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Актуальность. В популяции якутов Республики Саха (Якутия) по данным ряда авторов наблюдается значительное накопле-
ние наследственных заболеваний. Частота некоторых заболеваний выше, чем в России и мире. В республике стоит необходи-
мость проведения мероприятий по снижению генетического груза путём проведения скрининга населения. Существующие 
в настоящее время методы генетической диагностики имеют ограничения из-за ресурсозатратности и продолжительного 
времени проведения одного анализа.  Одним из перспективных методов ДНК-диагностики, позволяющим одновременно 
проводить определение нескольких точковых мутаций, является анализ на биочипах, имеющий высокую скорость прове-
дения исследования и высокую достоверность получаемых результатов. 
Цель работы – разработка способа одновременной детекции носительства мутаций частых наследственных заболеваний 
у населения якутской этнической группы с использованием ДНК-биочипа. 
Методы. Для формирования диагностической панели биочипа были проанализированы научная литература и генетиче-
ский регистр наследственных болезней МГЦ НЦМ РБ №1. Синтетические олигонуклеотиды наносились на стеклянную под-
ложку биочипа бесконтактным способом печатающей станцией Perkin Elmer Piezzorray (Perkin Elmer, США). Диагностика на био-
чипе основана на реакции обратной гибридизации и включает два этапа мультиплексной ПЦР с наработкой флуоресцентно-
меченых одноцепочных продуктов с последующей их гибридизацией с мишенями на подложке. Верификация результатов 
генотипирования на биочипе проводилась методами ПЦР-ПДРФ и ПЦР в реальном времени. 
Результаты. Нами разработан ДНК-биочип для выявления мутаций в генах CUL7, NBAS, FAH, DIA1 и GJB2, которые являются причи-
ной возникновения пяти наследственных болезней: 3-М синдрома, SOPH-синдрома, тирозинемии 1 типа, наследственной энзи-
мопенической метгемоглобинемии I типа, наследственной несиндромальной глухоты 1А типа соответственно. Были проведены 
испытания экспериментальных образцов биочипов, а также сравнение полученных данных с результатами ДНК-диагностики 
исследуемых наследственных заболеваний на той же выборке образцов классическими методами. На данный способ диа-
гностики получен Патент РФ «Способ одновременной диагностики наследственных заболеваний» №2627115 от 03.08.2017 г. 
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биочип, синтетические олигонуклеотиды, 3-М синдром, SOPH-синдром, тирозинемия 1 типа, метгемоглобинемия 1 типа, 
несиндромальная глухота 1 типа.
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Background and objectives. High incidence and high prevalence of hereditary diseases in Yakut ethnic group of Republic of 
Sakha (Yakutia) has been reported by several research groups. The incidence of some of the diseases are much higher comparing 
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to data in other regions of Russia and the worldwide.  There is a pressing need for prevention of those diseases through the mass 
genetic screening of population. The methods of genetic diagnostics that are known today are not able to afford the mass screen-
ing due to the high cost and time consumption for a single test. One of promising technologies and methods of DNA diagnostics 
is DNA microarray. It enables researchers to quickly screen large numbers of biological analytes for a variety of purposes includ-
ing disease diagnostics.   
Methods. A Perkin Elmer Piezzorray (Perkin Elmer) microarrayer was used to print oligonucleotide based low-density microarrays 
by non-contact manner for addressing 5 mutations causing 5 frequently occurring diseases  reported from yakut population. The 
assay using developed microarray chip based on reverse hybridization which include two step multiplex PCR reactions with pro-
duction of one-stranded Cy5 labeled-PCR products following its hybridization with oligonucleotide probes. 
Results. In this study we developed a DNA microarray for detection of mutations in genes CUL7, NBAS, FAH, DIA1, GJB2 genes which 
are known to be cause of five very frequently occurring hereditary diseases in republic of Sakha (Yakutia): 3-M syndrome, SOPH-
syndrome, tyrosinemia type 1, methaemoglobinaemia type 1,  nonsyndromic hearing loss and deafness (DFNB1) type 1A respec-
tively. Testing of experimental versions of DNA chips as well as control DNA diagnostic of five hereditary diseases on the same DNA 
samples using PCR with PCR and restriction enzyme analysis and real-time PCR were carried out.
Keywords: inherited diseases, Yakuts, point mutatios, heterozygous carriage, DNA-microarray, diagnostics, synthesized oligonu-
cleotides, 3-M syndrome, SOPH syndrome, tyrosinemia type 1, methaemoglobinaemia type 1,  nonsyndromic hearing loss and 
deafness (DFNB1) type 1A.  
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Введение

В популяции якутов Республики Саха (Якутия) 
наблюдается высокая распространенность на-
следственных заболеваний, которые редко 

встречаются в других популяциях и обусловлены ма-
жорными мутациями в генах [1–3].  Частота встречае-
мости гетерозиготного носительства мутаций, вызы-
вающих данные заболевания у якутов, в зависимости 
от заболевания составляет от 1 до 11 % [2, 15]. В табл. 
1 представлены примеры некоторых редких в мире на-
следственных заболеваний с аутосомно-рецессивным 
типом наследования, выявленных с высокой частотой 
в последние годы в Республике Саха (Якутия). К этим 
заболеваниям относятся:

•	3-M синдром (OMIM #273750), для которого ха-
рактерны дистресс-синдром при рождении, пренаталь-
ная гипоплазия, низкий рост (120-130 см у взрослых), 
лицевые дизморфии, короткая шея, короткая и широ-
кая грудина, брахидактилия, микромелия кистей и 
стоп, выступающие пятки, нормальный интеллект, 
низкая частота рентгенологической патологии кост-
ной системы. В Якутии заболевание встречается с ча-
стотой 10 на 100 000 якутов, вызывается мутацией 

4582_4583insT в гене CUL7. Частота гетерозиготного 
носительства мутации составляет в среднем 3% [4, 5];

•	SOPH-синдром (OMIM #614800), для которого 
характерны низкий рост  (ниже 150 см) с пропорцио-
нальным телосложением, нормальный вес и рост при 
рождении, отставание в росте с 6 месячного возраста, 
брахицефальная форма головы, узкое длинное лицо со 
старческим выражением, маленькие черты лица с лег-
ким экзофтальмом, короткая шея, сниженный тургор 
кожи, старческая дряблая кожа, микромелия верхняя 
и нижняя, широкие стопы, атрофия зрительных не-
рвов, дистрофия колбочек сетчатки, частые простуд-
ные заболевания, пельгеровская аномалия лейкоци-
тов, сохранный интеллект. В Якутии заболевание 
встречается с частотой 9,95 на 100 000 якутов, вызыва-
ется мутацией с.5741G>A в гене NBAS. Частота гетеро-
зиготного носительства мутации составляет в среднем 
1% [6, 7];

•	наследственная энзимопеническая метгемогло-
бинемия 1А типа (OMIM #250800), которая проявля-
ется цианозом кожных покровов и слизистых, одыш-
кой, головной болью, умственной отсталостью. В Яку-
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тии заболевание встречается с частотой 14,9 на 100 000 
якутов, вызывается мутацией с.806С>Т в гене DIA1. Ча-
стота гетерозиготного носительства мутации составля-
ет в среднем 5,5% [8, 9];

•	тирозинемия 1А типа (OMIM #276700), которая 
относится к нарушениям аминокислотного обмена 
(аминоацидопатии) и обусловлена недостаточностью 
фумарилацетонацитат гидролазы, приводящей к тяже-
лой патологии печени и почек. В мире заболевание 
встречается с частотой 1 на 100 000 населения, вызы-
вается мутацией c.1090G>C в гене FAH. Частота гете-
розиготного носительства мутации в Якутии составля-
ет в среднем 1% [10];

•	наследственная несиндромальная глухота 1А ти-
па (OMIM #220290). В якутской популяции заболева-
ние встречается с частотой 16,2 на 100 000 якутов, в ос-
новном вызывается мутацией c.-23+1G>A в гене GJB2. 
Частота гетерозиготного носительства этой мутации 
составляет в среднем 11,7% [11, 12]. 

Учитывая изложенное, важной задачей является 
снижение частоты перечисленных наследственных бо-
лезней путём проведения массового скрининга насе-
ления для выявления гетерозиготных носителей мута-
ций с последующими медико-генетическим консульти-
рованием и пренатальной диагностикой, который уже 
внедрен в Канаде [13]. Такая форма профилактики по-
казала свою эффективность, снизив частоту встреча-
емости β-талассемии, серповидно-клеточной анемии 
на 70% в популяциях Средиземноморья, на 90% забо-
леваемость болезнью Тея-Сакса у еврейского населе-
ния в Соединенных Штатах Америки и в Канаде [14].

Широкое внедрение ДНК-диагностики в медицин-
скую практику будет способствовать улучшению пока-
зателей здоровья и качества жизни населения. В насто-
ящее время для выявления вышеперечисленных ге-
нетических заболеваний используются классические 
методы, основанные на анализе полиморфизма длин 
рестрикционых фрагментов (ПЦР-ПДРФ анализе) и 
полимеразной цепной реакции (ПЦР) в реальном вре-
мени, что является трудоемким и ресурсозатратным. 

 Успешно зарекомендовала себя технология био-
чипов, позволяющая одномоментно проводить анализ 
сразу нескольких точковых мутаций, что намного по-
вышает чувствительность анализа и снижает его тру-
доемкость и стоимость, и дает возможность клинико-
диагностическим лабораториям тестировать десятки 
и сотни образцов одновременно [16, 17].

Для клинических исследований наиболее подхо-
дящим является биочип невысокой плотности. Одним 
из примеров является биочип для выявления наслед-
ственных болезней у евреев-ашкенази  [18, 19]. В Рос-
сии в Институте молекулярной биологии РАН разрабо-

тан ряд биочипов для анализа генетических изменений 
у человека при различных заболеваниях, предназначен-
ных для анализа полиморфизма в генах системы био-
трансформации, ренинангиотензиновой системы и 
генах гемостаза [20]. Группой компаний «Алкор Био» 
была разработана тест-система для выявления мутаций 
в гене CFTR «Муковисцидоз-биочип» [21, 22]. При па-
тентном поиске способов одновременной диагности-
ки частых в популяции якутов наследственных заболе-
ваний: 3-М синдрома, SOPH-синдрома, тирозинемии 
1 типа, наследственной энзимопенической метгемо-
глобинемии I типа, наследственной несиндромальной 
глухоты 1А типа с использованием биочиповых техно-
логий выявлено не было. 

Таким образом, целью нашей работы явилась раз-
работка тест-системы на основе биочипа низкой плот-
ности, позволяющей проводить ДНК-диагностику пя-
ти часто встречающихся моногенных заболеваний у на-
селения Республики Саха (Якутия): 3-М синдрома, 
SOPH-синдрома, тирозинемии 1 типа, наследствен-
ной энзимопенической метгемоглобинемии 1 типа, 
наследственной несиндромальной глухоты 1А типа. 
Использование тест-системы на основе биочипа для 
ДНК-диагностики данных заболеваний предполагает 
проведение двухэтапной ПЦР (с использованием флу-
оресцентно меченых праймеров во второй ПЦР), ги-
бридизацию полученного продукта на подложке, счи-
тывание биочипа на флуоресцентном сканере. 

Была разработана экспериментальная партия био-
чипов для последующего их испытания, а также была 
проведена контрольная ДНК-диагностика исследуе-
мых наследственных заболеваний на той же выборке 
образцов ДНК методами ПЦР-ПДРФ и ПЦР в реаль-
ном времени.

Методы

Для формирования списка мутаций были проана-
лизированы научная литература и «Республиканский 
генетический регистр наследственной и врожденной 
патологии Медико-генетического центра Националь-
ного центра медицины-Республиканской Больни-
цы №1». 

Крепление мишеней на подложке биочипа
Олигонуклеотидные мишени и праймеры для двух 

этапов ПЦР были синтезированы по нашему дизайну 
индустриальным партнером ООО «Вега» группы ком-
паний «Алкор Био».

В качестве подложки биочипа использовалось 
предметное стекло размером 75х25 мм с низким уров-
нем флуоресценции (АпексЛаб, Россия), активиро-
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ванное 3-аминопропил-триэтоксиланом (APTES) и 
модифицированное глутаровым альдегидом (GA) для 
крепления на нем мишеней. В качестве мишеней бы-
ли использованы синтетические олигонуклеотиды, 
модифицированные аминогруппой, комплементар-
ные участкам ампликонов, получаемых в ходе второ-
го этапа ПЦР. Мишени подбирались в соответствии 
с участком ДНК с искомой мутацией, а также с нор-
мальной последовательностью данного гена. После-
довательности мишеней приведены в табл. 2. Мише-
ни наносились на активированную подложку бескон-
тактным способом печатающей станцией Perkin Elmer 
Piezzorray (Perkin Elmer, США) согласно топологиче-
ской схеме (рис. 1а). Буфер для печати готовился на 
основе фосфатного буфера (pH 8) с глицерином (40–
50%) и бромфенолом (0,0001%). Содержание мише-
ней составляло 1–2 пикомоль/мкл. Печать мишеней 
велась согласно технической документации печатаю-

щей станции. На заключительном этапе чипы с нане-
сёнными мишенями обрабатывались 0,1% раствором 
боргидрида натрия (NaBH4) в течение 3 минут при 
комнатной температуре для восстановления связей в 
основании Шиффа от двойных до одинарных – NH-
СH-, что повышает стабильность иммобилизации ми-
шеней на подложке. Один биочип рассчитан на тести-
рование одного образца по пяти мутациям.

Методики крепления мишеней на подложке био-
чипа, а также проведения диагностики на тест-системе 
соответствовали ранее разработанной и запатентован-
ной ООО «Вега» группы компаний «Алкор Био» тест-
системе для выявления мутаций в гене CTFR «Муко-
вицидоз-биочип» [21, 22].

Дизайн праймеров и мишеней
Дизайн мишеней для биочипа был осуществлён с 

учетом классических правил комплементарности таким 

Таблица 1. 

Распространенность редких наследственных заболеваний с аутосомно-рецессивным типом наследования и частота гетеро-
зиготного носительства среди якутов

Название заболевания (OMIM) Распространенность 
среди якутов / в мире 

Ген Мажорная  
мутация

Частота гетерозиготного 
носительства мутации, %

Литературные 
источники

3-М синдром (#273750) 10:100 000 CUL7 4582_4583insT 3 [4, 5]
SOPH-синдром (#614800) 9,95:100 000 NBAS с.5741G>A 1,0 [6, 7]
Наследственная энзимопениче-
ская метгемоглобинемия 1 типа 
(#250800)

14,9:100 000 DIA1 с.806С>Т 5,5 [8, 9]

Тирозинемия 1 типа (#276700) 1:100 000 FAH c.1090G>C 1,0 [10]
Наследственная несиндромаль-
ная глухота 1А типа  (#220290)

16,2:100 000 GJB2 c.-23+1G>A 11,7 [11, 12]

Таблица 2 

Структура мишеней на подложке биочипа

Название Тип мишени Последовательность (5’→3’)

CUL7 Нормальный NH2-CGTCTCAAAAGAAAAAAAAAAAGGTA

CUL7 Мутантный NH2-CGTCTCAAAAGTAAAAAAAAAAAGGTA

NBAS Нормальный NH2-TGGAAGCCCGTAAAGAG

NBAS Мутантный NH2-TGGAAGCCCATAAAGAG

DIA1 Нормальный NH2-AGGAGGAGCCGCTGGTGCTG

DIA1 Мутантный NH2-AGGAGGAGCTGCTGGTGCTG

FAH Нормальный NH2-GCTCCATGTTGGAACTGTCGTGG

FAH Мутантный NH2-GCTCCATGTTGСAACTGTCGTGG

GJB2 Нормальный NH2-CCCGACGCAGGTGAGCCCGC

GJB2 Мутантный NH2-CCCGACGCAGATGAGCCCGC
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образом, чтобы обеспечить специфичное связывание 
(гибридизацию) с флуоресцентно меченным продук-
том, полученным после второго этапа ПЦР. Для дизай-
на праймеров был осуществлен поиск последователь-
ностей заданных генов в базе нуклеотидных последо-
вательностей NCBI (National Center for Biotechnology 
Information, https://www.ncbi.nlm.nih.gov). Из последо-
вательностей генов были отобраны участки, фланки-
рующие область с предполагаемой мутацией. В каждой 
паре праймер, содержащий флуоресцентную метку и 
добавляемый в молярном избытке по отношению ко 
второму праймеру, составляющему ту же пару, выби-
рался из той цепи, последовательность которой ком-
плементарна последовательностям иммобилизованных 
на биочипе олигонуклеотидных мишеней. Структуры 
праймеров представлены в табл. 3.

Контроль качества смеси праймеров двух 
этапов ПЦР
Контроль качества смеси праймеров первого эта-

па ПЦР проводился методом проведения первой ре-
акции амплификации отдельно с положительным и 
отрицательным контролями (в роли последнего ис-
пользовалась вода) и электрофоретическим разде-
лением продуктов в 3% агарозном геле. Результаты 
электрофореза анализировались с использованием 
гель-документирующей станции (BioRad, США). Кри-
териями качества являлись: ожидаемый размер про-
дукта ПЦР соответствовал исследуемым генам, отсут-
ствие сигналов в отрицательном контроле.

Для проведения контроля качества смеси прайме-
ров второго этапа ПЦР был включен процесс гибри-
дизации, состоящий из двух этапов: амплификации 
и гибридизации, согласно схеме проведения ДНК-
диагностики на тест-системе. Контроль качества опи-
рался на следующие критерии: 1) для положитель-
ного контроля все сигналы в поле нормального типа 
должны присутствовать, за исключением гомозигот-
ной мутации, где сигнал присутствует только в поле 
мутации; 2) для отрицательного контроля не должно 
быть положительных сигналов, кроме сигналов кон-
трольной полосы.

Схема проведения диагностики  
на тест-системе
1. Отбор проб.
В качестве биологического материала использо-

валась геномная ДНК, выделенная классическим ме-
тодом хлороформной экстракции из венозной крови. 
Также допускается использование пятна сухой кро-
ви на фильтровальной бумаге и буккального соскоба.

2. Синтез меченых зондов.
 Синтез меченых зондов для формирования гибри-

дов с мишенями производился посредством двух ста-
дий мультиплексной ПЦР с использованием пяти пар 
праймеров, позволяющих амплифицировать участки 
ДНК, содержащие сайты мутаций, ответственных за 
развитие всех пяти заболеваний (табл. 3). Использо-
ваны буфер для ПЦР с 3 мМ Мg2+ и 0,2 мМ каждого 
dNTP – 107 мкл, HS Taq-ДНК-полимераза – 2,8 мкл 

Рис. 1. Схема биочипа и сканированное изображение продуктов гибридизации на образце нормального типа. Обозначения: а – топологиче-
ская схема биочипа; 1 – набор 5 мишеней в дубликатах нормального типа; 2 – набор 5 мишеней в дубликатах мутантного типа, 3 – набор кон-
трольных мишеней; 4 – мишени для детекции мутации 4582insT в гене CUL7 (нормальный и мутантный тип); 5 – мишени для детекции мутации 
5741G/A в гене NBAS (нормальный и мутантный тип);  6 – мишени для  детекции мутации  1090G>C в гене FAH (нормальный  и мутантный тип); 7 
– мишени для детекции мутации  P269L  в гене DIA1 (нормальный и мутантный тип); 8 – мишени для детекции мутации  IVS1+1G>A в гене GJB2 
(нормальный и мутантный тип); б – сканированное изображение продуктов гибридизации образца дикого типа.
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(все реактивы от Евроген, Россия), тестируемая ге-
номная ДНК – 10 мкл. Реакции проводились в следу-
ющем режиме: предварительная денатурация при 96°С 
15 мин, затем 40 циклов амплификации по следующей 
схеме: 96°С 2 сек, 64°С 10 сек, 72°С 5 сек. Второй этап 
ПЦР проводился в реакционной смеси того же соста-
ва, но с избытком праймеров для преимущественной 
наработки флуоресцентно меченого одноцепочного 
ПЦР-продукта. Флуоресцентное мечение происходи-
ло на втором этапе ПЦР в амплификации одноцепоч-
ных фрагментов ДНК с флуоресцентной меткой. В ка-
честве флуоресцентной метки использовался краситель 
CY5-dUTP.  Матрицей являлся ПЦР-продукт перво-
го этапа ПЦР.

3. Проведение реакции гибридизации.
 Одноцепочные, флуоресцентно меченые продукты 

второго этапа ПЦР наносились на поверхность биочи-
па для формирования гибридов, специфично связан-
ных ковалентной связью комплементарных участков 
ампликона и мишеней на биочипе с использованием 
10 мл гибридизационного буфера (1М GuSCN, 50 мМ 
HEPES, рН 7,5, 5 мМ ЭДТА, рН 7,0; ООО «АлкорБио», 
Россия). Биочип был помещен в гибридизационную 
камеру, затем в камеру были внесены 4 мл гибридиза-
ционного буфера, содержащего амплификат второго 
этапа ПЦР. Реакция происходила в условиях водяной 
бани при температуре 49◦С в течение 1 часа. После ги-
бридизации биочип промывался в деионизированной 
воде для удаления неспецифично связанных продук-
тов, затем сушился при комнатной температуре. 

4. Обработка результатов анализа.
Визуализация флуоресцентных сигналов с гибри-

дизованных на биочипе ампликонов производилась на 
сканере Scan Ri, (Perkin Elmer, США). 

5. Интерпретация результатов. 
Для анализа результатов использовался персональ-

ный компьютер с программой, разработанной произ-
водителем сканера, с индивидуально заданными па-
раметрами. Для снижения вероятности ошибки поле 
анализа представлено на биочипе в четырех повто-
рах. В схеме мишеней обозначены (рис. 1): 1 – поле, 
содержащее мишени дикого типа, 2 – поле, содержа-
щее мишени нормы, 3 – контрольная полоса, 4 – 3-М 
синдром, 5 – SOPH-синдром, 6 – метгемоглобинемия 
1 типа, 7 – наследственная несиндромальная глухота 
1А типа, 8 – тирозинемия 1  типа. При этом все мише-
ни нанесены в вертикальных дублях. 

Проведение контрольной ДНК-диагностики на 
наличие искомых мутаций методами ПЦР-ПДРФ 
и ПЦР с регистрацией сигнала в конечной точке
Для подтверждения достоверности результатов, по-

лученных в ходе тестирования партии изготовленных 
биочипов, был проведен анализ методом ПЦР с ре-
стрикционным анализом и детекцией методом гель-
электрофореза на наличие мутаций, вызывающих ти-
розинемию 1А типа, метгемоглобинемию 1 типа и 
несиндромальную глухоту 1А типа. Праймеры были 
закуплены у компании «Евроген», были использованы 
эндонуклеазы рестрикции HpyCH4, Alu I, Hph I (Хе-

Таблица 3 

Последовательности праймеров для первого и второго этапов ПЦР

Название заболевания Последовательность праймеров для 1 этапа ПЦР Последовательность праймеров для 2 этапа ПЦР

3-М синдром  F CCCTCAGCTTGCAGGTACGTCTGA  F CCCTCAGCTTGCAGGTACGTCTGA

R AAGGATATCCAGGAGGTATGCACT  R Cy5- TCTCCACTGAGTGAGTGATCAGCAT

SOPH-синдром F TTGTTCTAACTCATTAACACTTGCTGAAT  F TTGTTCTAACTCATTAACACTTGCTGAA

R TCTTGAGCTTCGTCTTCTGAGTTTCTT R CY5- GTCTTAATAGCCTTTCT

Наследственная несиндро-
мальная глухота 1А типа

 F CAGGACCCGCCTAGGAGCGCAGGA F CCGCGCTTCCTCCCGACGCAG

R GCCGGGCAACCGCTCTGGGTCTC R CY5-GCCGGGCAACCGCTCTGGGTCTC

Метгемоглобинемия 1 типа  F CCACACGTCAGCTTACCTGGTCTCTC  F TTCGTGAATGAGGAGATGATCCGGG

 R CGTGCCCGGCCCTCAGAAGACGAAGC  R CY5-GGGAAGGCAGGCGTACTGGATCATG

Тирозинемия 1 типа       F GGAGCCAGAAAACTTCGGCTCCATG  F GGAGCCAGAAAACTTCGGCTCCATG

R CCTCACCTGTTATGATGACTTCATC  R CY5- CAGCAGAAACTTCCTGGTCTGACCAT
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ликон, Россия). ПЦР проводилась на амплификаторе 
«C1000 Touch»(BioRad, США) в следующих режимах:

•	выявление мутации 1090G>C  в гене FAH: денату-
рация при 95°С 3 мин, затем 35 циклов по следующей 
схеме: 94°С 30 сек, 53°С 30 сек, 72°С 30 сек, 72°С 5 мин. 

•	выявление мутации P269L в гене DIA1: денатура-
ция при 96°С  2 мин, 32 цикла по следующей схеме: 
96°С 1 мин, 56°С 1 мин,72°С 1 мин, 72°С 30 мин. 

•	выявление мутации IVS1+1G>A в гене GJB2: де-
натурация при 95 °С 3 мин, 34 цикла по следующей схе-
ме: 94 °С 30 сек, 55 °С 30 сек, 72°С 30 сек, 72°С 5 мин. 

Рестрикция проводилась в режиме, соответствую-
щем требованиям и условиям работы каждой рестрик-
тазы. Полученные после рестрикции фрагменты реги-
стрировались методом гель-электрофореза в 4% агароз-
ном геле с использованием аппарата “PowerPack Basic” 
(BioRad, США). Интерпретация результатов электро-
фореза проводилась путем соотнесения длин фрагмен-
тов известным по протоколу значениям.

Для проведения диагностики носительства мутаций, 
вызывающих 3-М синдром и SOPH-синдром, была ис-
пользована ПЦР с регистрацией сигнала в конечной точ-
ке. Для проведения диагностики использовались наборы 
реагентов для генотипирования маркера 4582 insT гена 
CUL7 (3-M синдром) и полиморфного маркера G5741→A 
(R1914H) в 45-м экзоне гена NBAS (SOPH-синдром) 
(Тестген, Россия). Анализ проводился с использова-
нием амплификатора «CFX» (BioRad, США) в соответ-
ствии с протоколом производителя наборов реагентов 
в следующем режиме: первая денатурация 95°С 2 мин, 
40 циклов в режиме: 94°С 10 сек, 60°С 1 мин.

Результаты и обсуждение

С целью изучения распространенности моноген-
ных заболеваний и спектра мутаций в якутской этни-
ческой группе населения Республики Саха (Якутия) 
были проанализированы научная литература и генети-
ческий регистр наследственных болезней МГЦ НЦМ 
РБ №1. На основании результатов генетико-эпиде-
миологических исследований и информации регистра 
были отобраны мутации, отвечающие за возникнове-
ние пяти наиболее распространенных моногенных за-
болеваний с рецессивным типом наследования, кото-
рые были включены в диагностическую панель био-
чипа: 4582_4583insT в гене CUL7, с.5741G>A в гене 
NBAS, с.806С>Т в гене DIA1, c.1090G>C в гене FAH , 
c.-23+1G>A в гене GBJ2, вызывающие 3-М синдром, 
SOPH-синдром, наследственную энзимопеническую 
метгемоглобинемию 1 типа, тирозинемию 1 типа, на-
следственную несиндромальную глухоту 1А типа, соот-
ветственно. Основными критериями отбора являлись 

частота встречаемости (носительства) и тип мутации, 
подходящий по техническим требованиям для созда-
ния биочипа: мутация должна быть точковой.

Тест-система основана на принципе обратной ги-
бридизации флуоресцентно меченых зондов, где ми-
шенью является синтетический олигонуклеотид, а зон-
дом – флуоресцентно меченый продукт [20]. Биочип 
разделен на четыре эквивалентных поля (рис. 1а). Каж-
дое поле содержит пять наборов мишеней: нормаль-
ные аллели, мутантного типа и контрольную поло-
су по мутациям, соответствующим пяти наследствен-
ным заболеваниям: 3-М синдрому (мишени №1, 2), 
SOPH-синдрому (мишени (№3, 4), тирозинемии 1 ти-
па (мишени № 5, 6), наследственной энзимопениче-
ской метгемоглобинемии 1 типа (мишени № 7, 8), на-
следственной несидромальной глухоте 1А типа (мише-
ни № 9, 10) как показано в табл. 2. Мишени в каждом 
поле дублируются.

Изготовленные биочипы, успешно прошедшие 
контроль качества на производственной базе ООО «Ал-
кор Био», были задействованы в испытании и оптими-
зации методики ДНК-диагностики. 

Первоначальными задачами были определение оп-
тимальной концентрации пар праймеров и проведение 
контроля качества смеси праймеров для первого эта-
па ПЦР с использованием электрофоретического раз-
деления продуктов ПЦР. По интенсивности сигналов 
на агарозном геле после электрофореза были выбра-
ны пары праймеров в следующих количествах: CUL7 
(203 п.н.) 0,8 пмоль, NBAS (185 п.н.) 2 пмоль, DIA (220 
п.н.) 0,8 пмоль, GJB2 (284 п.н.) 8 пмоль, FAH (125 п.н.) 
8 пмоль (рис. 2).

Для проверки качества ампликонов проводился 
второй этап биочиповой ДНК-диагностики – гибриди-
зация, при которой комплементарные последователь-
ности ампликонов и генетических маркеров на био-
чипе образуют гибриды, и специфически связанные 
ампликоны с флуоресцентной меткой должны оста-
ваться на слайде и по схеме (рис. 1) должны опреде-
ляться сигналы с каждого ампликона. В качестве при-
мера использовались ПЦР-продукты с мутантными ал-
лелями генов CUL7 и GJB2 (рис. 3 а, б) и образец нормы 
(рис.1 б). На рис. 3 а изображен результат сканирова-
ния с ПЦР продуктом с мутантным аллелем CUL7 (3-
М синдром). Первая полоса на рисунке является по-
лем нормы. Как видно на рисунке, в ней отсутствуют 
первые две точки сверху (по схеме, соответствующие 
точкам нормы для гена CUL7), и справа параллельно 
от него визуализируются две другие точки, топографи-
чески соответствующие отсутствующим аллелям гена 
CUL7. Эти точки являются точками мутантного поля, 
по топологии, соответствующие мутантным аллелям 
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гена CUL7. Аналогичные результаты показаны на ри-
сунке 3к, но уже для мутации в гене GJB2, отвечающей 
за возникновение врожденной глухоты. Согласно ри-
сунку, все точки дают сигнал соответственно их топо-
логическому размещению. 

Таким образом, были утверждены окончательный 
набор пар праймеров по каждой точке, их оптималь-
ная концентрация, а также температурно-временной 
режим постановки ПЦР.

Были проведены апробация тест-системы на об-
разцах ДНК пациентов с известным генотипом из 
банка ДНК МГЦ НЦМ-Республиканская больница 

№1, а также контрольная ДНК-диагностика метода-
ми ПЦР-ПДРФ и ПЦР в реальном времени для ве-
рификации результатов генотипирования. Результа-
ты, полученные методом анализа на биочипе, соот-
ветствовали результатам, полученным классическими 
методами ДНК-диагностики на той же выборке об-
разцов ДНК.  

Разработанный нами способ ДНК-диагностики 
в будущем может стать альтернативным методом выяв-
ления носительства этих редких в мире, но часто встре-
чающихся у якутов наследственных болезней, имею-
щим преимущество перед классическими методами 

Рис. 2. Изображение продуктов ПЦР1 в 2% агарозном геле. Дорожка 1 – Cul7 (0,8 пмоль) 203 п.н.; дорожка 1.1 – Cul7 (2 пмоль) 203 п.н.; дорожка 
2 – NBAS (0,8 пмоль) 185 п.н.; дорожка 2.1 – NBAS (2 пмоль) 185 п.н.; дорожка 3 – DIA1 (0,8 пмоль) 220 п.н.; дорожка 3.1 – DIA1 (2 пмоль) -220 п.н.; 
дорожка 4 – GJB2 (0,8 пмоль) 284 п.н.; дорожка 4.1 – GJB2 (2 пмоль) 284 п.н.; дорожка 4.3 – GJB2 (4 пмоль) 284 п.н.; дорожка 5 – FAH (0,8 пмоль) 125 
п.н.; дорожка 5.1 – FAH (2 пмоль) 125 п.н.; дорожка 5.2 – FAH (4 пмоль) -125 п.н.

Рис. 3. Изображения результатов сканирования биочипов на флуоресцентном сканере. Гомозиготы по мутациям 4582 insT в гене CUL7 (а), 5741G/A 
в гене NBAS (б), P269L в гене DIA1(в), 1090G>C в гене FAH (г), IVS1+1G> A в гене GJB2 (д). Гетерозиготы по мутациям 4582 insT в гене CUL7 (е), 5741G/A 
в гене NBAS (ж), P269L в гене DIA1(з), 1090G> C в гене FAH (и), IVS1+1G> A в гене GJB2 (к).
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Оригинальные исследования

в скорости и затратах ресурсов. Тест-система послу-
жит платформой для решения широкого круга прак-
тических диагностических задач.
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