàðíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿì ãåíà F8,

ôëàíêèðóþùèì ýêçîíû ñ 1 ïî 25. Äèçàéí ïðàéìåðîâ

ÎÐÈÃÈÍÀËÜÍÛÅ ÈÑÑËÅÄÎÂÀÍÈß
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Òàáëèöà 2
Èíòåðïðåòàöèÿ ðåçóëüòàòîâ

Ãåí Äåòåêòèðóåìûé ôðàãìåíò Ñòàòóñ Äëèíà, ï.í.

F8 Èíâåðñèÿ èíòðîíà 22 íîðìà/íîðìà èëè íîðìà 487

ìóòàöèÿ/íîðìà 559/487

ìóòàöèÿ 559

Òàáëèöà 3
Ïðàéìåðû è óñëîâèÿ àìïëèôèêàöèè, ïðèìåíÿâøèåñÿ äëÿ äåòåêöèè ýêçîíîâ ãåíà F8.

Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïðàéìåðîâ, 5' � 3' t îòæèãà

f8 1f CACATCCAGTGGGTAAAGTTCC

62°C

f8 1r CCTCCAAGCAGACTTACATCC

f8 2f GGAAGCATTACTTCCAGCTGC

f8 2r CCTCAAGATTGGGGAATCTGTG

f8 14f1 GAATCTGTGTTATGAGTAACCAGAGTC

f8 14r1 CAACTCTGTTGCTGCAGTTGTC

f8 15f GGCATTTCTACCCACTTGGTAC

f8 15r CCAAAAGTGGGAATACATTATAGTCAGC

f8 18f GAGTATATCTGTGGGAGTGGAATCC

f8 18r GGAGCTTGTCTGCTTTGATCAC

f8 19f GCATAAACCAATGTATCTCATGCTC

f8 19r GGAAGAAAGCTGTAAAGAAGTAGGC

f8 22f GTTTCAGGAGGTAGCACATAC

f8 22r GTGTTTGTCCAATATCTGAAATCTGC

f8 23f GGAAGATATGATTGACAGAAATTGC

f8 23r CTAGAACAGTTAGTCACCCTACC

f8 25f GAATTTCTGGGAGTAAATGGTGAC

f8 25r CTTTCTTTCTTTCCAAGGAGACC



îñóùåñòâëåí â ëàáîðàòîðèè ÄÍÊ-äèàãíîñòèêè ÔÃÁÍÓ
«ÌÃÍÖ», ñèíòåç — â ÇÀÎ «Åâðîãåí», Ìîñêâà. Ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòè ïðàéìåðîâ, âõîäÿùèõ â ðåàêöèþ, áûëè âû-
áðàíû ñîãëàñíî áàçå äàííûõ GeneBank (òàáë. 3).

ÏÖÐ ïðîâîäèëè íà ïðîãðàììèðóåìîì òåðìîöèêëåðå
ÌÑ2 ôèðìû «ÄÍÊ-òåõíîëîãèÿ» (Ðîññèÿ) ñ èñïîëüçîâà-
íèåì ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû Biotaq («ÁèîÌàñòåð»).

ÏÖÐ ïðîâîäèëè ïî ñëåäóþùåé ñõåìå: â 23 ìêë ðåàê-
öèîííîé ñìåñè, ñîäåðæàùåé 1õ ðåàêöèîííûé áóôåð
(67 mÌ Tris-HCl, 16,6 mÌ (NH4)2SO4, 0,01% Twin-20,
MgCl2 4 mM), 0,4 ìêÌ êàæäîãî îëèãîïðàéìåðà,
200 ìêÌ êàæäîãî äåçîêñèíóêëåîçèäòðèôîñôàòà, 4 mM
MgCl2, 1,0 åäèíèöó àêòèâíîñòè òåðìîôèëüíîé ÄÍÊ-ïî-
ëèìåðàçû, äîáàâëÿëè 2 ìêë ãåíîìíîé ÄÍÊ. Â êàæäóþ
ïðîáèðêó äîáàâëÿëè 20 ìêë ìèíåðàëüíîãî ìàñëà.

ÏÖÐ ïðîâîäèëè â ñëåäóþùåì ðåæèìå: ïåðâîíà÷àëü-
íàÿ äåíàòóðàöèÿ ïðè 95°Ñ — 5 ìèí, çàòåì 30 öèêëîâ ñìå-
íû òåìïåðàòóð: 94°Ñ — 45 ñ, òåìïåðàòóðà îòæèãà ïðàé-
ìåðîâ 62°Ñ — 45 ñ, ýëîíãàöèÿ öåïè 72°Ñ — 45 ñ; çàêëþ-
÷èòåëüíàÿ ýëîíãàöèÿ 72°Ñ — 7 ìèíóò.

Ïðîäóêò ðåàêöèè äåòåêòèðîâàëñÿ ìåòîäîì âåðòè-
êàëüíîãî ýëåêòðîôîðåçà â 7% ÏÀÀÃ (ñîîòíîøåíèå
ÀÀ:ÁÀ = 29:1). Ðåçóëüòàòû ýëåêòðîôîðåçà âèçóàëèçèðî-
âàëè ïîñëå îêðàøèâàíèÿ ãåëÿ ðàñòâîðîì áðîìèñòîãî
ýòèäèÿ ñ ïîìîùüþ äîêóìåíòèðóþùåé ñèñòåìû «Gel-
Doc» ôèðìû «BIO-RAD» (ÑØÀ) â ÓÔ-èçëó÷åíèè ñ äëè-
íîé âîëíû 312 íì.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Âî âñåõ 73 ñåìüÿõ ñ íàïðàâèòåëüíûì äèàãíîçîì ãåìî-

ôèëèÿ áûë ïðîâåäåí ïîèñê èíâåðñèè èíòðîíà 22 ãåíà F8

ñ èñïîëüçîâàíèåì âíåäðåííîé â ïðàêòè÷åñêóþ äåÿòåëü-
íîñòü ÔÃÁÍÓ «ÌÃÍÖ» íîâîé ìåäèöèíñêîé òåõíîëîãèè
«Ñèñòåìà äåòåêöèè èíâåðñèè èíòðîíà 22 ãåíà F8».

Â 69 ñåìüÿõ íàïðàâèòåëüíûé äèàãíîç ó ïðîáàíäà áûë
«ãåìîôèëèÿ À» è â ÷åòûðåõ ñåìüÿõ — «ãåìîôèëèÿ B».
Â 40 ñåìüÿõ áûë äîñòóïåí è ïðèãîäåí äëÿ àíàëèçà îáðà-
çåö ÄÍÊ ïðîáàíäà, åùå â 33 ñåìüÿõ èññëåäîâàíèå ïðî-
âîäèëîñü íà ìàòåðèàëå âåðîÿòíûõ íîñèòåëüíèö: ìàòåðåé
è äî÷åðåé ïðîáàíäîâ.

Â ðåçóëüòàòå ïðîâåäåííîé ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷å-
ñêîé äèàãíîñòèêè â 24 ñåìüÿõ áûëà âûÿâëåíà ïðè÷èíà
çàáîëåâàíèÿ — èíâåðñèÿ èíòðîíà 22 ãåíà F8. Íà ðèñ. 3
ïðåäñòàâëåíà ýëåêòðîôîðåãðàììà ðåçóëüòàòîâ àíàëèçà.
Ó âñåõ ìàòåðåé ïðîáàíäîâ ñ ìóòàöèåé, ìàòåðèàë êîòîðûõ
áûë äîñòóïåí è ïðèãîäåí äëÿ àíàëèçà (7 ñåìåé), áûëî
âûÿâëåíî ãåòåðîçèãîòíîå íîñèòåëüñòâî äàííîé èíâåð-
ñèè. Òàêèì îáðàçîì, èíâåðñèÿ èíòðîíà 22 áûëà âûÿâëå-
íà â 33% ðîññèéñêèõ ñåìåé ñ íàïðàâèòåëüíûì äèàãíî-
çîì «ãåìîôèëèÿ», ÷òî ñîãëàñóåòñÿ ñ ìèðîâûìè äàííûìè
î ÷àñòîòàõ âñòðå÷àåìîñòè äàííîé ìóòàöèè.

Èíòåðåñíî îòìåòèòü, ÷òî èíâåðñèÿ èíòðîíà 22 ãåíà
F8 áûëà âûÿâëåíà íå òîëüêî â ñåìüÿõ ñ íàïðàâèòåëüíûì
äèàãíîçîì «ãåìîôèëèÿ À», íî è â îäíîé ñåìüå ñ äèàãíî-
çîì «ãåìîôèëèÿ Â». Äàííûé ôàêò ïîäòâåðæäàåò ñëîæ-

íîñòü äèôôåðåíöèàëüíîé äèàãíîñòèêè ôîðì ãåìîôè-
ëèè íà êëèíè÷åñêîì ýòàïå îáñëåäîâàíèÿ, äàæå
ïðè îïðåäåëåíèè àêòèâíîñòè ôàêòîðîâ ñâåðòûâàíèÿ
â êðîâè áîëüíîãî. Ãåíåòè÷åñêîå ðàññòîÿíèå ìåæäó ãåíà-
ìè F8 è F9 ó æåíùèí ñîñòàâëÿåò 49 ñÌ, ñëåäîâàòåëüíî,
ìàðêåðû, íàõîäÿùèåñÿ â ëîêóñå ãåìîôèëèè À ïðàêòè÷å-
ñêè â ïîëîâèíå ñëó÷àåâ ðåêîìáèíèðóþò ñ ìàðêåðàìè ëî-
êóñà ãåìîôèëèè Â. Ïåðåêðûâàþùèåñÿ êëèíè÷åñêèå è
áèîõèìè÷åñêèå ôåíîòèïû ðàçëè÷íûõ ôîðì ãåìîôèëèé
ñòàâÿò ïîä ñîìíåíèå äèàãíîñòè÷åñêóþ öåííîñòü èñïîëü-
çîâàíèÿ êîñâåííûõ ìåòîäîâ ÄÍÊ-äèàãíîñòèêè äàæå ïðè
äîêàçàííîì Õ-ñöåïëåííîì-ðåöåññèâíîì õàðàêòåðå íà-
ñëåäîâàíèÿ áîëåçíè.

Â îäíîé ñåìüå ñ íàïðàâèòåëüíûì äèàãíîçîì «ãåìî-

ôèëèÿ À» ïðè ïðîâåäåíèè èññëåäîâàíèÿ ó ïðîáàíäà áûë
âûÿâëåí ôðàãìåíò, äëèíà êîòîðîãî ñóùåñòâåííî ïðåâû-
øàëà äëèíó ÏÖÐ-ïðîäóêòà, ñîîòâåòñòâóþùåãî êàê íîð-
ìå, òàê è èíâåðñèè. Ó ìàòåðè ïðîáàíäà áûëè âûÿâëåíû
äâà ôðàãìåíòà — äëèíà îäíîãî ñîîòâåòñòâîâàëà
ÏÖÐ-ïðîäóêòó, êîòîðûé ñèíòåçèðóåòñÿ ñ íîðìàëüíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ãåíà F8, äëèíîé 487 ï.í., âòîðîé
ôðàãìåíò áûë òàêîé æå àíîìàëüíîé äëèíû, êàê è ó ñûíà
(ðèñ. 4à). Íàìè áûëî ïðåäïîëîæåíî, ÷òî ïðè÷èíîé ãå-
ìîôèëèè â äàííîé ñåìüå ÿâëÿåòñÿ íåèçâåñòíàÿ ïðîòÿ-
æåííàÿ ïåðåñòðîéêà ãåíà F8, ëîêàëèçîâàííàÿ ìåæäó
ñàéòàìè óçíàâàíèÿ ýíäîíóêëåàçû Ksp22I. Íàëè÷èå òà-
êîé ïåðåñòðîéêè ìîæåò ïðèâîäèòü ê òîìó, ÷òî ìåæäó
ñàéòàìè ðåñòðèêöèè è ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿìè ïðàéìå-
ðîâ ïðîèñõîäèò âñòàâêà íåêîòîðîãî ó÷àñòêà ÄÍÊ, óäëè-
íÿþùåãî àìëèôèöèðóåìóþ ïîñëå ëèãèðîâàíèÿ ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòü, èëè ê òîìó, ÷òî ïðîïàäàåò ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòü, êîìïëèìåíòàðíàÿ îäíîìó èç âíóòðèãåííûõ ïðàé-
ìåðîâ ÃÂ èëè ÃÍ, è ýòè ïðàéìåðû îòæèãàþòñÿ íà äðó-
ãîì ó÷àñòêå ÄÍÊ. Ñ ëèãàòà ÄÍÊ ãåìèçèãîòíîãî ìàëü÷è-
êà áûëà ïðîâåäåíà àìëèôèêàöèÿ ñ äâóõ ïàð ïðàéìåðîâ:
ÃÂ+ÃÍ è ÃÂ+ÍÍ. ÏÖÐ-ïðîäóêò áûë ïîëó÷åí òîëüêî
ñ ïàðû âíóòðèãåííûõ ïðàéìåðîâ ÃÂ è ÃÍ, åãî íóêëåî-
òèäíàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü áûëà óñòàíîâëåíà ìåòîäîì
àâòîìàòè÷åñêîãî ñåêâåíèðîâàíèÿ ïî Ñåíãåðó. Â ðåçóëü-
òàòå ñåêâåíèðîâàíèÿ àíîìàëüíîãî ôðàãìåíòà áûëè ïî-
ëó÷åíû ïîñëåäîâàòåëüíîñòè èíòðîíîâ 14 è 21 ãåíà F8.
Ïîñëå ýòîãî áûë ïðîâåäåí àíàëèç íà íàëè÷èå ó áîëüíîãî
äåëåöèè â ãåìèçèãîòíîì ñîñòîÿíèè ñ èñïîëüçîâàíèåì
ïðàéìåðîâ, ôëàíêèðóþùèõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ýêçî-
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Ðèñ. 3. Ýëåêòðîôîðåãðàììà ðåçóëüòàòîâ äåòåêöèè èíâåðñèè èíòðî-
íà 22 ãåíà F8.

Äîðîæêà 1: ìàðêåð ìîëåêóëÿðíîãî âåñà �/Pst1;
Äîðîæêè 2, 3, 4: èíâåðñèÿ â ãåòåðîçèãîòíîì ñîñòîÿíèè;
Äîðîæêè 5, 7: íîðìà;
Äîðîæêè 6, 8: èíâåðñèÿ â ãåìèçèãîòíîì ñîñòîÿíèè.



íîâ ñ 1 ïî 25 ãåíà F8. Â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ èñïîëüçîâà-
ëèñü îáðàçöû ÄÍÊ ìàòåðè áîëüíîãî è çäîðîâîãî ìóæ÷è-
íû. Ïðè îáðàáîòêå ðåçóëüòàòîâ èññëåäîâàíèÿ ó ïðîáàí-
äà áûëî óñòàíîâëåíî îòñóòñòâèå àìïëèôèêàöèè ôðàã-
ìåíòîâ, ñîîòâåòñòâóþùèõ ýêçîíàì 15—19 (ðèñ. 4 Á, Â).
Òàêèì îáðàçîì, áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî ïðè÷èíîé ãåìî-
ôèëèè À â äàííîé ñåìüå ÿâëÿåòñÿ ïðîòÿæåííàÿ ïåðå-
ñòðîéêà ãåíà F8 c äåëåöèåé ýêçîíîâ ñ 15 ïî 19. Äàííûé
êëèíè÷åñêèé ïðèìåð ïîêàçûâàåò, ÷òî âíåäðåííàÿ
â ïðàêòè÷åñêóþ äåÿòåëüíîñòü ÔÃÁÍÓ «ÌÃÍÖ» ìåäè-
öèíñêàÿ òåõíîëîãèÿ îáëàäàåò áîëåå øèðîêèìè, ÷åì

îæèäàëîñü, äèàãíîñòè÷åñêèìè âîçìîæíîñòÿìè è ñïî-
ñîáíà âûÿâëÿòü íåêîòîðûå ãåííûå ïåðåñòðîéêè (ïðîòÿ-
æåííûå äåëåöèè èëè èíñåðöèè ãåíà F8 äî ýêçîíà 21), íà
äîëþ êîòîðûõ ïî äàííûì Factor VIII variant database
(http://www.factorviii-db.org/) ïðèõîäèòñÿ íå ìåíåå 4%
ìóòàöèé ãåíà F8.

Ðàçðàáîòàííûé ñïîñîá äåòåêöèè èíâåðñèè èíòðîíà
22 ãåíà F8 ïîâûøàåò ýôôåêòèâíîñòü äèàãíîñòèêè íà-
ñëåäñòâåííûõ êîàãóëîïàòèé, ïîçâîëÿåò îïòèìèçèðîâàòü
ôèíàíñîâûå è âðåìåííûå çàòðàòû ïîèñêà ãåíåòè÷åñêîãî
âàðèàíòà â ñåìüÿõ ñ ãåìîôèëèåé.
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Ðèñ. 4.
À. Ýëåêòðîôîðåãðàììà ðåçóëüòàòîâ àíàëèçà ñ èñïîëüçîâàíèåì ìåäèöèíñêîé òåõíîëîãèè.
Äîðîæêà 1. Êîíòðîëüíûé îáðàçåö ãåòåðîçèãîòíîé íîñèòåëüíèöû èíâåðñèè èíòðîíà 22. Âèçóàëèçèðóþòñÿ ôðàãìåíòû äëèíàìè 559 è 487 ï.í.
Äîðîæêà 2. Îáðàçåö ìàòåðè áîëüíîãî. Âèçóàëèçèðóåòñÿ ôðàãìåíò äëèíîé 487 ï.í., ñîîòâåòñòâóþùèé íîðìå è ôðàãìåíò àíîìàëüíîé äëèíû
(óêàçàí ñòðåëêîé).
Äîðîæêà 3. Îáðàçåö áîëüíîãî ìàëü÷èêà. Âèçóàëèçèðóåòñÿ òîëüêî ôðàãìåíò àíîìàëüíîé äëèíû (óêàçàí ñòðåëêîé).
Á. Ýëåêòðîôîðåãðàììà ðåçóëüòàòîâ àìïëèôèêàöèè ñ ïðàéìåðîâ, ôëàíêèðóþùèõ ýêçîíû ãåíà F8.

Äîðîæêà 1. Ìàðêåð ìîëåêóëÿðíîãî âåñà �/Pst1.
Äîðîæêè 2, 4, 5, 7, 8, 10, 11, 13, 14, 16 — êîíòðîëüíûå îáðàçöû
Äîðîæêè 3, 6, 9, 12, 15 — îáðàçåö áîëüíîãî, óêàçàí ñòðåëêîé. Íà äîðîæêàõ 12 è 15 âûÿâëåíà äåëåöèÿ ýêçîíîâ 15—18
Â. Ýëåêòðîôîðåãðàììà ðåçóëüòàòîâ àìïëèôèêàöèè ñ ïðàéìåðîâ, ôëàíêèðóþùèõ ýêçîíû ãåíà F8.

Äîðîæêà 1. Ìàðêåð ìîëåêóëÿðíîãî âåñà �/Pst1.
Äîðîæêè 2, 4, 5, 7, 8, 10, 11, 13 — êîíòðîëüíûå îáðàçöû
Äîðîæêè 3, 6, 9, 12 — îáðàçåö áîëüíîãî, óêàçàí ñòðåëêîé. Íà äîðîæêå 3 âûÿâëåíà äåëåöèÿ ýêçîíà 19.



Ïîêàçàíèÿìè ê èñïîëüçîâàíèþ äàííîé òåõíîëîãèè
ÿâëÿþòñÿ:

1. Ïîèñê ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷åñêèõ ïðè÷èí ãåìî-
ôèëèè À â îòÿãîùåííûõ ñåìüÿõ;

2. Äèàãíîñòèêà íîñèòåëüñòâà ãåìîôèëèè À;
3. Ïðîâåäåíèå ïðåíàòàëüíîé äèàãíîñòèêè â îòÿãî-

ùåííûõ ñåìüÿõ;
4. Ïîïóëÿöèîííûå èññëåäîâàíèÿ ÷àñòîò íîñèòåëüñò-

âà ãåìîôèëèè À.
Ïðîòèâîïîêàçàíèÿ äëÿ èñïîëüçîâàíèÿ òåõíîëîãèè «Ñè-

ñòåìà äåòåêöèè èíâåðñèè èíòðîíà 22 ãåíà F8» îòñóòñòâóþò.
Äàííàÿ ìåäèöèíñêàÿ òåõíîëîãèÿ ýôôåêòèâíà äëÿ äå-

òåêöèè íàèáîëåå ÷àñòîé ïðè÷èíû ãåìîôèëèè À — èí-
âåðñèè èíòðîíà 22 ãåíà F8. Èñïîëüçîâàíèå äàííîé òåõ-
íîëîãèè ïîçâîëÿåò âûÿâëÿòü ìóòàöèþ â ãåìè- è ãåòåðî-
çèãîòíîì ñîñòîÿíèè, íå ïðèáåãàÿ ê ñïåöèàëüíûì äîðî-
ãîñòîÿùèì ìåòîäàì äåòåêöèè.

Âíåäðåíèå â ïðàêòèêó ìåäèöèíñêîé òåõíîëîãèè, ïî-
çâîëÿþùåé ýôôåêòèâíî äåòåêòèðîâàòü èíâåðñèþ, ïîâû-
ñèò òî÷íîñòü äèàãíîñòèêè ãåìîôèëèè ó ðîññèéñêèõ
áîëüíûõ, äàñò âîçìîæíîñòü ïðîãíîçèðîâàòü òÿæåñòü
êëèíè÷åñêèõ ïðîÿâëåíèé êîàãóëîïàòèè, òî÷íî è ýôôåê-
òèâíî ïðîâîäèòü äèàãíîñòèêó íîñèòåëüñòâà è ïðåíà-
òàëüíóþ äèàãíîñòèêó â îòÿãîùåííûõ ñåìüÿõ.
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Èíôîðìàöèÿ î êîíôëèêòå èíòåðåñîâ

Àâòîðû äåêëàðèðóþò îòñóòñòâèå êîíôëèêòà èíòåðåñîâ.

DNA diagnostics in Russian hemophilia patients with new medical technology
«Detection system for F8 Intron 22 inversion»

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

Hemophilia A (HA) is a frequent X-linked recessive bleeding disorder resulted from deficiency or dysfunction of coagulation factor
VIII (FVIII). It affects 1 of 5000 males. HA is caused by mutations in F8 gene located on chromosome Xq28 and consisted of 26 exons.
More than 3000 mutations were described in the gene. The most common mutation is the intron 22 inversion (Inv22). It was found in
30—50% patients with severe HA. In this study we searched Inv22 in unrelated probands with diagnosis «Hemophilia» (40 patients)
and relatives of probands whose material was not available (33 persons) from 73 Russian families using inverse shifting-PCR method.
Inv22 was found in 33% cases. Mothers of probands with detected Inv22 were carriers of this mutation. Among the four probands with
clinical diagnosis «hemophilia B» from the studied group Inv22 was found in one case.

Keywords: hemophilia, F8, Inv22, Inverse PCR

ISSN 2073-7998 29

ÌÅÄÈÖÈÍÑÊÀß ÃÅÍÅÒÈÊÀ. — 2016. — ¹2


