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Актуальность. Миодистрофия Ландузи-Дежерина (МЛД) является одной из наиболее часто встречающихся мышечных 
дистрофий. В 95% случаев заболевание связано с частичной делецией массива повторов D4Z4 на одном из аллелей 4-й хромо-
сомы. Существующие диагностические методики гибридизации по Саузерну и молекулярного комбинга являются ресурсо- и 
времязатратными. В настоящее время в Российской Федерации молекулярно-генетическая диагностика МЛД не проводится.
Цель. Поиск новых подходов к диагностике МЛД для использования в  молекулярно-генетических лабораториях.
Методы. ДНК выделялась в агарозных блоках и подвергалась обработке эндонуклеазой EcoRI. Полученные фрагменты ДНК 
разделялись методом пульс-электрофореза в агарозном геле, после этого агарозный гель фрагментировался согласно маркеру 
молекулярного веса и использовался в качестве матрицы для полимеразной цепной реакции (ПЦР). Принадлежность полу-
ченных ПЦР-продуктов к последовательностям повторов D4Z4 4-й хромосомы подтверждалась секвенированием по Сэнгеру.
Результаты. Протокол пульс-электрофореза оптимизирован таким образом, что после всех этапов ДНК в агарозном 
геле пригодна для использования в качестве матрицы для ПЦР. Разработана ПЦР-система специфичной амплификации 
контрольных ДНК-матриц 4-й хромосомы и подтверждена секвенированием принадлежность получаемых ПЦР-продуктов 
к последовательности повторов D4Z4 4-й хромосомы. 
Выводы. Показана возможность использования ДНК в агарозном геле после пульс-электрофореза в качестве матрицы 
для детекции повторов D4Z4 методом ПЦР. Представленная ПЦР-система специфично амплифицирует последовательности 
D4Z4 4-й хромосомы. Используя данную ПЦР-систему и геномную ДНК пациента с известной длиной массива повторов D4Z4 
проведена успешная диагностика МЛД. Таким образом разработан новый подход к диагностике МЛД для использования в 
молекулярно-генетических лабораториях.
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New approach for diagnostic of Facioscapulohumeral muscular dystrophy based on PCR
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Relevance. Facioscapulohumeral muscular dystrophy (FSHD) is one of the most common muscular dystrophies. In 95% of cases, 
the disease is associated with partial deletion of the array of the D4Z4 repeats on one of the alleles of the 4th chromosome. The 
existing diagnostic methods of Southern blotting and molecular combing are quite resource-and time-consuming. At the moment, 
molecular genetic diagnostic of FSHD is not provided on the territory of the Russian Federation.
Aim: to find new approaches for molecular genetic diagnostic of FSHD acceptable for use in standard molecular genetic laboratories
Materials and methods: DNA isolated in agarose plugs and treated by the EcoRI restriction enzyme. DNA fragments then were 
separated by pulse field gel electrophoresis (PFGE) in agarose gel. After PFGE, the agarose gel was fragmented and used as a matrix 
for PCR. The identity of the obtained PCR products to the sequence of the D4Z4 repeats of the 4th chromosome was confirmed by 
sequencing by Sanger.
Results. The PFGE protocol is optimized in such a way that, after all stages, DNA in agarose gel is suitable for use as a matrix for PCR. 
We achieve a specific amplification of the control DNA matrices of the 4th chromosome and confirm belonging of the PCR prod-
ucts to the sequence of D4Z4 repeats of the 4th chromosome by the Senger sequencing. 
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Conclusions. This paper shows the possibility of using DNA in agarose gel after PFGE as a matrix for detection of D4Z4 repeats by 
PCR. The presented PCR system specifically amplify sequence of the 4th chromosome D4Z4 repeats. Using this PCR system and 
genomic DNA of a patient with a known length of the D4Z4 repeats array, a successful diagnosis of FSHD was performed. Thus, we 
propose a new approach for FSHD diagnostic, acceptable for use in standard molecular genetic laboratories.
Key words: Facioscapulohumeral muscular dystrophy (FSHD), D4Z4 repeats, PCR, diagnostic.
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Введение

Лице-плече-лопаточная миодистрофия Ландузи-
Дежерина (МЛД) — наследственная прогрессирующая 
миопатия, поражающая все возрастные категории. По 
своей распространенности МЛД занимает третье ме-
сто среди всех наследственных мышечных дистрофий, 
согласно литературным данным в различных популя-
циях её частота   находится в пределах от 1:20000 до 
1:7000 человек [1‒4]. В принятой в настоящее время 
молекулярно-генетической модели развития МЛД ос-
новная роль отводится эктопичной экспрессии транс-
крипционного фактора DUX4 в мышечной ткани [5]. 
Ген DUX4 кодируется макросателлитными повторами 
D4Z4 хромосомы 4, причем считается, что зрелые 
РНК-транскрипты образуются только с дистального 
повтора D4Z4 [6]. В зависимости от того, что послужи-
ло причиной активации экспрессии DUX4 выделяют 
два типа МЛД с идентичными фенотипическими про-
явлениями [7]. МЛД 1-го типа (МЛД1, MIM #158900) 
обусловлена частичной делецией массива повторов 
D4Z4 на одном из аллелей хромосомы 4 [8, 9]. При дан-
ном типе МЛД остаточное количество повторов D4Z4 
находится в пределах от 1 до 10; большая часть (>95%) 
всех случаев МЛД обусловлена именно частичной де-
лецией массива повторов D4Z4 [10]. МЛД1 наследует-
ся аутосомно-доминантно с неполной пенетрантно-
стью и вариабельной экспрессивностью. МЛД 2-го ти-
па (МЛД2) встречается в ~5% и носит дигенный 
характер, так как заболевание развивается при нали-
чии патогенной мутации в гене-регуляторе статуса ме-
тилирования SMCHD1 [10]. При этом нарушаются ста-
тус метилирования и декомпактизация хроматина мас-
сива повторов D4Z4, что инициирует начало экспре- 
ссии гена DUX4. Вторым обязательным условием для 
развития обоих типов МЛД является наличие сигнала 
полиаденилирования транскрипта DUX4, так называ-
емый гаплотип А (пермиссивный аллель) [11].

Молекулярно-генетическая диагностика МЛД ос-
ложнена в виду следующих обстоятельств: во-первых, 
для анализа пригодна только высокомолекулярная 
геномная ДНК, чаще всего это ДНК, выделенная в 
агарозных блоках из лимфоцитов свежей крови; во-
вторых, необходимо дифференцировать высокогомо-
логичные (97%) аллели массивов D4Z4 4-й и 10-й хро-
мосом; в-третьих, используемые методики диагностики 
являются довольно узко ориентированными, трудоем-
кими и дорогостоящими.

Гибридизация по Саузерну [12] и молекулярный 
комбинг [13] – это стандарты молекулярно-генетиче-
ской диагностики МЛД, но следует отметить, что это 
косвенные методы диагностики, так как при их ис-
пользовании не детектируется экспрессия DUX4 с пер-
миссивного аллеля – ключевое событие для развития 
МЛД. Попытки прямого определения экспрессии 
DUX4 в мышечной ткани для диагностики заболева-
ния не увенчались успехом по следующим причинам: 
в мышечном биоптате могут отсутствовать ядра, экс-
прессирующие DUX4; на момент взятия биоптата экс-
прессия DUX4 может отсутствовать, как это описано 
для других транскрипционных факторов [14]; количе-
ство ядер, экспрессирующих DUX4 (~1/1000), доволь-
но низкое, что может быть причиной ложноотрица-
тельных результатов [15]. 

Подводя итог, можно заключить, что молекуляр-
но-генетическая диагностика МЛД основана на двух 
обязательных критериях: определении длин массивов 
повторов D4Z4 на аллелях хромосомы 4 и дистальных 
гаплотипов данных аллелей. Несмотря на то, что ги-
бридизация по Саузерну и молекулярный комбинг пре-
доставляют всю необходимую информацию для поста-
новки диагноза МЛД, данные методики сложны в ре-
ализации в условиях клинической молекулярно- 
генетической лаборатории. Учитывая то, что МЛД1 
встречается составляет >95% всех случаев МЛД, а так-
же высокую потребность в приемлемом методе диагно-
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(NH4)2SO4; 670mM Tris-HCl (pH 8,8 при 25oC); 0,1% 
Tween-20); бетаин безводный (Tokyo Chemical Industry 
Co., Ltd., Tokyo, Japan), раствор MgCl2 (Диалат ЛТД, 
Москва, Россия); дезоксинуклеотидтрифосфаты (Диалат 
ЛТД, Москва, Россия). Праймеры для специфичной 
амплификации последовательностей D4Z4 хромосомы 
4: Rep1F 5’-TCCCACCCTCAGGCTCCTC-3’, Rep1R 
5’-GCCGCGCGGAGGCGGAG-3’. Конечные концен- 
трации реагентов: ПЦР-буфер 1х; MgCl2 2,5мМ; 
дезоксинуклеотидтрифосфаты (dATP, dTTP, dCTP, 
dGTP) по 0,2 мМ каждого; бетаин 1,2 М; форвардный 
праймер 0,4 мМ; реверсный праймер 0,4 мМ; ДНК-
полимераза SmarNGTaq 1,25 единиц на реакцию; матрица 
1‒10 мкл фрагмента геля после пульс-фореза. 
Температурный профиль: горячий старт при 95оС –  
3 мин.; далее 35 циклов: 95 оС – 30 сек., 64 оС – 8 сек.,  
72 оС – 4 сек.

ПЦР-продукты были отсеквенированы на приборе 
ABI PRISM 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, 
Foster City, U.S.A.). Полученные данные анализирова-
лись с использованием программы FinchTV v.1.5.

Пульс-электрофорез в агарозном геле
Пульс-электрофорез производился с использованием 

следующего оборудования: электрофорезная камера и 
гексогональный электрод «Gene Navigator» (Pharmacia 
Biotech, Sweden), источник питания «2301 MacroDrive 1 
Power Supply» (LKB Bromma, Stockholm, Sweden). Пуль-
сация задавалась с блока управления «2015 Pulsaphor Plus 
Control Unit» (LKB Bromma, Stockholm, Sweden). 
Температура в электрофорезной камере поддерживалась 
с использованием «2219-001 Multitemp II Thermostatic Cir-
culator» (LKB Bromma, Stockholm, Sweden). При 
электрофорезе использовались следующие маркеры 
молекулярного веса: «Lambda Mix Marker, 19» (Fermen-
tas, Warsaw, Poland), «ДНК-маркер 1 Kb» (СибЭнзим, 
Новосибирск, Россия). Состав электрофорезного буфера: 
трис 49,5 мМ; борная кислота 49,5 мМ; дитиотрейтол 10 
мМ. Использована агароза «Agarose, universal, peqGOLD» 
(VWR Chemicals, Vienna, ‎Austria), концентрация агарозы 
в геле ‒ 0,8%. Условия электрофореза: вольтаж 450V; 
интервал пульсации 0,5 сек; продолжительность 
электрофореза 3,5-4 часа, температура электрофорезного 
буфера +4°С. Окраска агарозного геля производилась в 
электрофорезном буфере с добавлением бромистого 
этидия до конечной концентрации 0,5 мкг/мл. Отмывка 
агарозного геля производилась в бидистилированной 
воде 3 раза по 20 мин.

Фотографирование агарозных гелей и обработка 
изображений производились прибором «ChemiDoc 
XRS+» (Bio-Rad Laboratories, Veenendaal, The Nether-
lands). Агарозный гель фрагментировался вручную в 

стики данной патологии, в этой работе мы представи-
ли новый подход к диагностике МЛД1 и показали воз-
можность его применения для молекулярно-гене- 
тической диагностики.

Материалы и методы

Образцы ДНК
Геномная ДНК получена от пациента с клиниче-

ским диагнозом МЛД. От пациента получено инфор-
маированное согласие на использовании его биологи-
ческого материала в исследовании. Исследование одо-
брено этическим комитетом ФГБНУ «МГНЦ». Ме- 
тодом гибридизации по Саузерну у обследованного па-
циента было определено 7 повторов D4Z4 на пермис-
сивном аллеле. Космида С85 и фагмида λ260201 [16] 
любезно предоставлены доктором Леммерсом (LUMC, 
Нидерланды). Секвенированием по Сэнгеру было под-
тверждено, что данные образцы содержат последова-
тельности повторов D4Z4 хромосом 10q26 и 4q35 со-
ответственно.

Для проведения пульс-электрофореза геномная 
ДНК из крови выделялась в агарозных блоках по ра-
нее описанной методике [12]. Выделенная геномная 
ДНК в агарозных блоках обрабатывалась эндонуклеа-
зой рестрикции EcoRI (Thermo Scientific, Waltham, 
U.S.A.) из расчета 30 единиц фермента на 3 мкг геном-
ной ДНК. Для отработки условий полимеразной цеп-
ной реакции (ПЦР) геномная ДНК выделялась стан-
дартной фенол-хлороформной экстракцией. Образцы 
ДНК С85 и λ260201 обрабатывались ферментом EcoRI 
(Thermo Scientific, Waltham, U.S.A.) из расчета 1 еди-
ница фермента на 1 мкг ДНК.

Анализ последовательностей повтора D4Z4
Референсные нуклеотидные последовательности 

AF117653.3 (относится к хромосоме 4q35) и AY028079.1 
(относится к хромосоме 10q26) были взяты из базы дан-
ных GeneBank. Выравнивание данных последователь-
ностей друг против друга производилось с использо-
ванием программ Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/
Tools/msa/clustalo) и Blast (https://blast.ncbi.nlm.nih.
gov/Blast.cgi). По данным выравнивания выбирались 
негомологичные участки для подбора уникальных 
праймеров. Дизайн праймеров осуществлялся с помо-
щью программы Oligo 7.

ПЦР
ПЦР проводилась в приборе «DNA Engine Tetrad 2» 

(Bio-Rad Laboratories, Veenendaal, The Netherlands). 
Использовались ДНК-полимераза «SmarNGTaq» (Диалат 
ЛТД, Москва, Россия); 10х ПЦР-буфер (166mM 

https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo
https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo
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ультрафиолетовом свете согласно длинам маркера 
молекулярного веса. Схема фрагментирования геля 
документировалась на фото с использованием 
программы Image Lab v4.1 (Bio-Rad Laboratories, 
Veenendaal, The Netherlands).

Результаты

Разработка системы ПЦР для специфической 
амплификации повторов D4Z4 с хромосомы 
4q35
Повтор D4Z4 (3,295 т.п.н.) в последовательности 

AF117653.3 (хромосома 4q35), был выравнен против 
референсной сборки генома Homo sapiens GRCh38.p12 
[GCF_000001405.38] с использованием алгоритма Blast. 
В результате максимальные длина перекрывания 
(100%) и степень гомологии (98,88%) наблюдались 
только для последовательности повторов D4Z4 хромо-
сомы 10. Для подбора праймеров выбран перекрыва-
ющийся участок, уникальный для последовательно-
стей D4Z4 хромосом 4 и 10. Места несовпадений по-
следовательностей в данном участке были исполь- 

зованы для подбора праймеров, уникальных для по-
следовательности хромосомы 4.

Для оценки специфичности тестированных пар 
праймеров использовались матрицы геномной ДНК, 
космиды С85 и фагмиды λ260201. Критериями отбора 
служили наличие ПЦР-продуктов при амплификации 
матрицы λ260201 (последовательность хромосомы 4) и 
геномной ДНК при отсутствии ПЦР-продуктов с ма-
трицы С85 (последовательность хромосомы 10). В ре-
зультате, выбрана пара праймеров Rep1F и Rep1R. (рис. 
1 А). Принадлежность ПЦР-продукта последователь-
ности повторов хромосомы 4 при амплификации ма-
трицы геномной ДНК подтверждена секвенировани-
ем по Сэнгеру (рис.1 Б).

Специфичность ПЦР-системы была достигнута за 
счёт того, что реверсный праймер Rep1R располагал-
ся в области двух шестинуклеотидных повторов на по-
следовательности хромосомы 4, тогда как последова-
тельность хромосомы 10 имеет только один такой ше-
стинуклеотидный повтор (рис.1 Б). При отжиге 
реверсного праймера Rep1R на последовательность 
хромосомы 10 три нуклеотида с 3’ конца праймера ока-

Рис. 1. Схема расположения пары праймеров Rep1F, Rep1R и хроматограмма сиквенса ПЦР-продукта, полученного с использованием данной 
пары праймеров. А – Сайты посадки пары праймеров Re1F и Rep1R расположены ближе к теломерному концу (tel) каждого из повторов D4Z4. 
Пунктирными линиями выделен участок посадки реверсного праймера Rep1R. Б – Фрагмент выравнивания последовательности D4Z4 хромо-
сомы 4 (AF117653.3) против референсной последовательности хромосомы 10 (GRCh38.p12). Красным шрифтом обозначена последовательность 
реверсного праймера Rep1R. Пунктиры в последовательности хромосомы 10 демонстрируют 6-ти нуклеотидную делецию.  Хроматограмма 
сиквенса ПЦР-продукта демонстрирует специфичную амплификацию последовательности хромосомы 4 с матрицы геномной ДНК (гДНК). 
Прямоугольниками выделены шестинуклеотидные повторы.
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сле рестрикции образцов λ260201 и С85 проводилось 
их разделение в 0,8% агарозном геле методом пульс-
электрофореза. Дорожки агарозного геля фрагменти-
ровались согласно маркеру молекулярного веса (рис. 2 
А), полученные фрагменты использовались в качестве 
ДНК-матриц для ПЦР с парой праймеров Rep1F и 
Rep1R. В ходе амплификации наблюдалось ингибиру-
ющее влияние таких матриц на прохождение ПЦР, вы-
ражающееся в уменьшении количества ПЦР-продукта. 
Для уменьшения данного эффекта были оптимизиро-
ваны условия пульс-электрофореза (продолжитель-
ность электрофореза, состав и температура электрофо-
резного буфера, напряжённость электрического поля), 
окраски и отмывки агарозного геля. Таким образом, 
были подобраны оптимальные условия при которых 
наблюдалось уверенная амплификация таргетного 
ПЦР-продукта.

Диагностика МЛД
Для проверки возможности применения разра- 

ботанного подхода для ДНК-диагностики МЛД, был 
проведён анализ образца геномной ДНК пациента с 
клиническим диагнозом МЛД. Ранее методом 

зываются неспаренными, блокируя возможность ам-
плификации последовательности  хромосомы 10.

Для определения гаплотипа интересующего аллеля 
нами использовалась ранее описанная трехпраймерная 
ПЦР-система [17]. Один форвардный и два реверсных 
праймера (внешний  неспецифичный и внутренний 
специфичный) используются для амплификации 
дистального к последнему повтору D4Z4 региона. При 
наличии в данном регионе сигнала полиаденилирова-
ния белка DUX4 амплифицируются два ПЦР-продукта, 
в то время как отсутствие сигнала полиаденилирова-
ния приводит к образованию только одного ПЦР-
продукта (характерно для хромосомы 10), либо отсут-
ствию ПЦР-продукта, если образец не содержит по-
следовательности гаплотипа А.

Оптимизация условий пульс-электрофореза
Для определения количества повторов D4Z4 на 

каждом из аллелей хромосомы 4 перед проведением 
пульс-электрофореза проводилась предварительная 
рестрикция образцов ДНК с использованием эндону-
клеазы рестрикции EcoRI. Сайты рестрикции данно-
го фермента фланкируют массив повторов D4Z4. По-

Рис. 2. Схема фрагментации агарозного геля после пульс-электрофореза и результаты ПЦР с полученными фрагментами геля в качестве ма-
трицы. А – электрофореграмма разделения ДНК №108 пациента с МЛД после обработки эндонуклеазой рестрикции EcoRI. Горизонтальными 
черными стрелками указаны границы фрагментов геля. Слева указаны номера фрагментов по порядку, справа – длины фрагментов маркера 
молекулярного веса (т.п.н.). Б – электрофореграмма продуктов ПЦР. На дорожки R1 – R12 нанесены ПЦР-продукты, полученные с использова-
нием фрагментов с r 1 по r 12 агарозного геля после пульс-электрофореза в качестве матрицы для ПЦР. Дорожки R2 и R7 демонстрируют мак-
симальное количество ПЦР-продуктов (283 п.н.), следовательно, пациент имеет два аллеля 4-й хромосомы: непатогенный >48 т.п.н. (> 11 D4Z4 
повторов) и пермиссивный  29,9-33,4 т.п.н.(7-8 повторов). В – хроматограмма сиквенса ПЦР-продукта R7, прямоугольниками выделены два ше-
стинуклеотидных повтора, специфичных для D4Z4 повторов хромосомы 4. Г – использование трехпраймерной ПЦР-системы для гаплотипиро-
вания: G- контроль с гелем после всех этапов пульс-электрофореза в качестве матрицы для ПЦР, использован для проверки контаминации ага-
розного геля; NTC – отрицательный контроль; R7, 4, 10 – ПЦР с матрицами r 7, λ260201 и С85, соответственно. Два бэнда на дорожках R7 и 4 по-
казывают принадлежность пермиссивного аллеля к гаплотипу А.
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Оригинальные исследования

гибридизации по Саузерну у данного пациента было 
определено 7 повторов D4Z4 на пермиссивном аллеле. 

После пульс-электрофореза схема фрагментации 
геля документировалась (рис. 2А). Полученные фраг-
менты были использованы в качестве матрицы для по-
становки ПЦР (рис. 2 Б). После соотнесения схемы 
фрагментации геля с результатами ПЦР были сделаны 
выводы о том, что в данном образце один из аллелей 
массива повторов D4Z4 (29,9-33,4 т.п.н.) содержит 7-8 
повторов (наличие амплификации в образце R7). Вто-
рой аллель (наличие амплификации в образце R2) со-
держал более 11 повторов (>48 т.п.н.) и являлся алле-
лем дикого типа. Полученные результаты совпадают с 
результатами гибридизации по Саузерну.

Кроме того, полученный ПЦР-продукт был отсек-
венирован для контроля специфичности амплифика-
ции. Хроматограмма подтверждает принадлежность 
ПЦР-продукта последовательности повторов D4Z4 
хромосомы 4 (рис. 2 B). Также установлено что иссле-
дуемый аллель имеет гаплотип А (рис. 2 Г).

Обсуждение

В настоящее время диагностика МЛД осложнена 
множеством факторов, основными из которых являют-
ся необходимость использования большого количества 
высокомолекулярной геномной ДНК, трудность диф-
ференцировки последовательностей D4Z4 между алле-
лями 4-й и 10-й хромосом, высокая стоимость оборудо-
вания и реагентов для существующих методик. Кроме 
этого, используемые стандарты диагностики МЛД (ги-
бридизация по Саузерну и молекулярный комбинг), яв-
ляются относительно трудоемкими и времязатратны-
ми, а невозможность применения данных методов для 
диагностики других заболеваний еще больше сужает 
число лабораторий, использующих данные методики.

Поэтому разработка новых методик ДНК-диаг- 
ностики МЛД для использования в молекулярно-гене-
тических диагностических лабораториях актуальна. 
Представленный в данной статье подход к диагностике 
МЛД основан на использовании ПЦР со специфичной 
к повторам D4Z4 хромосомы 4 парой праймеров. Про-
демонстрировав использование данной пары праймеров 
и фрагментов агарозного геля после пульс-электрофореза 
в качестве матриц для ПЦР, мы представили новый под-
ход к детекции числа повторов D4Z4 на аллелях хромо-
сомы 4.

Ранее в литературе была описана ПЦР-система для 
детекции сигнала полиаденилирования транскрипта 
DUX4 [17]. Авторы данной статьи также использова-
ли геномную ДНК после разделения методом пульс-
электрофореза в качестве матрицы для ПЦР. Нами бы-

ли предприняты попытки оптимизации данной систе-
мы, в результате которых удалось добиться корректной 
работы ПЦР-системы в присутствии агарозного геля 
(неопубликованные данные). 

Использование этой ПЦР-системы в сочетании с 
описанным нами подходом позволило определять как 
длину массива повторов D4Z4, так и гаплотип интере-
сующего аллеля.

Данный подход может быть реализован в большин-
стве молекулярно-генетических лабораторий, обходя 
сложности, связанные с использованием методик ги-
бридизации по Саузерну и молекулярного комбинга. 
Кроме того, возможна оптимизация данной ПЦР-
системы для количественной ПЦР, что снизит время 
выполнения и трудоемкость анализа.

Выводы

При выполнении данной работы мы сфокусирова-
лись на возможности специфичной амплификации по-
следовательностей повторов D4Z4 хромосомы 4 после 
пульс-электрофоретического разделения ДНК, обрабо-
танной эндонуклеазой EcoRI. В ходе биоинформатиче-
ского анализа выявлены нуклеотидные последователь-
ности, специфичные для хромосомы 4, которые можно 
использовать для дифференцировки между повторами 
D4Z4 4-й и 10-й хромосом. Нам удалось добиться спец-
ифичной амплификации последовательности повторов 
D4Z4 хромосомы 4. В представленной ПЦР-системе ре-
версный праймер ответственен за специфичность, т.к. 
на своем 3’ конце несет последовательность из 3-х ну-
клеотидов, отсутствующую в последовательностях по-
второв D4Z4 хромосомы 10. Кроме того, подобранные 
условия пульс-электрофореза, позволяющие сохранить 
качество ДНК, пригодное для последующего ее исполь-
зования в ходе ПЦР, а также сократить продолжитель-
ность этого этапа до 3,5 часов в отличие от стандартных 
16-18 часов, являются уникальными. Оптимизация ус-
ловий ПЦР позволила использовать в качестве матри-
цы непосредственно фрагменты пульс-электрофо- 
резного агарозного геля, избегая стадии выделения ДНК 
из геля. Секвенирование ПЦР-продуктов подтвержда-
ет специфическую амплификацию.
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