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Ïîÿñíî-êîíå÷íîñòíàÿ ìûøå÷íàÿ äèñòðîôèÿ (ÏÊÌÄ) òèïà 2L, îáóñëîâëåííàÿ ìóòàöèÿìè â ãåíå ANO5, ïðåèìóùåñòâåííî
ðàñïðîñòðàíåíà â ñåâåðîåâðîïåéñêèõ ñòðàíàõ è â Ôèíëÿíäèè. Äëÿ åâðîïåéñêîé ïîïóëÿöèè èçâåñòíû äâå ìàæîðíûå ìóòàöèè,
êîòîðûå ïðèâîäÿò ê äâóì àëëåëüíûì çàáîëåâàíèÿì: ÏÊÌÄ 2L è ìûøå÷íîé äèñòðîôèè Ìèîøè òèïà 3. Ïðîâåäåí ïîèñê ýòèõ
ìóòàöèé â âûáîðêå 480 áîëüíûõ ÏÊÌÄ èç ðàçëè÷íûõ ðåãèîíîâ ÐÔ. Ìóòàöèÿ c.2272C>T îáíàðóæåíà ó îäíîãî áîëüíîãî â ãîìî-
çèãîòíîì ñîñòîÿíèè è ó ÷åòûð¸õ — â ãåòåðîçèãîòíîì. Ìóòàöèè c.191dupA â âûáîðêå áîëüíûõ íå âûÿâëåíî. Â åäèíè÷íûõ ñëó-
÷àÿõ îáíàðóæåíû ìóòàöèè c.173G>A (p.Arg58Gln) è ñ.412G>T (p.Gly138Stop) â ãåòåðîçèãîòíîì ñîñòîÿíèè; íîíñåíñ-ìóòàöèÿ
ñ.412G>T (p.Gly138Stop) âûÿâëåíà âïåðâûå. Äîëÿ ÏÊÌÄ 2L ñðåäè äðóãèõ ÏÊÌÄ â ÐÔ ñîñòàâëÿåò íå ìåíåå 0,6%, ÷àñòîòà
ÏÊÌÄ 2L â ÐÔ îöåíåíà êàê 1:120000 (äîâåðèòåëüíûé èíòåðâàë — îò 1:20000 äî 1:825000).
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Ââåäåíèå

Ïîÿñíî-êîíå÷íîñòíûå ìûøå÷íûå äèñòðîôèè
(ÏÊÌÄ) — îäíà èç íàèáîëåå ãåòåðîãåííûõ è êëèíè÷å-
ñêèõ ïîëèìîðôíûõ ãðóïï íàñëåäñòâåííûõ çàáîëåâàíèé.
Íà íàñòîÿùèé ìîìåíò âûäåëÿþò áîëåå 30 ðàçëè÷íûõ âà-
ðèàíòîâ, áîëüøèíñòâî èç êîòîðûõ íàñëåäóþòñÿ ïî àóòî-
ñîìíî-ðåöåññèâíîìó òèïó (äî 85%) [1]. Ìíîãèå èç ôîðì
ÏÊÌÄ áûëè âïåðâûå îïèñàíû åùå â XIX âåêå, íî âûäå-
ëåíû â îòäåëüíûå íîçîëîãè÷åñêèå åäèíèöû òîëüêî â òå-
÷åíèå ïîñëåäíèõ äåñÿòèëåòèé, ïîñëå òîãî, êàê áûëè
óñòàíîâëåíû èõ ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷åñêèå ïðè÷èíû.
Îäíîé èç òàêèõ ôîðì ÿâëÿåòñÿ ÏÊÌÄ 2L — àóòîñîì-
íî-ðåöåññèâíîå ìåäëåííî ïðîãðåññèðóþùåå çàáîëåâà-
íèå, õàðàêòåðèçóþùååñÿ àñèììåòðè÷íîé àòðîôèåé ÷å-
òûðåõãëàâîé ìûøöû áåäðà, äâóãëàâîé ìûøöû ïëå÷à è
ñëàáîñòüþ ïðåèìóùåñòâåííî ïðîêñèìàëüíûõ ìûøö
íèæíèõ êîíå÷íîñòåé.

Ñëó÷àè ðàçëè÷íîé ïî êëèíè÷åñêîé òÿæåñòè ìèîïà-
òèè êâàäðèöåïöåâ ðåãèñòðèðîâàëèñü â ëèòåðàòóðå
ñ 1922 ã. [2] è íà ïðîòÿæåíèè âñåãî XX âåêà. Â 2007 ã.
ãðóïïîé àâòîðîâ âî ãëàâå ñ J. Jarry áûëè îáñëåäîâàíû
14 ïàöèåíòîâ èç âîñüìè ñåìåé ôðàíêî-êàíàäñêîãî ïðî-
èñõîæäåíèÿ; ó âñåõ íàáëþäàëèñü êëèíè÷åñêèå ïðîÿâëå-
íèÿ àòðîôèè êâàäðèöåïöåâ, ìûøå÷íàÿ ñëàáîñòü è ìèàë-
ãèè. Íà îñíîâàíèè ãåíåàëîãè÷åñêîãî àíàëèçà è ïîñëåäó-
þùåãî àíàëèçà ñöåïëåíèÿ ïîëèìîðôíûõ ìàðêåðîâ
â ýòèõ ñåìüÿõ áûë êàðòèðîâàí ëîêóñ çàáîëåâàíèÿ íà õðî-
ìîñîìå 11 (11p13-p12) [3], à çàòåì â 2010 áûë èäåíòèôè-
öèðîâàí ãåí ANO5 [4]. Ãåí ñîñòîèò èç 22 ýêçîíîâ è êîäè-
ðóåò áåëîê, ïðåäñòàâëÿþùèé ñîáîé êàëüöèé-àêòèâèðóå-
ìûé õëîðíûé êàíàë (TMEM16E), êîòîðûé ïðèíàäëåæèò
áîëüøîìó ñåìåéñòâó òðàíñìåìáðàííûõ áåëêîâ. Íåêîòî-
ðûå àâòîðû ïîëàãàþò, ÷òî TMEM16E ìîæåò èãðàòü ðîëü
â äèñôåðëèí-çàâèñèìîé ðåïàðàöèè ìåìáðàí ìûøå÷íûõ

êëåòîê [4]. Ïîìèìî ÏÊÌÄ 2L ðåöåññèâíûå ìóòàöèè
â ãåíå ANO5 ÿâëÿþòñÿ ïðè÷èíîé ðàçâèòèÿ äèñòàëüíîé
ìèîïàòèè Ìèîøè òèïà 3. Äîìèíàíòíûå ìóòàöèè â ýòîì
ãåíå ïðèâîäÿò ê ãåíåðàëèçîâàííîìó ñêåëåòíîìó ñèíäðî-
ìó — ãíàòîäèàôèçàðíîé äèñïëàçèè (ÃÄÄ). Äëÿ ðåöåñ-
ñèâíûõ ìóòàöèé ãåíà ANO5 íå îïèñàíî ãåíîôåíîòèïè-
÷åñêèõ êîððåëÿöèé, íî õàðàêòåðíà èçìåí÷èâàÿ ýêñïðåñ-
ñèâíîñòü ôåíîòèïè÷åñêèõ ïðîÿâëåíèé. Ïîýòîìó äàæå
â ïðåäåëàõ îäíîé ñåìüè ìîãóò ñèëüíî âàðüèðîâàòü òÿ-
æåñòü ìûøå÷íîé äèñòðîôèè â çàâèñèìîñòè îò îáúåìà
âîâëå÷åííûõ â ïàòîëîãè÷åñêèé ïðîöåññ ãðóïï ìûøö è
âîçðàñò ìàíèôåñòàöèè, êîòîðûé êîëåáëåòñÿ îò 11 äî
50 ëåò (ñðåäíèé âîçðàñò — 32 ãîäà) [3]. Óðîâåíü êðåàòèí-
ôîñôîêèíàçû ó áîëüíûõ ÷àñòî â íîðìå, ëèáî óìåðåííî
ïîâûøåí (254—6000 Åä/ë, ñðåäíåå çíà÷åíèå —
1290 Åä/ë).

ÏÊÌÄ 2L ïðåèìóùåñòâåííî ðàñïðîñòðàíåíà âî
ôðàíêî-êàíàäñêîé ïîïóëÿöèè è ñåâåðîåâðîïåéñêèõ
ñòðàíàõ. Â ïîïóëÿöèè ôèííîâ ÷àñòîòà ýòîé ôîðìû äî-
ñòèãàåò 2:100000 [5], íà ñåâåðå Âåëèêîáðèòàíèè —
0,26:100000 [6], â Äàíèè — 1:100000 [7]. Â ÐÔ èññëåäîâà-
íèé ÏÊÌÄ 2L äî íàñòîÿùåãî ìîìåíòà íå ïðîâîäèëîñü.

Èñòîðè÷åñêèå äàííûå îá îáøèðíîé àññèìèëÿöèè
ôèííî-óãîðñêèõ íàðîäîâ è íàñåëåíèÿ Ðóñè, íà÷àâøåéñÿ
â XI—XIII ñòîëåòèÿõ íà òåððèòîðèè ñîâðåìåííîé ÐÔ
[8], à òàêæå òåððèòîðèàëüíàÿ áëèçîñòü ÐÔ è Ôèíëÿíäèè
äàþò îñíîâàíèå ïðåäïîëàãàòü íàëè÷èå ãåíåòè÷åñêîãî
ñõîäñòâà ïîïóëÿöèé ðóññêèõ è ôèííîâ, ÷òî áûëî ïîä-
òâåðæäåíî ñðàâíèòåëüíûì àíàëèçîì ãàïëîãðóïï Y-õðî-
ìîñîìû ýòèõ ïîïóëÿöèé [9, 10]. Ïîýòîìó, ìóòàöèè, õà-
ðàêòåðíûå äëÿ æèòåëåé Ôèíëÿíäèè, ìîãóò âñòðå÷àòüñÿ è
ó áîëüíûõ ÏÊÌÄ â ÐÔ. Ìèññåíñ-ìóòàöèÿ c.2272C>T
(p.Arg758Cys) — íàèáîëåå ÷àñòàÿ â ôèíñêîé ïîïóëÿöèè
è ÿâëÿåòñÿ ïðè÷èíîé âîçíèêíîâåíèÿ ÏÊÌÄ 2L â 57%

10

ÎÐÈÃÈÍÀËÜÍÛÅ ÈÑÑËÅÄÎÂÀÍÈß



ñëó÷àåâ [5]. Äðóãîé ìàæîðíîé ìóòàöèåé â åâðîïåéñêîé
ïîïóëÿöèè ÿâëÿåòñÿ c.191dupA (p.Asn64Lysfs), êîòîðàÿ
îáíàðóæèâàåòñÿ áîëåå ÷åì ó 30% áîëüíûõ ÏÊÌÄ 2L,
ïðîæèâàþùèõ íà ñåâåðå Âåëèêîáðèòàíèè è â Ãåðìàíèè
[6], à òàêæå âñòðå÷àåòñÿ ó ôèííîâ è èòàëüÿíöåâ [5, 11].
Îáå ìóòàöèè êëèíè÷åñêè ïðîÿâëÿþòñÿ ëèáî ôåíîòèïîì
ÏÊÌÄ 2L, ëèáî ôåíîòèïîì ìûøå÷íîé äèñòðîôèè Ìè-
îøè òèïa 3.

Öåëüþ ðàáîòû áûëî óñòàíîâëåíèå ÷àñòîòû ÏÊÌÄ 2L
â ÐÔ è âêëàäà ýòîé ôîðìû â ñïåêòð âñåõ ÏÊÌÄ íà îñíî-
âàíèè àíàëèçà äâóõ ÷àñòûõ ìóòàöèé â ãåíå ANO5 c.191du-
pA è c.2272C>T â âûáîðêå áîëüíûõ ÏÊÌÄ èç ÐÔ.

Ìàòåðèàëû è ìåòîäû

Ìàòåðèàëîì äëÿ èññëåäîâàíèÿ ÿâëÿëèñü îáðàçöû
ÄÍÊ, âûäåëåííûå èç ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè 480 íåðîäñò-
âåííûõ áîëüíûõ ñ äèàãíîçîì ïîÿñíî-êîíå÷íîñòíàÿ ìûøå÷-

íàÿ äèñòðîôèÿ, ïðîæèâàþùèõ â ðàçíûõ ðåãèîíàõ ÐÔ. Ðà-
íåå äëÿ ÷àñòè áîëüíûõ èññëåäóåìîé âûáîðêè áûë ïðî-
âåä¸í ïîèñê ìóòàöèé â ãåíàõ, îòâåòñòâåííûõ çà äðóãèå
ôîðìû ÏÊÌÄ, â ðåçóëüòàòå ÷åãî ó 72 áîëüíûõ âûÿâëåíû
ðàçëè÷íûå ìóòàöèè â ãåíå CAPN3 [12], ó 21 — â ãåíå FKRP

[12], ó 18 — â ãåíå LMNA [13], ó 18 — â ãåíå EMD [13],
ó 6 — â ãåíå DMD. Â åäèíè÷íûõ ñëó÷àÿõ îáíàðóæåíû ìóòà-
öèè â ãåíàõ FHL1 [13], SMN, POMT, ZNF9. Íåïîñðåäñò-
âåííûìè îáúåêòàìè èññëåäîâàíèÿ äàííîé ðàáîòû ñòàëè
îáðàçöû ÄÍÊ 340 áîëüíûõ, äëÿ êîòîðûõ äèàãíîç ÏÊÌÄ
íå áûë ïîäòâåðæäåí ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷åñêèìè ìåòîäà-
ìè. Êîíòðîëüíóþ âûáîðêó ñîñòàâèëè 860 îáðàçöîâ ÄÍÊ
áèîáàíêà ëàáîðàòîðèè ÄÍÊ-äèàãíîñòèêè ÔÃÁÍÓ
«ÌÃÍÖ», ïîëó÷åííûõ îò íåîáñëåäîâàííûõ íåðîäñòâåí-
íûõ æèòåëåé ðàçëè÷íûõ ðåãèîíîâ ÐÔ. Çàáîð áèîëîãè÷å-
ñêîãî ìàòåðèàëà (æèäêàÿ êðîâü, ïÿòíà êðîâè íà ôèëüòðå)
ïðîâîäèëñÿ â ïðîöåäóðíûõ êàáèíåòàõ ìåäèêî-ãåíåòè÷å-
ñêèõ êîíñóëüòàöèé ðàçíûõ ðåãèîíîâ ÐÔ ñ èíôîðìèðîâàí-
íîãî ñîãëàñèÿ âñåõ îáñëåäîâàííûõ ëèö, à â ñëó÷àå íåñîâåð-
øåííîëåòèÿ ïàöèåíòîâ — ñ ñîãëàñèÿ èõ ðîäèòåëåé.

Êëèíè÷åñêèé äèàãíîç ÏÊÌÄ óñòàíàâëèâàëñÿ íà
îñíîâàíèè ñëåäóþùèõ êðèòåðèåâ:

�ïðåèìóùåñòâåííîå ïîðàæåíèå ìûøö òàçîâîãî è
ïëå÷åâîãî ïîÿñîâ;

�ïîâûøåíèå óðîâíÿ êðåàòèíôîñôîêèíàçû;

�ïåðâè÷íî-ìûøå÷íûé õàðàêòåð ïîðàæåíèÿ íà
ýëåêòðîíåéðîìèîãðàììå.

Äëÿ èññëåäîâàíèÿ ÷àñòîòû ÏÊÌÄ 2L â ëàáîðàòî-
ðèè ÄÍÊ-äèàãíîñòèêè ÔÃÁÍÓ «ÌÃÍÖ» áûëà ðàçðà-
áîòàíà ìåäèöèíñêàÿ òåõíîëîãèÿ «Ñèñòåìà äåòåêöèè
â îäíîé ïðîáèðêå íàèáîëåå ÷àñòûõ ìóòàöèé ãåíà
ANO5, îòâåòñòâåííîãî çà ïîÿñíî-êîíå÷íîñòíóþ ìû-
øå÷íóþ äèñòðîôèþ 2L òèïà». Ïîèñê ìóòàöèé
c.191dupA è c.2272C>T â ãåíå ANO5 îñóùåñòâëÿëñÿ ìå-
òîäîì ìóëüòèïëåêñíîãî ÏÖÐ-ÏÄÀÔ è ÏÄÐÔ-àíàëè-
çà. Àìïëèôèêàöèþ âñåõ èññëåäóåìûõ ôðàãìåíòîâ
ÄÍÊ ïðîâîäèëè ìåòîäîì ÏÖÐ íà ïðîãðàììèðóåìîì
òåðìîöèêëåðå «Òåðöèê» ôèðìû «ÄÍÊ-òåõíîëîãèÿ»
(Ðîññèÿ) ñ èñïîëüçîâàíèåì ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû Biotaq
(«Áèîìàñòåð») ïî ñòàíäàðòíîìó ïðîòîêîëó. Ïðàéìåðû
è óñëîâèÿ àìïëèôèêàöèè, èñïîëüçóåìûå â äàííîé ðà-
áîòå, ïðèâåäåíû â òàáë. 1 è 2.

Äëÿ äèçàéíà îëèãîíóêëåîòèäíûõ ïðàéìåðîâ èñïîëü-
çîâàíà ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ìÐÍÊ ãåíà ANO5 NCBI Re-
ference Sequence: NM_213599.2. ÏÄÐÔ-àíàëèç àìïëè-
ôèöèðîâàííûõ îáðàçöîâ ÄÍÊ ïðîâîäèëñÿ ïî ïðîòîêîëó
ïðîèçâîäèòåëÿ ñ èñïîëüçîâàíèåì ýíäîíóêëåàçû «HPA
II» ôèðìû «ÑèáÝíçèì» (Ðîññèÿ).

Àíàëèç âñåé êîäèðóþùåé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè è ýê-
çîí-èíòðîííûõ ñîåäèíåíèé ãåíà ANO5 ïðîâîäèëñÿ ìå-
òîäîì ïðÿìîãî àâòîìàòè÷åñêîãî ñåêâåíèðîâàíèÿ ïðî-
äóêòà ÏÖÐ êàê ñ ïðÿìîãî òàê è ñ îáðàòíîãî ïðàéìåðîâ,
íà îñíîâå ôåðìåíòàòèâíîãî ñèêâåíñà ïî Ñåíãåðó ñî-
ãëàñíî ïðîòîêîëó ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ íà ïðèáîðå
ABI Prism 3100 (Applied Biosystems).

Äëÿ îïðåäåëåíèÿ ïðîòÿæ¸ííûõ äåëåöèé/èíñåðöèé
ãåíà ANO5 áûëà èñïîëüçîâàíà ñèñòåìà ìóëüòèïëåêñíîé
ïðîáà-çàâèñèìîé ëèãàçíîé ðåàêöèè ñ ïîñëåäóþùåé àì-
ïëèôèêàöèåé (Multiplex ligation-dependent probe amplifi-
cation, MLPA), ðàçðàáîòàííàÿ ãîëëàíäñêîé êîìïàíèåé
MRC-Holland. Äëÿ ëèãàçíîé ðåàêöèè èñïîëüçîâàëñÿ íà-
áîð SALSA MLPA REAGENT KIT (P 436-A1) [14].

Äàííûå îáðàáàòûâàëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðîãðàì-
ìíîãî îáåñïå÷åíèÿ Coffalyser V8, òàêæå ïðåäîñòàâëÿåìî-
ãî êîìïàíèåé-ðàçðàáîò÷èêîì MLPA [14].

Áèîèíôîðìàòè÷åñêèé àíàëèç êëèíè÷åñêîé çíà÷èìî-
ñòè âûÿâëåííûõ èçìåíåíèé íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòè ïðîâîäèëñÿ ñ èñïîëüçîâàíèåì èíòåðíåò-ðå-
ñóðñîâ MutationTaster, Provean, PolyPhen-2 è NetGene2
[15—18].

Äëÿ ñòàòèñòè÷åñêîé îáðàáîòêè äàííûõ ïðèìåíÿëèñü
ïàêåòû ïðîãðàììû Statistica 6.0.
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Òàáëèöà 1
Ïðàéìåðû è óñëîâèÿ àìïëèôèêàöèè,

ïðèìåíÿâøèåñÿ äëÿ àíàëèçà äâóõ ÷àñòûõ ìóòàöèé c.191dupA è c.2272C>T â ãåíå ANO5

Ôðàãìåíò Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïðàéìåðîâ, 5'�3' t îòæèãà [MgCl2], mÌ

ANO5 191 F: GTCATTTATGTCTCCTGCAGTTTC
58°Ñ 4

R: CCCATCTCGGAAGAAGATAGAATC

ANO5 2272 F: GGTACTGAGAGATGTACAAATCAGAC
58°Ñ 4

R: ÑATTTGTTGAGTAAGCATAGTAGTAAACTAGCC
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Òàáëèöà 2

Ïðàéìåðû è óñëîâèÿ àìïëèôèêàöèè, ïðèìåíÿâøèåñÿ äëÿ àíàëèçà ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ãåíà ANO5

Ôðàãìåíò Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïðàéìåðîâ, 5'�3' t îòæèãà [MgCl2], mÌ

ANO5

Ex.1

F: GACCGGGTCGAGTGGAAGTAC
62°Ñ 4

R: GGCAGCCAGCCTGGCTCTC

ANO5

Ex.2

F: GACTTTTGAATATGTTCTGATCAGTGGC
62°Ñ 4

R: GGAACATGGAACTTGCTTTAGCTAC

ANO5

Ex.3

F: CACCCTTTGCTCCACCTGCAC
55°Ñ 2

R: GAACTGGAAAAGAGTATCATCATTGC

ANO5

Ex.4

F: CTGTAATTCTGGGCAGGAAGTGC
62°Ñ 4

R: CCACTGCAGCCATTCAGAGC

ANO5

Ex.5

F: GTTGCTGAAAACTCTGGTTATTTGTC
62°Ñ 4

R: GTAACACTTCAGGGCCTCTCAC

ANO5

Ex.6

F: GTATATTGAATCTGTCAATACTGAGC
64°Ñ 4

R: GAGTCTATCCAGGCAAAGGC

ANO5

Ex.7

F: CTCAATAACAAACTGATCAGTAAGC
62°Ñ 4

R: CTCGTATTTGAAGGGATGTGC

ANO5

Ex.8

F: GAAAGAAATGTGGAAAGCATAAAGTTC
62°Ñ 4

R: GCAACTGAAGTAAAGGAAGATTCTCTC

ANO5

Ex.9

F: GAACAGCAGTGTTTATTTACTTCGTC
62°Ñ 4

R: CACATTATCAAGTTTTAATTGGTCTGATC

ANO5

Ex.10

F: GGCTCCAGACTATAACATTCTTCC
62°Ñ 4

R: GCACAAGATAAAGATGTTTTCTCTATC

ANO5

Ex.11-12

F: GGACTTTTACCTAAACACCTATCAC
62°Ñ 4

R: CATTTGGTATGTAAGATATTTCATCTGTC

ANO5

Ex.13

F: GTGAACCATCCTGCAACCAAAG
62°Ñ 4

R: GCAGTGTGTCCATTGAGATATGC

ANO5

Ex.14

F: GGCTCTGTGATATTGACTAGTGC
62°Ñ 4

R: CTGTTGAGATAGCTCATTTAATCAC

ANO5

Ex.15

F: CAGAGATACAGAGACCCAAATAGC
62°Ñ 4

R: CTGATCCAAAATAGACATATAGCATC

ANO5

Ex.16

F: GTTCACTTGTCCTAGGGAGTAC
62°Ñ 4

R: GTTGTTAATACTGAGGTATTGAAGCTAC

ANO5

Ex.17

F: GTGTTGCAAAATTCCATCTTTGATC
62°Ñ 4

R: CTTAAACATTTTCTAACAAAGGCACC

ANO5

Ex.18

F: GCTAACACTCTGATTCTCTGATCGC
62°Ñ 4

R: GCTGAAAAACCACTCATTCATGC

ANO5

Ex.19

F: GTGTTCCTGTCTTTCTCCTTCAC
62°Ñ 4

R: GTAAAGATTAAGCATCATTCACATCTC

ANO5

Ex.20

F: GGTACTGAGAGATGTACAAATCAGAC
62°Ñ 4

R: GATTTTTGTTGCCCTAAGAAAATCC

ANO5

Ex.21

F: GAGGTCTCTCTAGTTGAAGCTATAAC
62°Ñ 4

R: GAGGTTACCTTTAGAAATATCTGCC



Ðåçóëüòàòû

Ìåòîäîì ÏÖÐ-ÏÄÐÔ è ÏÄÀÔ-àíàëèçà ïðîàíàëè-
çèðîâàíû îáðàçöû ÄÍÊ 340 íåðîäñòâåííûõ áîëüíûõ
ÏÊÌÄ èç ÐÔ íà íàëè÷èå äâóõ ìóòàöèé â ãåíå ANO5.

Ìóòàöèÿ c.2272C>T îáíàðóæåíà ó 5 áîëüíûõ íà 6 õðîìî-
ñîìàõ. Ó îäíîãî áîëüíîãî ìèññåíñ-ìóòàöèÿ âûÿâëåíà
â ãîìîçèãîòíîì ñîñòîÿíèè, à ó ÷åòûðåõ — â ãåòåðîçèãîò-
íîì. Íà ýëåêòðîôîðåãðàììå ïðîäóêò ÏÖÐ-ÏÄÐÔ-àíà-
ëèçà ïðè íàëè÷èè â îáðàçöå ÄÍÊ áîëüíîãî ìóòàöèè
c.2272C>T â ãåòåðîçèãîòíîì ñîñòîÿíèè ïðåäñòàâëåí íà
äîðîæêå 10 (ðèñ. 1).

Ìóòàöèÿ c.191dupA â âûáîðêå áîëüíûõ íå áûëà îá-
íàðóæåíà.

Íà îñíîâàíèè ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ ìåäèöèí-
ñêàÿ òåõíîëîãèÿ «Ñèñòåìà äåòåêöèè â îäíîé ïðîáèðêå
íàèáîëåå ÷àñòûõ ìóòàöèé ãåíà ANO5, îòâåòñòâåííîãî çà
ïîÿñíî-êîíå÷íîñòíóþ ìûøå÷íóþ äèñòðîôèþ 2L òèïà»
âíåäðåíà â äèàãíîñòè÷åñêóþ ïðàêòèêó ÔÃÁÍÓ
«ÌÃÍÖ».

Íà ñëåäóþùåì ýòàïå ìåòîäîì ïðÿìîãî àâòîìàòè÷å-
ñêîãî ñåêâåíèðîâàíèÿ ïî Ñåíãåðó ó ÷åòûðåõ ãåòåðîçè-
ãîòíûõ íîñèòåëåé ìóòàöèè c.2272C>T ïðîâåäåíî èññëå-
äîâàíèå âñåé êîäèðóþùåé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ãåíà
ANO5. Ó äâóõ áîëüíûõ âûÿâëåíû ìóòàöèè ñ.412G>T
(p.Gly138Stop) è c.173G>A (p.Arg58Gln) â ãåòåðîçèãîò-
íîì ñîñòîÿíèè (ðèñ. 2).

Ó äâóõ äðóãèõ ïðîáàíäîâ, äëÿ êîòîðûõ ñåêâåíèðîâà-
íèå êîäèðóþùåé îáëàñòè è ýêçîí-èíòðîííûõ ñîåäèíå-
íèé ãåíà ANO5 îêàçàëîñü íåðåçóëüòàòèâíûì, áûë ïðî-
âåä¸í ïîèñê ïðîòÿæåííûõ äåëåöèé/èíñåðöèé â ãåíå
ANO5 ìåòîäîì ìóëüòèïëåêñíîé ïðîáçàâèñèìîé ëèãàç-
íîé ðåàêöèè (MLPA). Ãðàôè÷åñêèå ðåçóëüòàòû ïðîâå-
äåííîãî àíàëèçà, ïðåäñòàâëÿþùèå ñîáîé ïàòòåðí ñèãíà-
ëîâ ðàçíîé àìïëèòóäû, õàðàêòåðèçóþùåé ÷èñëî êîïèé
ñîîòâåòñòâóþùåãî ôðàãìåíòà ÄÍÊ, ïðåäñòàâëåíû íà
ðèñ. 3. Ïî èòîãàì êîìïüþòåðíîé îáðàáîòêè óñòàíîâëåíî
îòñóòñòâèå ïðîòÿæåííûõ äåëåöèé/èíñåðöèé ó îáîèõ
ïðîáàíäîâ (ðèñ. 4).

Ïðè èññëåäîâàíèè êîíòðîëüíîé âûáîðêè ìóòàöèÿ
c.2272C>T îáíàðóæåíà ó 5 èç 860 ÷åë. â ãåòåðîçèãîòíîì
ñîñòîÿíèè. Ñëåäîâàòåëüíî, 1 èç 172 æèòåëåé ÐÔ ÿâëÿåò-
ñÿ ïîïóëÿöèîííûì íîñèòåëåì äàííîé çàìåíû, à ÷àñòîòà
ìóòàíòíîãî àëëåëÿ â ïîïóëÿöèè ñîñòàâëÿåò 0,003. Ïîëó-
÷åííàÿ ÷àñòîòà ïîïóëÿöèîííîãî íîñèòåëüñòâà ìóòàöèè
c.2272C>T â ÐÔ ñðàâíèìà ñ ðåçóëüòàòàìè ïîèñêà ýòîé
ìóòàöèè â âûáîðêå áîëüíûõ, ãäå èç 340 îáñëåäîâàííûõ
áîëüíûõ âûÿâëåíî 2 ãåòåðîçèãîòíûõ íîñèòåëÿ èñêîìîé
ìóòàöèé (1:170). Îòñþäà ñëåäóåò, ÷òî ýòè äâîå áîëüíûõ
ÿâëÿþòñÿ ïîïóëÿöèîííûìè íîñèòåëÿìè ìóòàöèè
c.2272C>T.

Òàêèì îáðàçîì, â èññëåäóåìîé âûáîðêå âûÿâëåíî
òðîå áîëüíûõ ÏÊÌÄ 2L. Ïî èòîãàì ðàáîòû äîëÿ ÏÊÌÄ
2L â âûáîðêå áîëüíûõ ÏÊÌÄ ñîñòàâëÿåò íå ìåíåå 0,006
(0,6%). Èñõîäÿ èç ÷àñòîòû ïîïóëÿöèîííîãî íîñèòåëüñò-
âà ìóòàöèè c.2272C>T, îöåíî÷íàÿ ÷àñòîòà ÏÊÌÄ 2L

â ÐÔ ñîñòàâëÿåò íå ìåíåå 1:120000 ñ äîâåðèòåëüíûì èí-
òåðâàëîì îò 1:20000 äî 1:825000.

Â õîäå èññëåäîâàíèÿ ó 50 áîëüíûõ â âûáîðêå
ÏÊÌÄ áûëà îáíàðóæåíà äåëåöèÿ
ñ.2236-20_2236-17delTTTT ñ àëëåëüíîé ÷àñòîòîé 7,4%,
çàðåãèñòðèðîâàííàÿ â áàçå dbSNP (rs765794428) áåç
óêàçàíèÿ àëëåëüíîé ÷àñòîòû è äàííûõ îòíîñèòåëüíî
ïàòîãåííîñòè.. Áèîèíôîðìàòè÷åñêèé àíàëèç ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì èíòåðíåò-ðåñóðñà NetGene2 íå âûÿâèë
êàêèõ-ëèáî çíà÷èìûõ èçìåíåíèé äîíîðíûõ è àêöåï-
òîðíûõ ñàéòîâ ñïëàéñèíãà, ÷òî ïîçâîëÿåò îòíåñòè
ñ.2236-20_2236-17delTTTT ê êàòåãîðèè ïîëèìîðôèç-
ìîâ.
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Ðèñ. 2. Ôðàãìåíòû ðåçóëüòàòîâ ïðÿìîãî àâòîìàòè÷åñêîãî ñåêâåíè-
ðîâàíèÿ îáëàñòè è ýêçîíà 4 (ñâåðõó) è ýêçîíà 7 (ñíèçó) ãåíà ANO5,
ñòðåëêàìè îáîçíà÷åíû ìóòàöèè c.173G>A è ñ.412G>T â ãåòåðîçè-
ãîòíîì ñîñòîÿíèè.

Ðèñ. 1. Ñèñòåìà èäåíòèôèêàöèè äâóõ ÷àñòûõ ìóòàöèé c.191dupA è
c.2272C>T â ãåíå ANO5 ìåòîäîì ÏÖÐ-ÏÄÐÔ-àíàëèçà.
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Ðèñ. 4. Ðåçóëüòàòû îáðàáîòêè ÷èñëîâûõ ïàðàìåòðîâ ôðàãìåíòàðíîãî àíàëèçà ïðîäóêòà ðåàêöèè MLPA ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðîãðàììû Coffalyser V8.

Ðèñ. 3. Ôðàãìåíòíûé àíàëèç ïðîäóêòà ðåàêöèè MLPA íà ïðèáîðå ABI Prism 3130 «AppliedBiosystems»), ãäå N1 — êîíòðîëüíûé îáðàçåö çäîðî-
âîãî ÷åëîâåêà; 60.1 — ïðîáàíä ¹1; 7.1 — ïðîáàíä ¹2; Ê� — îòðèöàòåëüíûé êîíòðîëü



Îáñóæäåíèå

Â ðåçóëüòàòå ïðîâåäåííîãî èññëåäîâàíèÿ â âûáîðêå
áîëüíûõ ÏÊÌÄ èç ÐÔ òðîèì áîëüíûì ìîëåêóëÿðíî-ãå-
íåòè÷åñêèìè ìåòîäàìè óñòàíîâëåí äèàãíîç ÏÊÌÄ 2L
(òàáë. 3).

Ìóòàöèÿ c.2272C>T òàêæå íàéäåíà åùå ó äâóõ áîëü-
íûõ â ãåòåðîçèãîòíîì ñîñòîÿíèè. Ïîèñê ó íèõ âòîðîé
ìóòàöèè âñåìè âîçìîæíûìè ìåòîäàìè ðåçóëüòàòîâ íå
äàë. Òåì íå ìåíåå, íàëè÷èå ó ýòèõ áîëüíûõ ìóòàöèè â ãå-
íå, îòâåòñòâåííîì çà ôîðìèðîâàíèå ÏÊÌÄ, è êëèíè÷å-
ñêîãî ôåíîòèïà ÏÊÌÄ íå èñêëþ÷àëî ñóùåñòâîâàíèÿ
ó íèõ àëëåëüíîé ìóòàöèè â ïðîìîòîðíûõ è ðåãóëÿòîð-
íûõ îáëàñòÿõ ãåíà ANO5. Äëÿ ïîäòâåðæäåíèÿ èëè èñê-
ëþ÷åíèÿ äàííîé ãèïîòåçû ïðîâåä¸í ïîèñê ìèññåíñ-ìó-
òàöèè c.2272C>T â êîíòðîëüíîé âûáîðêå (n = 860). ×àñ-
òîòà íîñèòåëüñòâà ýòîé ìóòàöèè îêàçàëàñü ïðàêòè÷åñêè
èäåíòè÷íîé â âûáîðêå áîëüíûõ (1:170) è êîíòðîëüíîé
(1:172) âûáîðêå. Ñëåäîâàòåëüíî, ñ âûñîêîé ñòåïåíüþ
äîñòîâåðíîñòè ìîæíî óòâåðæäàòü, ÷òî ýòè äâîå áîëüíûõ
ÿâëÿþòñÿ ïîïóëÿöèîííûìè íîñèòåëÿìè âûÿâëåííîé
ìóòàöèè, à ðàçâèòèå ÏÊÌÄ ó íèõ îáóñëîâëåíî èíûì
ìîëåêóëÿðíî — ãåíåòè÷åñêèì äåôåêòîì.

Â Ôèíëÿíäèè, ïî äàííûì êîíñîðöèóìà ïî ñåêâåíè-
ðîâàíèþ ýêçîìîâ EõAC, ÷àñòîòà ïîïóëÿöèîííîãî íîñè-
òåëüñòâà ìóòàöèè c.2272C>T ñîñòàâëÿåò 1 íà 138 — ÷óòü
âûøå, ÷åì â ïîïóëÿöèè ÐÔ (1:172) [19]. ×àñòîòà íîñè-
òåëüñòâà ìóòàíòíîãî àëëåëÿ c.2272Ò â ðîññèéñêîé ïîïó-
ëÿöèè (0,003) ñðàâíèìà ñ òàêîâîé ó ôèííîâ (0,0036), à
ó îñòàëüíûõ åâðîïåéöåâ îíà íà ïîðÿäîê íèæå (0,0004)
[19]. Â ïîïóëÿöèè àçèàòîâ è àôðèêàíöåâ äàííàÿ ìóòàöèÿ
íå âñòðå÷àåòñÿ âîâñå.

Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî ìóòàöèÿ c.191dupA, ðàñïðî-
ñòðàíåííàÿ â åâðîïåéñêîé ïîïóëÿöèè, â âûáîðêå áîëü-
íûõ èç ÐÔ íå íàéäåíà. Åñëè ýòà ìóòàöèÿ è âñòðå÷àåòñÿ
â ïîïóëÿöèè ÐÔ, òî âåñüìà ðåäêî, è ìîãëà áûòü íå îáíà-
ðóæåíà ââèäó íåäîñòàòî÷íîé ÷èñëåííîñòè âûáîðêè
(n = 480).

Íîíñåíñ-ìóòàöèÿ ñ.412G>T (Gly138Stop) â ãåíå
ANO5, îáíàðóæåííàÿ â èññëåäóåìîé âûáîðêå ó îäíîãî
áîëüíîãî, âûÿâëåíà âïåðâûå è ðàíåå â ëèòåðàòóðå è áà-
çàõ äàííûõ (HGMD, dbSNP) îïèñàíà íå áûëà. Ïðîâå-
ðèòü ñåìåéíûé õàðàêòåð ìóòàöèè èëè ïðîèñõîæäåíèå åå
de novo â äàííîì ñëó÷àå îêàçàëîñü íåâîçìîæíî â ñâÿçè
ñ íåäîñòóïíîñòüþ áèîëîãè÷åñêîãî ìàòåðèàëà ðîäèòåëåé
èëè ðîäñòâåííèêîâ ïðîáàíäà.

Íóêëåîòèäíàÿ çàìåíà c.173G>A (p.Arg58Gln) îïèñà-
íà â dbSNP (rs749698519), íî êàêàÿ-ëèáî èíôîðìàöèÿ
îòíîñèòåëüíî åå êëèíè÷åñêîé çíà÷èìîñòè îòñóòñòâóåò.

Ïî äàííûì ExAC, ÷àñòîòà ìóòàíòíîãî àëëåëÿ c.173À
â ïîïóëÿöèè þæíûõ àçèàòîâ ñîñòàâëÿåò 0.00030, â ïîïó-
ëÿöèè ëàòèíîàìåðèêàíöåâ — 0,00009, ñðåäè äðóãèõ ïî-
ïóëÿöèé äàííûé àëëåëü íå âñòðå÷àåòñÿ [19]. Àíàëèç êëè-
íè÷åñêîé çíà÷èìîñòè âûÿâëåííîé íóêëåîòèäíîé çàìå-
íû ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðîãðàìì ïðåäñêàçàíèÿ ïîñëåäñò-
âèé íóêëåîòèäíûõ èçìåíåíèé MutationTaster, Provean,
Sift, PolyPhen-2 ïîêàçàë íåîäíîçíà÷íûå ðåçóëüòàòû îò-
íîñèòåëüíî åå ïàòîãåííîñòè (MutationTaster — disease
causing, Sift — Tolerated, Provean — Neutral, PolyPhen —
probably damaging). Äëÿ óòî÷íåíèÿ êëèíè÷åñêîé çíà÷è-
ìîñòè çàìåíû c.173G>A ïðîâåäåíî ïîïóëÿöèîííîå èñ-
ñëåäîâàíèå êîíòðîëüíîé âûáîðêè 110 íåðîäñòâåííûõ
íåîáñëåäîâàííûõ æèòåëåé ÐÔ (220 õðîìîñîì). Â êîíò-
ðîëüíîé âûáîðêå èñêîìîé çàìåíû íå îáíàðóæåíî, ÷òî
ñâèäåòåëüñòâóåò â ïîëüçó ïàòîãåííîñòè âûÿâëåííîé íóê-
ëåîòèäíîé çàìåíû.

Äîëÿ ÏÊÌÄ 2L â âûáîðêå áîëüíûõ ÏÊÌÄ èç ÐÔ,
êîòîðàÿ â íàøåì ñëó÷àå ñîñòàâèëà íå ìåíåå 0,6%, îêàçà-
ëàñü íèæå, ÷åì â åâðîïåéñêèõ ïîïóëÿöèÿõ. Ó èòàëüÿíöåâ
ýòîò ïîêàçàòåëü ÷óòü âûøå 2%, â Ñàóäîâñêîé Àðàâèè —
3,1%, â Âåëèêîáðèòàíèè — 11,4%, â ïîïóëÿöèè ôèííîâ
— ñàìûé âûñîêèé, èç âñåõ, îïèñàííûõ â ëèòåðàòóðå —
îêîëî 25% [11, 20—22].

Íåîáõîäèìî óòî÷íèòü, ÷òî äîëÿ ÏÊÌÄ 2L â ÐÔ, ïî-
ëó÷åííàÿ â äàííîé ðàáîòå, ðàññ÷èòûâàëàñü òîëüêî íà
îñíîâàíèè àíàëèçà äâóõ «÷àñòûõ» ìóòàöèé ãåíà ANO5 è
ïîñëåäóþùåãî ïîèñêà âòîðîé ìóòàöèè âî âñåé êîäèðóþ-
ùåé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ãåíà ANO5 ó ãåòåðîçèãîòíûõ
íîñèòåëåé îäíîé èç «÷àñòûõ» ìóòàöèé. Ïîýòîìó ýòîò ïî-
êàçàòåëü ÿâëÿåòñÿ îöåíî÷íûì è ìèíèìàëüíûì. Âûÿâ-
ëåííûå â õîäå èññëåäîâàíèÿ ìóòàöèè ñ.412G>T è
c.173G>A, ñîãëàñíî äàííûì ëèòåðàòóðû, äî íàñòîÿùåãî
ìîìåíòà íå âñòðå÷àâøèåñÿ ó ïàöèåíòîâ ñ ÏÊÌÄ â ìèðå,
ñâèäåòåëüñòâóþò î âîçìîæíûõ ðàçëè÷èÿõ ñïåêòðîâ ìóòà-
öèé ãåíà ANO5 ó åâðîïåéöåâ è ðîññèÿí. Ìîæíî ïðåäïî-
ëîæèòü, ÷òî ïðè àíàëèçå âñåé êîäèðóþùåé ïîñëåäîâàòå-
ëüíîñòè ãåíà ANO5 â èññëåäóåìîé âûáîðêå áîëüíûõ ìå-
òîäîì ïðÿìîãî àâòîìàòè÷åñêîãî ñåêâåíèðîâàíèÿ äîëÿ
ÏÊÌÄ 2L áóäåò âûøå.

×àñòîòà ÏÊÌÄ 2L â ÐÔ òàêæå ÿâëÿåòñÿ îöåíî÷íîé
âñëåäñòâèå åå ðàñ÷åòà íà îñíîâàíèè ðåçóëüòàòîâ ïîïóëÿ-
öèîííîãî èññëåäîâàíèÿ âñåãî îäíîé «÷àñòîé» ìóòàöèè
ãåíà ANO5 (c.2272C>T) è ñîñòàâëÿåò íå ìåíåå 1:120000.
Ýòî âûøå, ÷åì â Âåëèêîáðèòàíèè (0,26:100000), ãäå îíà
ÿâëÿåòñÿ òðåòüåé ïî ÷àñòîòå ïîñëå ÏÊÌÄ 2À è ÏÊÌÄ
2I, ñðàâíèìà ñ ÷àñòîòîé ÏÊÌÄ 2L â Äàíèè (1:100000),
íî áîëåå ÷åì â äâà ðàçà íèæå, ÷åì â Ôèíëÿíäèè
(1:50000). Íà íàñòîÿùèé ìîìåíò ñëîæíî ñêàçàòü, ÿâëÿ-
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Òàáëèöà 3
Ãåíîòèïû áîëüíûõ ÏÊÌÄ 2L òèïà â ÐÔ

¹ Íóêëåîòèäíàÿ çàìåíà Àìèíîêèñëîòíàÿ çàìåíà

C257 c.2272C>T / c.2272C>T p.Arg758Cys / p.Arg758Cys

C299 c.2272C>T /ñ.412G>T p.Arg758Cys / p.Gly138Stop



åòñÿ ëè ÏÊÌÄ 2L ïðåâàëèðóþùåé ôîðìîé ÏÊÌÄ
â Ôèíëÿíäèè, òàê êàê â ëèòåðàòóðå íå èìååòñÿ äàííûõ î
ðàñïðîñòðàíåííîñòè äðóãèõ ôîðì ÏÊÌÄ â ýòîì ðåãèî-
íå, íî îíà, î÷åâèäíî, ÿâëÿåòñÿ îäíîé èç íàèáîëåå ÷àñ-
òûõ. Â ÐÔ äâóìÿ ñàìûìè ÷àñòûìè ôîðìàìè ÏÊÌÄ
ïî-ïðåæíåìó îñòàþòñÿ ÏÊÌÄ 2À è 2I, êîòîðûå îáó-
ñëîâëèâàþò 43% è 10% âñåõ ñëó÷àåâ ÏÊÌÄ ñîîòâåòñò-
âåííî [23, 24].

Â îòëè÷èå îò ðÿäà ñåâåðîåâðîïåéñêèõ ñòðàí, ãäå âû-
ñîêóþ ðàñïðîñòðàíåííîñòü ÏÊÌÄ 2L ñâÿçûâàþò ñ èçî-
ëèðîâàííîñòüþ ïîïóëÿöèé è ýôôåêòîì îñíîâàòåëÿ,
â ÐÔ äàííàÿ ôîðìà ÏÊÌÄ âñòðå÷àåòñÿ ðåäêî. Òåì íå
ìåíåå, òåððèòîðèàëüíàÿ è èñòîðè÷åñêàÿ áëèçîñòü ðóñ-
ñêèõ è ôèííîâ, âåðîÿòíî, ñïîñîáñòâîâàëà ðàñïðîñòðà-
íåíèþ «ôèíñêîé» ìóòàöèè c.2272C>Ò, à, ñëåäîâàòåëü-
íî, è ÏÊÌÄ 2L â ÐÔ. Ïîýòîìó äëÿ áîëüíûõ, ó êîòîðûõ
èñêëþ÷åíû äðóãèå, áîëåå ÷àñòûå â ÐÔ, ôîðìû ÏÊÌÄ,
ëèáî èìååòñÿ ÷åòêî âûðàæåííûé ôåíîòèï ÏÊÌÄ 2L
èëè æå ïðîñëåæèâàþòñÿ ôèíñêèå/ñåâåðîåâðîïåéñêèå
êîðíè, ïîèñê ìóòàöèé â ãåíå ANO5 ÿâëÿåòñÿ öåëåñîîá-
ðàçíûì.
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The estimated prevalence of limb-girdle muscular dystrophy 2L in Russian Federation

Bulakh M.V., Ry hkova O.P., Dadaly E.L., Rudenskaya G.E., Polyakov A.V.
Federal State Budgetary Institution «Research Centre for Medical Genetics»,
115409, Moscow, Moskvorechie 1, e-mail: polyakov@med-gen.ru

Limb-girdle muscular dystrophy (LGMD) 2L is caused by mutations in the ANO5 gene and is predominantly distributed in Northern
urope and Finland. There are two major mutations in uropean population: c.191dupA (p.Asn64Lysfs) and c.2272C>T
(p.Arg758Cys), which leading to LGMD 2L and Miyoshi muscular dystrophy, type 3. This two common mutations were analyzed in the
cohort of Russian LGMD patients comprising 480 samples from different areas of Russian Federation. Four patients were heterozy-
gous and one patient was homozygous for the c.2272C>T mutation. The c.191dupA mutation wasn’t found. A c.173G>A (p.Arg58Gln)
mutation and a novel ñ.412G>T (p.Gly138Stop) mutation were identified in heterozygous status in one case each. LGMD 2L accounts
at least 0,6% in a Russian LGMD cohort. The prevalence of LGMD2L in Russian Federation was estimated at least 1:120000 with 95%
confidence intervals of 1:20000 to 1:825000.

Key words: LGMD 2L, muscular dystrophies, disease prevalence, ANO5
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