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Ïðîêñèìàëüíàÿ ñïèíàëüíàÿ ìûøå÷íàÿ àòðîôèÿ (ÑÌÀ) — îäíî èç íàèáîëåå òÿæåëûõ íåéðîìûøå÷íûõ çàáîëåâàíèé ñ àóòî-
ñîìíî-ðåöåññèâíûì òèïîì íàñëåäîâàíèÿ. Ãåí ÑÌÀ êàðòèðîâàí íà õðîìîñîìå 5 â ëîêóñå 5q12.2-q13.3 è êîäèðóåò áåëîê âû-
æèâàåìîñòè ìîòîíåéðîíîâ — Survival Motor Neuron. Ãåí SMN èìååò öåíòðîìåðíóþ (SMNc) è òåëîìåðíóþ êîïèè (SMNt). Ê âîç-
íèêíîâåíèþ ïðîêñèìàëüíûõ ÑÌÀ ïðèâîäÿò ìóòàöèè â òåëîìåðíîé êîïèè ãåíà SMNt. Ðàçðàáîòàíà è âíåäðåíà â ïðàêòè÷åñêóþ
äåÿòåëüíîñòü ÔÃÁÍÓ «ÌÃÍÖ» íîâàÿ êîëè÷åñòâåííàÿ ìåòîäèêà àíàëèçà ÷èñëà êîïèé ãåíîâ ëîêóñà 5q13 — SMNt, SMNc, NAIP,
GTF2H2 è RAD17 íà îñíîâå ìóëüòèïëåêñíîé ïðîáà-çàâèñèìîé ëèãàçíîé ðåàêöèè ñ ïîñëåäóþùåé àìïëèôèêàöèåé. Ïðîâåäåíà
äèàãíîñòèêà íîñèòåëüñòâà äåëåöèè SMNt ó 432 îáðàòèâøèõñÿ.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: ñïèíàëüíàÿ ìûøå÷íàÿ àòðîôèÿ, êîëè÷åñòâåííûé àíàëèç, ìåäèöèíñêàÿ òåõíîëîãèÿ

Ââåäåíèå

Ïðîêñèìàëüíàÿ ñïèíàëüíàÿ ìûøå÷íàÿ àòðîôèÿ
(ÑÌÀ) — îäíî èç íàèáîëåå òÿæåëûõ íåéðîìûøå÷íûõ
çàáîëåâàíèé ñ àóòîñîìíî-ðåöåññèâíûì òèïîì íàñëåäî-
âàíèÿ. Êëèíè÷åñêèå ïðîÿâëåíèÿ çàáîëåâàíèÿ õàðàêòå-
ðèçóþòñÿ ïðîãðåññèðóþùèìè ñèìïòîìàìè âÿëîãî ïàðà-

ëè÷à âñëåäñòâèå äåãåíåðàöèè �-ìîòîíåéðîíîâ ïåðåäíèõ
ðîãîâ ñïèííîãî ìîçãà. Âûäåëÿþò ÷åòûðå êëèíè÷åñêèõ
òèïà çàáîëåâàíèÿ íà îñíîâå ðàçëè÷èé â âîçðàñòå íà÷àëà,
òÿæåñòè òå÷åíèÿ è ïðîäîëæèòåëüíîñòè æèçíè. Ýòè òèïû
ÑÌÀ ÿâëÿþòñÿ àëëåëüíûìè ãåíåòè÷åñêèìè âàðèàíòàìè,
ðàçâèòèå êîòîðûõ îáóñëîâëåíî ìóòàöèÿìè â ãåíå SMN.
Ãåí êàðòèðîâàí íà õðîìîñîìå 5 â ëîêóñå 5q12.2-q13.3 è
èìååò öåíòðîìåðíóþ (SMNc) è òåëîìåðíóþ êîïèè
(SMNt). Ê âîçíèêíîâåíèþ ïðîêñèìàëüíûõ ÑÌÀ ïðèâî-
äÿò ìóòàöèè â òåëîìåðíîé êîïèè ãåíà SMNt, êîòîðûé
ñîñòîèò èç äåâÿòè ýêçîíîâ (1, 2a, 2b, 3—8) è êîäèðóåò áå-
ëîê âûæèâàåìîñòè ìîòîíåéðîíîâ (survival motor neu-
ron). Îñíîâíûì òèïîì ìóòàöèé â ýòîì ãåíå ÿâëÿþòñÿ äå-
ëåöèè ýêçîíîâ 7 è/èëè 8, êîòîðûå âûÿâëåíû ó 95% áîëü-
íûõ. Îñòàëüíûå 5% áîëüíûõ ÿâëÿþòñÿ êîìïàóíä-ãåòå-
ðîçèãîòàìè ïî äåëåöèè â îäíîé êîïèè ãåíà SMNt è òî÷-
êîâîé ìóòàöèè â äðóãîé [1, 2].

Îáíàðóæåíèå äåëåöèè ýêçîíîâ 7 è/èëè 8 â ãîìîçèãîò-
íîì ñîñòîÿíèè ïîçâîëÿåò ïîäòâåðäèòü äèàãíîç ÑÌÀ
ó áîëüíîãî. Îäíàêî ïðè ïðîâåäåíèè ìåäèêî-ãåíåòè÷åñêî-
ãî êîíñóëüòèðîâàíèÿ âîçíèêàåò ïðîáëåìà ðàñ÷åòà ïîâòîð-
íîãî ðèñêà ðîæäåíèÿ áîëüíîãî ðåáåíêà â îòÿãîùåííîé
ñåìüå èëè â íîâîì áðàêå ðîäèòåëåé ïðîáàíäà ñ ïðîêñè-
ìàëüíîé ÑÌÀ. Ýòî òðåáóåò óòî÷íåíèÿ ãåíåòè÷åñêîãî ñòà-
òóñà êîíñóëüòèðóþùèõñÿ, âûÿâëåíèÿ íîñèòåëüñòâà èìè

ìóòàöèè â ãåíå SMNt â ãåòåðîçèãîòíîì ñîñòîÿíèè. Ó÷èòû-
âàÿ çíà÷èòåëüíóþ ÷àñòîòó çàáîëåâàíèÿ, ïðîâåäåíèå àíàëè-
çà íîñèòåëüñòâà ìóòàöèé â ýòîì ãåíå ïîêàçàíî äëÿ âíîâü
ñîçäàííûõ ñóïðóæåñêèõ ïàð. Ïðèíèìàÿ âî âíèìàíèå, ÷òî
ïîêàçàòåëè ÷àñòîòû çàáîëåâàíèÿ â ðàçëè÷íûõ ïîïóëÿöèÿõ
âàðüèðóþò îò 1:6000 äî 1:10 000 íîâîðîæäåííûõ, ìîæíî
ðàññ÷èòàòü, ÷òî ãåòåðîçèãîòíûì íîñèòåëåì ìóòàöèè â ãåíå
SMNt ÿâëÿåòñÿ êàæäûé 40—50 ÷åë. [3]. Ó æèòåëåé Ìîñêîâ-
ñêîãî ðåãèîíà ÷àñòîòà íîñèòåëüñòâà äåëåöèé ãåíà SMNt

ñîñòàâëÿåò 1 íà 36 ÷åë. [4].

Òðàäèöèîííàÿ ìîëåêóëÿðíàÿ äèàãíîñòèêà ÑÌÀ
ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé êà÷åñòâåííóþ äåòåêöèþ äåëåöèè ýê-
çîíîâ 7 è/èëè 8 ãåíà SMNt, êîòîðàÿ íå äàåò âîçìîæíîñòü
âûÿâëÿòü âñåõ íîñèòåëåé ìàæîðíîé ìóòàöèè â ãåíå
SMNt â ãåòåðîçèãîòíîì ñîñòîÿíèè. Ýòî ñâÿçàíî ñ òåì,
÷òî èñïîëüçóåìûé ìåòîä îïðåäåëÿåò íå ÷èñëî êîïèé ãå-
íîâ íà ãåíîì, à ñîîòíîøåíèå ÷èñëà öåíòðîìåðíûõ è òå-
ëîìåðíûõ êîïèé ãåíà SMN. Îòêëîíåíèå äàííîãî ñîîò-
íîøåíèÿ îò åäèíèöû ìîæåò áûòü îáóñëîâëåíî êàê ñíè-
æåíèåì ÷èñëà êîïèé ãåíà SMNt, òàê è óâåëè÷åíèåì ÷èñ-
ëà êîïèé ãåíà SMNc. Îãðàíè÷åíèÿ, âîçíèêàþùèå ïðè
èñïîëüçîâàíèè êà÷åñòâåííûõ ìåòîäîâ äåòåêöèè ãåòåðî-
çèãîòíîãî íîñèòåëüñòâà ìóòàöèé â ãåíå SMNt, ìîãóò ñî-
çäàòü çíà÷èòåëüíûå òðóäíîñòè ïðè ïðîâåäåíèè ìåäè-
êî-ãåíåòè÷åñêîãî êîíñóëüòèðîâàíèÿ îòÿãîùåííûõ ñå-
ìåé. Îòñóòñòâèå óâåðåííîñòè â ñóùåñòâîâàíèè ãåòåðîçè-
ãîòíîãî íîñèòåëüñòâà íå ïîçâîëÿåò:

�ïîäòâåðäèòü äèàãíîç ÑÌÀ ó óìåðøåãî ðåáåíêà,
áèîëîãè÷åñêèé ìàòåðèàë êîòîðîãî íåäîñòóïåí, ðàññ÷è-
òàòü ðèñê ðîæäåíèÿ áîëüíîãî ðåáåíêà â ñåìüå è ïðîâåñ-
òè äîðîäîâóþ äèàãíîñòèêó;



� òî÷íî îïðåäåëèòü ñòàòóñ íîñèòåëüñòâà ìóòàöèè
â ãåíå SMNt ó ïàðòíåðà îáëèãàòíîãî íîñèòåëÿ ïðè âñòóï-
ëåíèè èì â íîâûé áðàê;

� ñôîðìèðîâàòü ãðóïïó áîëüíûõ ñî ÑÌÀ, èìåþùèõ
äåëåöèþ â ãåòåðîçèãîòíîì ñîñòîÿíèè äëÿ ïîèñêà òî÷êî-
âûõ ìóòàöèé â äðóãîé êîïèè ãåíà [5—7].

Ýòè ïðîáëåìû ìîãóò áûòü ðåøåíû ïðè ðàçðàáîòêå
ìåòîäîâ êîëè÷åñòâåííîãî àíàëèçà ÷èñëà êîïèé ãåíîâ
SMNt è SMNc, èñïîëüçîâàíèå êîòîðûõ ïîçâîëèò íå
òîëüêî äèàãíîñòèðîâàòü ÑÌÀ, íî è îïòèìèçèðîâàòü
ïðîöåññ îïðåäåëåíèÿ ãåòåðîçèãîòíîãî íîñèòåëüñòâà, à
òàêæå ïðîâîäèòü òåñòèðîâàíèå äîíîðñêèõ ïîëîâûõ êëå-
òîê ïðè ïðîâåäåíèè ýêñòðàêîðïîðàëüíîãî îïëîäîòâîðå-
íèÿ (ÝÊÎ). Çíà÷èòåëüíàÿ ðàñïðîñòðàíåííîñòü ÑÌÀ
îáóñëîâëèâàåò íåîáõîäèìîñòü ïðîâåäåíèÿ ñêðèíèíãà
äîíîðîâ ñïåðìû è ÿéöåêëåòîê, è â ñëó÷àå âûÿâëåíèÿ íî-
ñèòåëüñòâà, èñêëþ÷àòü åãî èç äàííîé ïðîãðàììû.

Ìàòåðèàëû è ìåòîäû

Â ïåðèîä ñ 10.01.2015 ïî 01.02.2016 â ëàáîðàòîðèþ
ÄÍÊ-äèàãíîñòèêè ÔÃÁÍÓ «ÌÃÍÖ» áûëî íàïðàâëåíî
432 ÷åë. ñ öåëüþ äèàãíîñòèêè íîñèòåëüñòâà ÑÌÀ. Ñðåäè
íèõ 58 ñóïðóæåñêèõ ïàð (116 ÷åë.), ïëàíèðóþùèõ äåòî-
ðîæäåíèå. Èç íèõ 35 ÿâëÿëèñü ðîäèòåëÿìè ðåáåíêà ñ íå-
ïîäòâåðæäåííûì ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷åñêèìè ìåòîäà-
ìè äèàãíîçîì ÑÌÀ, îäíàêî íà ìîìåíò îáðàùåíèÿ áîëü-
íîãî óæå íå áûëî â æèâûõ, è åãî áèîëîãè÷åñêèé ìàòåðè-
àë íå áûë äîñòóïåí. Â 9 ñåìüÿõ îäèí èç ñóïðóãîâ ÿâëÿëñÿ
ðîäèòåëåì áîëüíîãî ðåáåíêà è â 14 ïàðàõ ó îäíîãî èç ñó-
ïðóãîâ áûëè êðîâíûå ðîäñòâåííèêè ñ äèàãíîçîì ÑÌÀ.
Îñòàëüíûå îáðàòèâøèåñÿ ïðîõîäèëè ãåíåòè÷åñêîå îá-
ñëåäîâàíèå â ðàìêàõ ìåðîïðèÿòèé ïî ïëàíèðîâàíèþ ñå-
ìüè, ñ öåëüþ îïðåäåëåíèÿ íîñèòåëüñòâà ÷àñòûõ ðåöåñ-
ñèâíûõ çàáîëåâàíèé, íå èìåÿ áîëüíûõ ðîäñòâåííèêîâ.

ÄÍÊ áûëà âûäåëåíà èç öåëüíîé êðîâè, çàáðàííîé
â ïðîáèðêó ñ àíòèêîàãóëÿíòîì ÝÄÒÀ ñ ïîìîùüþ íàáîðà
ðåàêòèâîâ äëÿ âûäåëåíèÿ Wizard® GenomicDNAPurifi-
cationKit (Promega, USA) ïî ïðîòîêîëó ïðîèçâîäèòåëÿ.

Äëÿ îïðåäåëåíèÿ ÷èñëà êîïèé ãåíà SMNt áûëà ðàçðà-
áîòàíà ñèñòåìà, â îñíîâå êîòîðîé ëåæèò ìóëüòèïëåêñ-
íàÿ ïðîáà-çàâèñèìàÿ ëèãàçíàÿ ðåàêöèÿ ñ ïîñëåäóþùåé
àìïëèôèêàöèåé (Multiplex ligation-dependent probe amp-
lification, MLPA), ïðåäñòàâëåííàÿ âïåðâûå â 2002 ã. êîì-
ïàíèåé-ðàçðàáîò÷èêîì MRC-Holland.

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

Ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïðîá, âõîäÿùèõ â ðåàêöèþ, âû-
áèðàëè ñîãëàñíî áàçå äàííûõ GeneBank. Èñïîëüçîâàíû
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ýêçîíîâ 7,8 ãåíà SMNt, ýêçîíîâ
7,8 ãåíà SMNc, ýêçîíîâ 1,6 ãåíîâ SMN, ýêçîíà 5 ãåíà
NAIP (äâà ôðàãìåíòà), ýêçîíà 4 ãåíà GTF2H2, ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòè ãåíà RAD17, èãðàþùåãî ðîëü èíäèêàòîðà

öåëîñòíîñòè ðåãèîíà 5q13, à òàêæå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
ãåíîâ TBP, B2M, SIRT3 è USP3, âûáðàííûõ â êà÷åñòâå
âíóòðåííèõ êîíòðîëåé (òàáë. 1).

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

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

Ëèãàçíóþ ðåàêöèþ îñóùåñòâëÿëè â ñëåäóþùåì ðå-
æèìå: ïåðâîíà÷àëüíàÿ äåíàòóðàöèÿ ïðè 95°Ñ — 5 ìèí,
çàòåì ëèãèðîâàíèå ïðè 63°Ñ — 3 ÷àñà.

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

ÏÖÐ ïðîâîäèëè ïî ñëåäóþùåé ñõåìå: â 15 ìêë ðåàê-
öèîííîé ñìåñè, ñîäåðæàùåé 1õ ðåàêöèîííûé áóôåð
(67 ìÌTris-HCl, 16,6 ìÌ (NH4)2SO4, 0,01% Twin-20),
0,25 ìêÌ êàæäîãî îëèãîïðàéìåðà, 250 ìêÌ êàæäîãî
äåçîêñèíóêëåîçèäòðèôîñôàòà, 1,5 åäèíèöû òåðìîôèëü-
íîé ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû, äîáàâëÿëè 5 ìêë ëèãàòà.

ÏÖÐ ïðîâîäèëè â ñëåäóþùåì ðåæèìå: ïåðâîíà÷àëü-
íàÿ äåíàòóðàöèÿ ïðè 95°Ñ — 5 ìèí, çàòåì 25 öèêëîâ ñìå-
íû òåìïåðàòóð: 94°Ñ — 2 ñ, òåìïåðàòóðà îòæèãà ïðàéìå-
ðîâ 66°Ñ — 2 ñ, ýëîíãàöèÿ öåïè 72°Ñ — 2 ñ; çàêëþ÷èòåëü-
íàÿ ýëîíãàöèÿ 72°Ñ — 7 ìèí. Äëÿ ïðîâåäåíèÿ ÏÖÐ èñ-
ïîëüçîâàëè ðåæèì òî÷íîé ðåãóëÿöèè.

Ïðîäóêò ðåàêöèè äåòåêòèðîâàëñÿ ìåòîäîì ôðàãìåíòíî-
ãî àíàëèçà íà ïðèáîðå ABIPrism 3130 («AppliedBiosystems»).

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

Äëÿ òî÷íîãî êîëè÷åñòâåííîãî àíàëèçà äàííûå îáðà-
áàòûâàëè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììíîãî îáåñïå÷åíèÿ Coffa-
lyserV8 ïðåäîñòàâëÿåìîãî êîìïàíèåé-ðàçðàáîò÷èêîì
MLPA (http://mrc-holland.com).

Ïîëó÷åííûå ÷èñëîâûå çíà÷åíèÿ ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé
íîðìàëèçîâàííîå îòíîøåíèå BR (balance ratio) ìåæäó
ñîîòíîøåíèåì ïàðàìåòðîâ (ïëîùàäü ïèêà) àíàëèçèðóå-
ìûõ ïðîá ãåíîâ ëîêóñà 5q13 â îáðàçöå ÄÍÊ áîëüíîãî
ÑÌÀ ê ïàðàìåòðàì ðåôåðåíñíûõ ãåíîâ â ýòîì îáðàçöå è
ñîîòíîøåíèåì ïàðàìåòðîâ (ïëîùàäü ïèêà) àíàëèçèðóå-
ìûõ ïðîá ãåíîâ ëîêóñà 5q13 â îáðàçöå ÄÍÊ çäîðîâîãî
êîíòðîëÿ ê ïàðàìåòðàì ðåôåðåíñíûõ ãåíîâ â ýòîì îá-
ðàçöå. Ýòè çíà÷åíèÿ ðàñïðåäåëÿþòñÿ ïî èçâåñòíûì èí-
òåðâàëàì, êîòîðûå ñîîòâåòñòâóþò òîìó èëè èíîìó ÷èñëó
êîïèé ãåíîâ (òàáë. 3).
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Äëÿ îïðåäåëåíèÿ ýôôåêòèâíîñòè è èíôîðìàòèâíî-

ñòè íîâîé ìåäèöèíñêîé òåõíîëîãèè èñïîëüçîâàëñÿ òðà-

äèöèîííûé êà÷åñòâåííûé ìåòîä ïîèñêà äåëåöèé ãåíà

SMN. Äåòåêöèÿ ïðîâîäèëàñü ïî ïðîòîêîëó è ñ èñïîëüçî-

âàíèåì ïðàéìåðîâ, îïèñàííûõ â äèññåðòàöèè Øàãè-

íîé È.À. [7]. Äàííûé ìåòîä çàêëþ÷àåòñÿ â àìïëèôèêà-

öèè ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ôðàãìåíòîâ, ñîîòâåòñòâóþùèõ

ýêçîíàì 7 è 8 ãåíà è ïñåâäîãåíà SMN, ïîñëå ÷åãî ôðàã-

ìåíòû îáðàáàòûâàþòñÿ ýíäîíóêëåàçàìè ðåñòðèêöèè,

ñïåöèôè÷íûìè ê òî÷êàì ðàçëè÷èÿ ãåíà è ïñåâäîãåíà,

÷òî ïîçâîëÿåò ïîëó÷èòü ðàçíèöó äëèí ïðîäóêòà ãåíà è

ïñåâäîãåíà. Ðåçóëüòàòû âèçóàëèçèðóþòñÿ â ïîëèàêðèëà-

ìèäíîì ãåëå (ÏÀÀÃ) è ïî ðàçíîé èíòåíñèâíîñòè ñâå÷å-

íèÿ ïîëîñ, ñîîòâåòñòâóþùèõ SMNt è SMNc ñóäÿò î ïðåä-

ïîëàãàåìîì íàëè÷èè èëè îòñóòñòâèè äåëåöèè â ãåòåðî-

çèãîòíîì ñîñòîÿíèè (ðèñ. 1).
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Òàáëèöà 1
Ïðîáû è óñëîâèÿ ëèãèðîâàíèÿ, ïðèìåíÿâøèåñÿ äëÿ àíàëèçà ÷èñëà êîïèé ãåíîâ ëîêóñà 5q13

Ãåí Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü îëèãîíóêëåîòèäîâ (5'�3') t ëèãè-
ðîâà-
íèÿ

5'-ïðîáà 3'-ïðîáà

TBP GTTCGTACGTGAATCGCGGTACGGTTAGAAGGCCTTG
TGCTCAC

CCACCAACAATTTAGTAGGTAAGTCTGAAAGGATGC
GATCCGATGCCTTCATG

63°Ñ

SIRT3 GTTCGTACGTGAATCGCGGTACGTTTATTATCTGTGGG
TGCTTCAAGTGTTGTTG

GAAGTGGAGGCAGCAGTGACAAGCTTTATAATTGAT
GCGATCCGATGCCTTCATG

USP3 GTTCGTACGTGAATCGCGGTACGTTTATCATTATGAAG
ATGCACAAGTACCTTTAACCAAC

CATAAGAAATCAGAAAAGCAAGATAAAGTTCAGCAC
GTTTATTGATGCGATCCGATGCCTTCATG

B2M GTTCGTACGTGAATCGCGGTACCATATTTACCTTATAT
TTCAATTTATATTGGATGAGTATGCCTGCCGTGTGAAC

CATGTGACTTTGTCACAGCCCAAGGTTTATATTCTTT
TATAATTTATGGATGCGATCCGATGCCTTCATG

SMN Ýêç.7
(ãåí)

GTTCGTACGTGAATCGCGGTACGTGAGCACCTTCCTT
CTTTTTGATTTTGTCTG

P-AAACCCTGTAAGGAAAATAAAGGAAGTTAAAAAAA
ATAGCTC GATGCGATCCGATGCCTTCATG

Ýêç.7
(ï-ãåí)

GTTCGTACGTGAATCGCGGTACGAATGTGAGCACCTT
CCTTCTTTTTGATTTTGTCTA

SMN Ýêç.8
(ãåí)

GTTCGTACGTGAATCGCGGTACGGCCTCCCACCCCC
ACCC

P-CAGTCTTTTACAGATGGTTTTTCAAAATGATGCGA
TCCGATG CCTTCATG

Ýêç.8
(ï-ãåí)

GTTCGTACGTGAATCGCGGTACCTGGCCTCCCACCC
CCACCT

SMN Ýêç.1
(ãåí/ï-ãåí)

GTTCGTACGTGAATCGCGGTACGTCCCGGAGCAGGA
GGATTC

CGTGCTGTTCCGGCGCGGGATGCGATCCGATGCC
TTCATG

SMN Ýêç.6
(ãåí/ï-ãåí)

GTTCGTACGTGAATCGCGGTACCAGTCCAGATTCTCT
TGATGATGCTGATG

CTTTGGGAAGTATGTTAATTTCATGGTACATGAGGAT
GCGATCCGATGCCTTCATG

NAIP Ýêç.5
(ôð.1)

GTTCGTACGTGAATCGCGGTACGGTAAACAGGACACG
GTACAGTGTTTTTC

CTGTGGTGGATGTTTAGGAAATTGGGTTTTCGATGC
GATCCGATGCCTTCATG

NAIP Ýêç.5
(ôð.2)

GTTCGTACGTGAATCGCGGTACCTTTTATTTCTGGAGA
TGATCCTTGGAAGGAACATG

CCAAATGGTTCCCCAAGTAAGTAGATAATTTTTGGAT
GCGATCCGATGCCTTCATG

GTF2H2 Ýêç.4 GTTCGTACGTGAATCGCGGTACGGAATTACATTAAAAT
GTTTGTATAATTTTAACAGAGTATTTGAGCAC

CATGGACAAGTTCGACTTGGAATGGATTCTTCTTTTA
TTTCTATTATTTCGATGCGATCCGATGCCTTCATG

RAD17 GTTCGTACGTGAATCGCGGTACCTTTTATTTCTTTATC
CATCATTTGATGATTTTCTAGAGTGTAGTGG

CGTCTCTACTATTACTGCCACATCATTAGGTGTTTCT
TTTATTTTTCGATGCGATCCGATGCCTTCATG

Òàáëèöà 2
Ïðàéìåðû è óñëîâèÿ àìïëèôèêàöèè ïðèìåíÿâøèåñÿ äëÿ ÏÖÐ-ðåàêöèè â ìåòîäå MLPA

Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïðàéìåðîâ, 5'�3' t îòæèãà

F: GTTCGTACGTGAATCGCGGTAC R:
CATGAAGGCATCGGATCGCATC

66°C

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

0 êîïèé 1 êîïèÿ 2 êîïèè 3 êîïèè 4 êîïèè

Ïîëó÷åííîå îòíîøåíèå 0—0,3 0,3—0,7 0,7—1,3 1,3—1,7 1,7—2,3



Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Âñåì îáðàòèâøèìñÿ çà äèàãíîñòèêîé íîñèòåëüñòâà
áûëî ïðîâåäåíî èññëåäîâàíèå ñ èñïîëüçîâàíèåì ñòàí-
äàðòíîãî êà÷åñòâåííîãî ìåòîäà äèàãíîñòèêè ÑÌÀ
(ðèñ. 1) è ñ ïðèìåíåíèåì íîâîé ìåäèöèíñêîé òåõíîëî-
ãèè (ðèñ. 2).

Ïðè èñïîëüçîâàíèè òðàäèöèîííîãî êà÷åñòâåííîãî
ìåòîäà ñîîòíîøåíèå ÷èñëà êîïèé ãåíà SMNt ê ïñåâäîãå-
íó SMNñ 1:1 áûëî äåòåêòèðîâàíî ó 307 èç 432 îáðàòèâ-
øèõñÿ, ñîîòíîøåíèå 1:2, êîñâåííî ñâèäåòåëüñòâóþùåå î
íàëè÷èè äåëåöèè â ãåòåðîçèãîòíîì ñîñòîÿíèè, —
ó 106 ÷åë. Â 19 ñëó÷àÿõ êà÷åñòâåííûé àíàëèç íà íîñè-
òåëüñòâî áûë íå èíôîðìàòèâåí èç-çà îòñóòñòâèÿ â ãåíî-
òèïå ïðîáàíäà ïñåâäîãåíà SMNc.

Ïðè èñïîëüçîâàíèè íîâîé ìåäèöèíñêîé òåõíîëî-
ãèè «Êîëè÷åñòâåííûé ìåòîä äåòåêöèè ÷èñëà êîïèé ãå-
íîâ ëîêóñà ÑÌÀ» áûëî âûÿâëåíî 123 íîñèòåëÿ äåëåöèè
ãåíà SMNt. Ó 23 ÷åë. óñòàíîâëåíî íàëè÷èå â ãåíîòèïå
îäíîé êîïèè ãåíà è îäíîé êîïèè ïñåâäîãåíà SMNñ è
ïðè èñïîëüçîâàíèè êà÷åñòâåííûõ ìåòîäîâ ó íèõ áûëî
çàðåãèñòðèðîâàíî ñîîòíîøåíèå ÷èñëà êîïèé ãåí/ïñåâ-
äîãåí 1:1. Òàêèì îáðàçîì, èç 123 ðåàëüíûõ íîñèòåëåé
äåëåöèè SMNt — 23 ÿâëÿëèñü «ñêðûòûìè» íîñèòåëÿìè
— äåëåöèþ ãåíà ó íèõ îêàçàëîñü âîçìîæíûì äåòåêòè-
ðîâàòü òîëüêî êîëè÷åñòâåííûìè ìåòîäàìè. Êðîìå òîãî,
ó 6 ÷åë. âûÿâëåíà íå èìåþùàÿ êëèíè÷åñêîé çíà÷èìî-
ñòè äóïëèêàöèÿ ïñåâäîãåíà ïðè íîðìàëüíîì ÷èñëå êî-
ïèé ãåíà SMNt. Ñîîòíîøåíèå ãåí/ïñåâäîãåí ó äàííûõ
ëþäåé ïðè èñïîëüçîâàíèè êà÷åñòâåííîãî ìåòîäà áûëî
1:2, ÷òî, áåç èñïîëüçîâàíèÿ êîëè÷åñòâåííîãî ìåòîäà,
îòíîñèëî áû èõ â ãðóïïó âåðîÿòíûõ íîñèòåëåé ÑÌÀ.
Ñ èñïîëüçîâàíèåì ðàçðàáîòàííîé ìåäèöèíñêîé òåõíî-
ëîãèè óäàëîñü óñòàíîâèòü ñòàòóñ â îòíîøåíèè íîñè-
òåëüñòâà ÑÌÀ è ó òåõ 19 ÷åë., êà÷åñòâåííûé àíàëèç êî-
òîðûõ áûë íå èíôîðìàòèâåí — ó âñåõ èç íèõ çàðåãèñò-
ðèðîâàíî äâå êîïèè ãåíà SMNt è íè îäèí èç íèõ íå ÿâ-
ëÿåòñÿ íîñèòåëåì äåëåöèè.

Ðåçóëüòàòû ñðàâíåíèÿ òðàäèöèîííîãî êà÷åñòâåííîãî
ìåòîäà è íîâîé ìåäèöèíñêîé òåõíîëîãèè «Êîëè÷åñòâåí-
íûé ìåòîä äåòåêöèè ÷èñëà êîïèé ãåíîâ ëîêóñà ÑÌÀ»
â äèàãíîñòèêå íîñèòåëüñòâà ÑÌÀ ïðåäñòàâëåíû â òàáë. 4.

Êàê âèäíî èç òàáëèöû, ïðèìåíåíèå íîâîé ìåäèöèí-
ñêîé òåõíîëîãèè «Êîëè÷åñòâåííûé ìåòîä äåòåêöèè ÷èñ-
ëà êîïèé ãåíîâ ëîêóñà ÑÌÀ» ïîçâîëÿåò ñóùåñòâåííî
ïîâûñèòü òî÷íîñòü è ýôôåêòèâíîñòü äèàãíîñòèêè íîñè-
òåëüñòâà ñïèíàëüíîé ìûøå÷íîé àòðîôèè.

Íåîáõîäèìî îòìåòèòü, ÷òî 100% òî÷íîñòü äèàãíîñòè-
êè ñ èñïîëüçîâàíèåì ìåòîäà êîëè÷åñòâåííîãî MLPA îò-
íîñèòñÿ ê îïðåäåëåíèþ êîëè÷åñòâà êîïèé ãåíà íà ãåíîì.
Îäíàêî 0,1% íîñèòåëåé â ïîïóëÿöèè èìåþò îáå êîïèè
ãåíà SMNt íà îäíîé õðîìîñîìå, ò.å. â öèñ-ïîëîæåíèè —
òàê íàçûâàåìûé ãåíîòèï «2+0». Îíè ÿâëÿþòñÿ íîñèòå-
ëÿìè äåëåöèè, ïîñêîëüêó îäíà èõ õðîìîñîìà 5 íåñåò íà
ñåáå äâå êîïèè ãåíà SMNt, à íà âòîðîé — ãåí SMNt îò-
ñóòñòâóåò. Íà ñåãîäíÿøíèé äåíü íè îäèí ìåòîä íå ïî-
çâîëÿåò ðàçëè÷èòü ãåíîòèïû «2+0» — ñêðûòûé íîñèòåëü,

è «1+1» — íå íîñèòåëü, ïîýòîìó èíôîðìàòèâíîñòü äèà-
ãíîñòèêè íîñèòåëüñòâà ÑÌÀ íå ìîæåò äîñòèãíóòü 100%.

Âïåðâûå â Ðîññèè ðàçðàáîòàíà è âíåäðåíà â ïðàêòè-
êó íîâàÿ êîëè÷åñòâåííàÿ ìåòîäèêà àíàëèçà ãåíîâ ëîêóñà
5q13, îòâåòñòâåííûõ çà ðàçâèòèå ïðîêñèìàëüíîé ÑÌÀ
I—IV òèïîâ, íà îñíîâå ìóëüòèïëåêñíîé ïðîáà-çàâèñè-
ìîé ëèãàçíîé ðåàêöèè ñ ïîñëåäóþùåé àìïëèôèêàöèåé,
ïîçâîëÿþùàÿ îïðåäåëÿòü àáñîëþòíîå ÷èñëî êîïèé ãå-
íîâ SMNc è SMNt.

Íîâàÿ ìåòîäèêà ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíà, äëÿ ñêðè-
íèíãà ãåòåðîçèãîòíîãî íîñèòåëüñòâà ãåíà ïðîêñèìàëü-
íîé ÑÌÀ ó äîíîðîâ, ó÷àñòâóþùèõ â ïðîãðàììå ÝÊÎ, à
òàêæå äëÿ îöåíêè ïîïóëÿöèîííîé ÷àñòîòû íîñèòåëüñòâà
ãåíà ïðîêñèìàëüíîé ÑÌÀ. Ïîêàçàíèÿìè ê èñïîëüçîâà-
íèþ äàííîé òåõíîëîãèè ÿâëÿþòñÿ:

1. Äèàãíîñòèêà ñïèíàëüíîé ìûøå÷íîé àòðîôèè;
2. Äèàãíîñòèêà ãåòåðîçèãîòíîãî íîñèòåëüñòâà ÑÌÀ

ó ðîäñòâåííèêîâ áîëüíîãî;
3. Ñêðèíèíã ãåòåðîçèãîòíîãî íîñèòåëüñòâà ó äîíî-

ðîâ, ó÷àñòâóþùèõ â ïðîãðàììå ÝÊÎ;
4. Îöåíêà ïîïóëÿöèîííîé ÷àñòîòû íîñèòåëüñòâà ÑÌÀ.
Ïðîòèâîïîêàçàíèÿ äëÿ èñïîëüçîâàíèÿ òåõíîëîãèè

«Êîëè÷åñòâåííûé ìåòîä äåòåêöèè ÷èñëà êîïèé ãåíîâ
ëîêóñà ÑÌÀ» îòñóòñòâóþò.

Ê íåäîñòàòêàì äàííîé òåõíîëîãèè ìîæíî îòíåñòè
îòíîñèòåëüíóþ äîðîãîâèçíó èññëåäîâàíèÿ è íåîáõîäè-
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Ðèñ. 1. Ïîèñê íîñèòåëüñòâà äåëåöèè ãåíà SMNt ñ èñïîëüçîâàíèåì
êà÷åñòâåííîãî ìåòîäà.
Ïðåäñòàâëåíû ôðàãìåíòû ýëåêòðîôîðåãðàìì ñ àíàëèçàìè îáðàç-
öîâ ÄÍÊ áîëüíîãî ñïèíàëüíîé ìûøå÷íîé àòðîôèåé (äîðîæêà 4), åãî
ðîäèòåëåé (äîðîæêè 2,3) è çäîðîâîãî êîíòðîëÿ (äîðîæêà 1).
Äåëåöèÿ ðåãèñòðèðóåòñÿ ïðè îòñóòñòâèè ïîëîñû ñîîòâåòñòâóþùåé
äëèíû (äîðîæêà ¹4). Ïðè ñîîòíîøåíèè èíòåíñèâíîñòè ïîëîñ ãåíîâ
SMNt è SMNc 1:2 ðåãèñòðèðóåòñÿ ãåòåðîçèãîòíîå íîñèòåëüñòâî äå-
ëåöèè (äîðîæêè 2, 3). Â ñëó÷àå íîðìû ðåãèñòðèðóåòñÿ ñîîòíîøåíèå
èíòåíñèâíîñòè ïîëîñ ãåíîâ SMNt è SMNc 1:1 (äîðîæêà 1). Ïðè àíà-
ëèçå ñîîòíîøåíèÿ èíòåíñèâíîñòè ïîëîñ ôðàãìåíòîâ ýêçîíà 7
â íîðìå ôðàãìåíò ãåíà SMNt âûãëÿäèò ÿð÷å, ÷åì ïðè ãåòåðîçèãîò-
íîì íîñèòåëüñòâå äåëåöèè, ÷òî ìîæåò áûòü îáóñëîâëåíî ïðåèìóùå-
ñòâåííîé àìïëèôèêàöèåé ôðàãìåíòà, ñîîòâåòñòâóþùåãî ýêçîíó 7
ãåíà SMNt.
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Ðèñ. 2. Ïîèñê íîñèòåëüñòâà äåëåöèè ãåíà SMNt ñ èñïîëüçîâàíèåì êîëè÷åñòâåííîãî ìåòîäà.
Ïðåäñòàâëåí ôðàãìåíòíûé àíàëèç ïðîäóêòà ðåàêöèè MLPA íà ïðèáîðå ABI Prism 3130 («Applied Biosystems») è ðåçóëüòàòû îáðàáîòêè åãî ÷èñ-
ëîâûõ ïàðàìåòðîâ ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû Coffalyser V8. Íà ýëåêòðîôîðåãðàììå ïðåäñòàâëåí ïàòòåðí ñèãíàëîâ, ñîîòâåòñòâóþùèé ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòÿì ãåíîâ TBP, B2M, SMNt (ýêçîíû 7, 8), SMNc (ýêçîíû 7, 8), SMN(t+c) (ýêçîíû 1, 6), NAIP (ýêçîí 5, äâà ôðàãìåíòà), GTF2H2 (ýêçîí
4), RAD17, äëÿ ðàçëè÷íûõ âàðèàíòîâ ãåíîòèïîâ.
Íà äèàãðàììå êàæäûé ñòîëáåö ñîîòâåòñòâóåò àíàëèçèðóåìûì ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿì â ñèñòåìå. Âûñîòà ñòîëáöà õàðàêòåðèçóåò ÷èñëî êîïèé
ñîîòâåòñòâóþùåãî ôðàãìåíòà ÄÍÊ. Äåëåöèè ñîîòâåòñòâóåò äèàïàçîí çíà÷åíèé ïî îñè Y îò 0 äî 0,3, îäíîé êîïèè — îò 0,3 äî 0,7, äâóì êîïèÿì
— îò 0,7 äî 1,3, òðåì êîïèÿì — îò 1,3 äî 1,7, ÷åòûðåì êîïèÿì — 1,7—2,3.
Îáðàçåö n1: äåëåöèÿ ãåíà SMNt â ãîìîçèãîòíîì ñîñòîÿíèè, äåëåöèÿ ãåíà SMNc â ãåòåðîçèãîòíîì ñîñòîÿíèè, äåëåöèÿ ãåíà NAIP â ãåòåðîçè-
ãîòíîì ñîñòîÿíèè. Òÿæåëîå òå÷åíèå çàáîëåâàíèÿ, âðîæäåííàÿ ÑÌÀ.
Îáðàçåö n2: äåëåöèÿ ãåíà SMNt â ãåòåðîçèãîòíîì ñîñòîÿíèè, äåëåöèÿ ãåíà SMNc â ãåòåðîçèãîòíîì ñîñòîÿíèè. Ãåíîòèï «1:1».
Îáðàçåö n3: äåëåöèÿ ãåíà SMNt â ãåòåðîçèãîòíîì ñîñòîÿíèè, äóïëèêàöèÿ ãåíà SMNc.
Îáðàçåö n4: íîðìà.



ìîñòü íàëè÷èÿ ñïåöèàëüíîãî âûñîêîòåõíîëîãè÷íîãî
îáîðóäîâàíèÿ.

Èñïîëüçîâàíèå ýòîãî ìåòîäà äåëàåò áîëåå ýôôåêòèâ-
íûì ìåäèêî-ãåíåòè÷åñêîå êîíñóëüòèðîâàíèå ñåìåé,
â êîòîðûõ íåäîñòóïåí ìàòåðèàë áîëüíîãî ðåáåíêà èëè
âíîâü ñîçäàííûõ ñóïðóæåñêèõ ïàð, â êîòîðûõ îäèí èç
ñóïðóãîâ ÿâëÿåòñÿ îáëèãàòíûì ãåòåðîçèãîòíûì íîñèòå-
ëåì ãåíà ïðîêñèìàëüíîé ÑÌÀ.
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Àâòîðû äåêëàðèðóþò îòñóòñòâèå êîíôëèêòà èíòåðåñîâ.

Carrier screen of spinal muscular atrophy using a new medical technology
«Quantitative detection methods of copy number analysis of SMA locus genes»

Zabnenkova V.V., 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

Spinal muscular atrophy (SMA) is one of the most severe autosomal recessive disorders. SMA gene has been mapped to chromo-
some 5q12.2-q13.3. Gene codes for a survival motor neuron protein (SMN). It has the telomeric and centromeric copies. SMA is
caused by mutation in the telomeric copy of SMN gene (SMNt). New quantitative method of copy number analysis of SMA locus genes
has been developed and introduced into practice at the Research Centre for Medical Genetics. This method is based on Multiplex
Ligase Probe-Amplification. The SMA Carrier screen was carried out in 432 patients.

Key words: spinal muscular atrophy, quantitative analysis, medical technology
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Òàáëèöà 4
Ñðàâíåíèå êà÷åñòâåííîãî ìåòîäà è íîâîé ìåäèöèíñêîé òåõíîëîãèè

«Êîëè÷åñòâåííûé ìåòîä äåòåêöèè ÷èñëà êîïèé ãåíîâ ëîêóñà ÑÌÀ» â äèàãíîñòèêå íîñèòåëüñòâà ÑÌÀ

Êà÷åñòâåííûé
ìåòîä

Íîâàÿ ìåäèöèíñêàÿ òåõíîëîãèÿ «Êîëè÷åñòâåííûé
ìåòîä äåòåêöèè ÷èñëà êîïèé ãåíîâ ëîêóñà ÑÌÀ»

Èññëåäîâàíî îáðàçöîâ 432 432

Âûÿâëåíî íîñèòåëåé èëè ïðîáàíäîâ ñ ñîîòíîøåíèåì
SMNt:SMNc 1:2

106 123

Íåâîçìîæíî îïðåäåëèòü ñòàòóñ 19 0

Ãèïåðäèàãíîñòèêà íîñèòåëüñòâà 6 0

"Ñêðûòîå" íîñèòåëüñòâî 23 0

Èíôîðìàòèâíîñòü äèàãíîñòèêè íîñèòåëüñòâà ÑÌÀ 96% 99,9%

Òî÷íîñòü äèàãíîñòèêè íîñèòåëüñòâà ÑÌÀ 93% 100%


