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Â ðàáîòå ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷åñêîãî èññëåäîâàíèÿ 201 ïðîáàíäà, íàïðàâëåííîãî â ëàáîðàòî-
ðèþ ÄÍÊ-äèàãíîñòèêè ÔÃÁÍÓ «ÌÃÍÖ» äëÿ ïîèñêà ÷àñòûõ ìóòàöèé â ãåíå FXN â ïåðèîä ñ 01.01.2014 ïî 01.03.2016. Äëÿ
ÄÍÊ-äèàãíîñòèêè èñïîëüçîâàëàñü âíåäðåííàÿ â ïðàêòè÷åñêóþ äåÿòåëüíîñòü ÔÃÁÍÓ «ÌÃÍÖ» íîâàÿ ìåäèöèíñêàÿ òåõíîëîãèÿ.
Óñòàíîâëåíî, ÷òî ïðèìåíåíèå äàííîé òåõíîëîãèé äåëàåò áîëåå ýôôåêòèâíûì ìåäèêî-ãåíåòè÷åñêîå êîíñóëüòèðîâàíèå îòÿãî-
ùåííûõ ñåìåé, ïîçâîëÿåò ñ íàèìåíüøèìè âðåìåííûìè è ìàòåðèàëüíî-òåõíè÷åñêèìè çàòðàòàìè ïðîâåñòè ÄÍÊ-äèàãíîñòèêó
àòàêñèè Ôðèäðåéõà (ÀÔ), â òîì ÷èñëå äèàãíîñòèêó íîñèòåëüñòâà äëÿ ðîäñòâåííèêîâ ïðîáàíäà è ïðåíàòàëüíóþ äèàãíîñòèêó
â îòÿãîùåííûõ ñåìüÿõ.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: àòàêñèÿ Ôðèäðåéõà, FXN, ýêñïàíñèÿ, ãåòåðîçèãîòíîå íîñèòåëüñòâî

Ââåäåíèå

ÀÔ — ýòî íåéðîäåãåíåðàòèâíîå çàáîëåâàíèå ñ àóòî-
ñîìíî-ðåöåññèâíûì òèïîì íàñëåäîâàíèÿ. ßâëÿåòñÿ
íàèáîëåå ðàñïðîñòðàíåííîé íàñëåäñòâåííîé àòàêñèåé.
×àñòîòà âñòðå÷àåìîñòè äàííîé áîëåçíè â ðàçëè÷íûõ
ñòðàíàõ ñîñòàâëÿåò 2—7 íà 100 000 íàñåëåíèÿ, ñðåäíÿÿ
÷àñòîòà íîñèòåëüñòâà 1/120 [1, 2].

Ïåðâûå ñèìïòîìû çàáîëåâàíèÿ âîçíèêàþò îáû÷íî
â ïåðâîé-âòîðîé äåêàäå æèçíè. Îíè õàðàêòåðèçóþòñÿ
ñî÷åòàíèåì òèïè÷íûõ íåâðîëîãè÷åñêèõ è ýêñòðàíåâ-
ðàëüíûõ ïðîÿâëåíèé. Ñíà÷àëà ïîÿâëÿåòñÿ àòàêñèÿ ïðè
õîäüáå (íåëîâêîñòü, íåóâåðåííîñòü, ïîøàòûâàíèå, ñïî-
òûêàíèå), çàòåì ïðèñîåäèíÿþòñÿ íàðóøåíèå êîîðäèíà-
öèè â ðóêàõ, èçìåíåíèå ïî÷åðêà, ñëàáîñòü â íîãàõ, äè-
çàðòðèÿ. Ðàííèì è âàæíûì ïðèçíàêîì ÀÔ ÿâëÿåòñÿ èñ-
÷åçíîâåíèå ñóõîæèëüíûõ è íàäêîñòíè÷íûõ ðåôëåêñîâ (â
ïåðâóþ î÷åðåäü àõèëëîâûõ è êîëåííûõ), êîòîðîå çàòåì
ïðèâîäèò ê òîòàëüíîé àðåôëåêñèè. Íàáëþäàþòñÿ íàðó-
øåíèå ãëóáîêîé (ñóñòàâíî-ìûøå÷íîé è âèáðàöèîííîé)
÷óâñòâèòåëüíîñòè, ìûøå÷íàÿ ãèïîòîíèÿ. Ïîñòåïåííî
íàðàñòàþò ìîçæå÷êîâàÿ è ñåíñèòèâíàÿ àòàêñèÿ, ñëà-
áîñòü è àòðîôèÿ ìûøö íîã. Â ïîçäíåé ñòàäèè áîëåçíè
ïàðåçû, àìèîòðîôèè è ðàññòðîéñòâà ãëóáîêîé ÷óâñòâè-
òåëüíîñòè ðàñïðîñòðàíÿþòñÿ íà ðóêè. Áîëüíûå ïåðåñòà-
þò ñàìîñòîÿòåëüíî õîäèòü è îáñëóæèâàòü ñåáÿ. Â ðÿäå
ñëó÷àåâ íàáëþäàþòñÿ íèñòàãì, ñíèæåíèå ñëóõà, àòðîôèÿ
çðèòåëüíûõ íåðâîâ, íàðóøåíèå ôóíêöèé òàçîâûõ îðãà-
íîâ, äåìåíöèÿ (ñëàáîóìèå). Ê ýêñòðàíåâðàëüíûì ïðîÿâ-
ëåíèÿì îòíîñÿòñÿ: êàðäèîìèîïàòèÿ (áîëåå ÷åì ó 90%
áîëüíûõ); ñêåëåòíûå äåôîðìàöèè: ñêîëèîç, «ñòîïà
Ôðèäðåéõà» (âûñîêèé âîãíóòûé ñâîä ñòîïû ñ ïåðåðàçãè-
áàíèåì ïàëüöåâ â îñíîâíûõ ôàëàíãàõ è ñãèáàíèåì â äè-
ñòàëüíûõ), äåôîðìàöèÿ ïàëüöåâ ðóê è íîã; ýíäîêðèííûå

ðàññòðîéñòâà (ñàõàðíûé äèàáåò, ãèïîãîíàäèçì, èíôàí-
òèëèçì, äèñôóíêöèÿ ÿè÷íèêîâ); êàòàðàêòà. ÀÔ õàðàêòå-
ðèçóåòñÿ íåóêëîííî ïðîãðåññèðóþùèì òå÷åíèåì, äëè-
òåëüíîñòü áîëåçíè îáû÷íî íå ïðåâûøàåò 20 ëåò. Íåïî-
ñðåäñòâåííûìè ïðè÷èíàìè ñìåðòè ìîãóò áûòü ñåðäå÷-
íàÿ è ëåãî÷íàÿ íåäîñòàòî÷íîñòü, èíôåêöèîííûå îñëîæ-
íåíèÿ [1—3].

Ãåí ôðàòàêñèíà (FXN), îòâåòñòâåííûé çà ðàçâèòèå
ÀÔ, êàðòèðîâàí â ëîêóñå 9q13-q21.1. Â èíòðîíå 1 ýòîãî
ãåíà ñîäåðæèòñÿ íåñòàáèëüíàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
òðèíóêëåîòèäíûõ ïîâòîðîâ (GAA). Â íîðìå ðåãèñòðè-
ðóåòñÿ îò 7 äî 22 GAA-ïîâòîðîâ, à â 98% ñëó÷àåâ
ó áîëüíûõ ÀÔ íà îáåèõ õðîìîñîìàõ ïðèñóòñòâóåò îò 200
äî 1700 (íàèáîëåå ÷àñòî îò 700 äî 800) GAA-ïîâòîðîâ.
Â îñòàâøèõñÿ 2% ñëó÷àåâ ÀÔ ìîæåò ÿâëÿòüñÿ ðåçóëüòà-
òîì êîìïàóíä-ãåòåðîçèãîòíîãî íîñèòåëüñòâà ýêñïàí-
ñèè è òî÷êîâûõ ìóòàöèé â ãåíå FXN. Ìóòàíòíûå àëëåëè
íåñòàáèëüíû, ÷òî îáû÷íî ïðèâîäèò ê íàðàñòàíèþ ñòå-
ïåíè ýêñïàíñèè (óâåëè÷åíèþ ÷èñëà ïîâòîðîâ) ïðè ïå-
ðåäà÷å îò ðîäèòåëåé ê äåòÿì. Òðóäíîñòè äåòåêöèè ýêñ-
ïàíñèè ñâÿçàíû ñ íåîáõîäèìîñòüþ âèçóàëèçàöèè äëèí-
íîãî (áîëåå 2500 ò.ï.í.) ôðàãìåíòà ÄÍÊ, äëÿ ÷åãî íåîá-
õîäèìî èñïîëüçîâàíèå äîðîãîñòîÿùèõ è òðóäîåìêèõ
ìåòîäîâ ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷åñêîãî àíàëèçà: ÏÖÐ
äëèííûõ ôðàãìåíòîâ (Long-Range PCR) èëè Ñàó-
çåðí-áëîòòèíã [4, 5].

Âûñîêàÿ ÷àñòîòà çàáîëåâàíèÿ, âûñîêèé ãåíåòè÷å-
ñêèé ðèñê â îòÿãîùåííûõ ñåìüÿõ è íàëè÷èå ìàæîðíîé
ìóòàöèè äåëàþò àêòóàëüíîé çàäà÷åé ðàçðàáîòêó äèàãíî-
ñòè÷åñêèõ ñèñòåì ïîèñêà ýêñïàíñèè GAA-ïîâòîðîâ ãåíà
FXN â ãîìî- è ãåòåðîçèãîòíîì ñîñòîÿíèè ñ öåëüþ ñíè-
æåíèÿ ñòîèìîñòè ÄÍÊ-äèàãíîñòèêè è âðåìåííûõ çàòðàò
íà å¸ ïðîâåäåíèå.



Ìàòåðèàëû è ìåòîäû

Â ïåðèîä ñ 01.01.2014 ïî 01.03.2016 ñ èñïîëüçîâàíèåì
íîâîé ìåäèöèíñêîé òåõíîëîãèè èññëåäîâàíû îáðàçöû
ÄÍÊ 201 ÷åëîâåêà, èç íèõ 120 ÷åë. áûëè íàïðàâëåíû íà
äèàãíîñòèêó àòàêñèè, 81 ÷åë. îáñëåäîâàëèñü ñ öåëüþ âû-
ÿâëåíèÿ íîñèòåëüñòâà, èìåÿ áîëüíîãî ðîäñòâåííèêà èëè
ÿâëÿÿñü äîíîðîì ïîëîâûõ êëåòîê äëÿ ýêñòðàêîðïîðàëü-
íîãî îïëîäîòâîðåíèÿ (ÝÊÎ).

ÄÍÊ âûäåëåíà èç öåëüíîé êðîâè, çàáðàííîé â ïðî-
áèðêó ñ àíòèêîàãóëÿíòîì ÝÄÒÀ ñ ïîìîùüþ íàáîðà ðå-
àêòèâîâ äëÿ âûäåëåíèÿ Wizard® Genomic DNA Purifica-
tion Kit (Promega, USA) ïî ïðîòîêîëó ïðîèçâîäèòåëÿ.

Äëÿ äèàãíîñòèêè àòàêñèè Ôðèäðåéõà â ïðàêòèêó
ÔÃÁÍÓ «ÌÃÍÖ» âíåäðåíà ìåäèöèíñêàÿ òåõíîëîãèÿ:
«Ñïîñîá ïîèñêà ýêñïàíñèè GAA-ïîâòîðà ãåíà FXN, îòâåò-
ñòâåííîãî çà àòàêñèþ Ôðèäðåéõà». Äàííàÿ òåõíîëîãèÿ
âêëþ÷àåò â ñåáÿ äâà ýòàïà. Íà ïåðâîì ýòàïå ñ ïîìîùüþ
ìóëüòèïëåêñíîãî ÏÖÐ-ÏÄÀÔ àíàëèçà äåòåêòèðóåòñÿ ýêñ-
ïàíñèÿ â ãîìîçèãîòíîì ñîñòîÿíèè. Íà âòîðîì ýòàïå ìåòî-
äîì ôðàãìåíòíîãî àíàëèçà îñóùåñòâëÿåòñÿ ïîèñê ýêñïàí-
ñèè â ãåòåðîçèãîòíîì ñîñòîÿíèè. Òàêèì îáðàçîì, òåõíîëî-
ãèÿ ïîçâîëÿåò âûÿâèòü ýêñïàíñèþ GAA-ïîâòîðà ãåíà FXN

êàê â ãîìîçèãîòíîì, òàê è ãåòåðîçèãîòíîì ñîñòîÿíèè.

Íà ïåðâîì ýòàïå ïðîèçâîäÿò äåòåêöèþ êîðîòêèõ àë-
ëåëåé ìåòîäîì ìóëüòèïëåêñíîé ÏÖÐ, âêëþ÷àþùåé
ôðàãìåíò ñîîòâåòñòâóþùèé ïðåäñòàâëÿþùåé èíòåðåñ
îáëàñòè èíòðîíà 1 ãåíà FXN, è êîíòðîëüíûé ôðàãìåíò
— ýêçîí 1 ãåíà HBB, â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ ïðîõîæäåíèÿ
àìïëèôèêàöèè.

Äèçàéí ïðàéìåðîâ îñóùåñòâëåí â ëàáîðàòîðèè
ÄÍÊ-äèàãíîñòèêè ÔÃÁÍÓ ÌÃÍÖ, ñèíòåç — â ÇÀÎ
«Åâðîãåí», Ìîñêâà.

Ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïðàéìåðîâ, âõîäÿùèõ â ðåàê-
öèþ, âûáèðàëè ñîãëàñíî áàçå äàííûõ GeneBank. Èñ-
ïîëüçîâàíû ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ãåíà FXN1, ôëàíêèðóþ-
ùàÿ GAA ïîâòîð â èíòðîíå 1, è ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ýê-
çîíà 1 êîíòðîëüíîãî ãåíà HBB (òàáë. 1).

Ðåàêöèîííóþ ñìåñü äëÿ ÏÖÐ ãîòîâèëè ïî ñëåäóþ-
ùåé ñõåìå: â 23 ìêë ñìåñè, ñîäåðæàùåé 1õ ðåàêöèîííûé
áóôåð (67 ìÌ Tris-HCl, 16,6 ìÌ (NH4)2SO4, 0,01%
Twin-20), 0,25 ìêÌ êàæäîãî îëèãîïðàéìåðà, 250 ìêÌ
êàæäîãî äåçîêñèíóêëåîçèäòðèôîñôàòà, 4 mM MgCl2,
1,5 åäèíèöû òåðìîôèëüíîé ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû Biotaq
(«ÁèîÌàñòåð»), äîáàâëÿëè 2 ìêë ÄÍÊ.

ÏÖÐ ïðîâîäèëè ïîä ìèíåðàëüíûì ìàñëîì íà ïðî-
ãðàììèðóåìîì òåðìîöèêëåðå Òåðöèê (ÄÍÊ-òåõíîëîãèÿ,

Ðîññèÿ) â ñëåäóþùåì ðåæèìå: ïåðâîíà÷àëüíàÿ äåíàòó-
ðàöèÿ ïðè 95°Ñ — 5 ìèí, çàòåì 30 öèêëîâ ñìåíû òåìïå-
ðàòóð: 94°Ñ — 2 ñ, òåìïåðàòóðà îòæèãà ïðàéìåðîâ 60°Ñ —
2 ñ, ýëîíãàöèÿ öåïè 72°Ñ — 2 ñ; çàêëþ÷èòåëüíàÿ ýëîíãà-
öèÿ 72°Ñ — 7 ìèí. Äëÿ ïðîâåäåíèÿ ÏÖÐ èñïîëüçîâàëè
ðåæèì òî÷íîé ðåãóëÿöèè.

Ïðîäóêò ðåàêöèè äåòåêòèðîâàëñÿ ìåòîäîì âåðòè-
êàëüíîãî ýëåêòðîôîðåçà â 8% ÏÀÀÃ (ñîîòíîøåíèå àê-
ðèëàìèäà/áèñàêðèëàìèäà 29/1). Ðåçóëüòàòû ýëåêòðîôî-
ðåçà âèçóàëèçèðóþòñÿ ïîñëå îêðàøèâàíèÿ ãåëÿ ðàñòâî-
ðîì áðîìèñòîãî ýòèäèÿ ñ ïîìîùüþ äîêóìåíòèðóþùåé
ñèñòåìû GelDoc ôèðìû BIO-RAD (ÑØÀ) â ÓÔ-èçëó÷å-
íèè ñ äëèíîé âîëíû 312 íì.

Èíòåðïðåòàöèþ ðåçóëüòàòîâ ïðîâîäèëè íà îñíîâà-
íèè äëèí ôðàãìåíòîâ, èäåíòèôèöèðóåìûõ íà ýëåêòðî-
ôîðåçå. Ýëåêòðîôîðåãðàììà ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé íàáîð
ïîëîñ, ñîîòâåòñòâóþùèõ ýêçîíó 1 êîíòðîëüíîãî ãåíà
HBB è íîðìàëüíûì àëëåëÿì ãåíà FXN. Àëëåëü ãåíà FXN,
ñîäåðæàùèé ýêñïàíñèþ òðèíóêëåîòèäíûõ ïîâòîðîâ, íå
àìïëèôèöèðóåòñÿ (ðèñ. 1). Ïî íàëè÷èþ/îòñóòñòâèþ ïî-
ëîñ ñ äëèíàìè, ñîîòâåòñòâóþùèõ íîðìàëüíîé ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòè, ñóäÿò î íàëè÷èè/îòñóòñòâèè àëëåëÿ ñ íîð-
ìàëüíûì ÷èñëîì GAA-ïîâòîðîâ ãåíà FXN â ãåíîòèïå
ïðîáàíäà (òàáë. 2).

Íà âòîðîì ýòàïå èññëåäóþòñÿ îáðàçöû, â êîòîðûõ íå
çàðåãèñòðèðîâàíà ýêñïàíñèÿ â ãîìîçèãîòíîì ñîñòîÿíèè íà
ïåðâîì ýòàïå äèàãíîñòèêè. Äëÿ äåòåêöèè GAA-ýêñïàíñèè
ãåíà FXN â ãåòåðîçèãîòíîì ñîñòîÿíèè ðàçðàáîòàíà òðåõ-
ïðàéìåðíàÿ ñèñòåìà âûÿâëåíèÿ óâåëè÷åíèÿ ÷èñëà ïîâòî-
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Òàáëèöà 1
Ïðàéìåðû è óñëîâèÿ àìïëèôèêàöèè,

ïðèìåíÿâøèåñÿ äëÿ ÏÖÐ-ðåàêöèè ïðè êà÷åñòâåííîé äåòåêöèè ýêñïàíñèè GAA-ïîâòîðà (ýòàï 1)

Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïðàéìåðîâ, 5' � 3' t îòæèãà

AFFCTTTGGGATTGGTTGCCAGTGC
AFRGACCATCATGGCCACACTTGCC

SDHBBFACTCCTGAGGAGAAGTCTGCC
SDHBBRAAGGTGCCCTTGAGGTTGTCC

60°C

Ðèñ. 1. Äåòåêöèÿ êîðîòêèõ àëëåëåé ìåòîäîì ÏÖÐ ñ ïîñëåäóþùèì
ðàçäåëåíèåì ïðîäóêòà â ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå.
Â îáðàçöàõ 1,3,4 äåòåêòèðîâàí àëëåëü ñ íîðìàëüíûì ÷èñëîì GAA
ïîâòîðîâ. Â îáðàçöå 2 îòñóòñòâóåò àëëåëü ñ íîðìàëüíûì ÷èñëîì ïî-
âòîðîâ, ïðèñóòñòâóåò òîëüêî ïðîäóêò àìïëèôèêàöèè êîíòðîëüíîãî
ãåíà HBB.



ðîâ, â êîòîðîé îäèí èç ïðàéìåðîâ îäíîâðåìåííî êîìïëè-
ìåíòàðåí ïîâòîðó è FAM-ìå÷åííîìó ïðàéìåðó. Òàêàÿ ñè-
ñòåìà ïîçâîëÿåò èäåíòèôèöèðîâàòü ýêñïàíñèþ ìåòîäîì
ôðàãìåíòíîãî àíàëèçà íà ãåíåòè÷åñêîì àíàëèçàòîðå.

Äèçàéí ïðàéìåðîâ, âêëþ÷àÿ FAM-ìå÷åííûé ïðàé-
ìåð, îñóùåñòâëåí â ëàáîðàòîðèè ÄÍÊ-äèàãíîñòèêè
ÔÃÁÍÓ «ÌÃÍÖ», ñèíòåç — â ÍÏÊ «Ñèíòîë» (Ìîñêâà),
ÇÀÎ «Åâðîãåí» (Ìîñêâà). Ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïðàéìå-
ðîâ, âõîäÿùèõ â ðåàêöèþ, âûáèðàëè ñîãëàñíî áàçå äàí-
íûõ Gene Bank.

ÏÖÐ ïðîâîäèëè íà ïðîãðàììèðóåìîì ïëàøå÷íîì
òåðìîöèêëåðå T100TM ThermalCycler («Bio-Rad») ñ èñïî-
ëüçîâàíèåì ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû Biotaq («ÁèîÌàñòåð») è
òðåõ ïðàéìåðîâ, îäèí èç êîòîðûõ ìå÷åí FAM (òàáë. 3).

Ðåàêöèîííóþ ñìåñü äëÿ ÏÖÐ ãîòîâèëè ïî ñëåäóþ-
ùåé ñõåìå: â 23 ìêë ñìåñè, ñîäåðæàùåé 1õ ðåàêöèîííûé
áóôåð (67 ìÌ Tris-HCl, 16,6 ìÌ (NH4)2SO4, 0,01%
Twin-20), 0,25 ìêÌ êàæäîãî îëèãîïðàéìåðà, 250 ìêÌ
êàæäîãî äåçîêñèíóêëåîçèäòðèôîñôàòà, 2 ìM MgCl2,
40 ìêÌ áåòàèíà, 2,5 åäèíèöû òåðìîôèëüíîé ÄÍÊ-ïî-
ëèìåðàçû, äîáàâëÿëè 2 ìêë ÄÍÊ.

ÏÖÐ îñóùåñòâëÿëè â ñëåäóþùåì ðåæèìå: ïåðâîíà-
÷àëüíàÿ äåíàòóðàöèÿ ïðè 95°Ñ — 12 ìèí, çàòåì 45 öèê-
ëîâ ñìåíû òåìïåðàòóð: 94°Ñ — 45 ñ, òåìïåðàòóðà îòæèãà
ïðàéìåðîâ 65°Ñ — 45 ñ, ýëîíãàöèÿ öåïè 72°Ñ — 1 ìèí
30 ñ; çàêëþ÷èòåëüíàÿ ýëîíãàöèÿ 72°Ñ — 7 ìèí.

Ïðîäóêò ðåàêöèè äåòåêòèðîâàëñÿ ìåòîäîì ôðàãìåí-
òíîãî àíàëèçà íà ïðèáîðå ABI Prism 3130 («Applied Bio-
systems»).

Ïîëó÷åííàÿ ìåòîäîì ôðàãìåíòíîãî àíàëèçà ýëåêò-
ðîôîðåãðàììà ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ïàòòåðí ñèãíàëîâ.
Êàæäûé ïèê — ýòî ôðàãìåíò ÄÍÊ ñ ðàçíûì êîëè÷åñò-
âîì ïîâòîðîâ.Àëëåëü ñ ýêñïàíñèåé — íåïðåðûâíûé ëåä-
äåð òàêèõ ïèêîâ, âûõîäÿùèé çà ïðåäåëû ãðàíèö íîðìû
(ðèñ. 2, òàáë. 4).

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Íà ïåðâîì ýòàïå èññëåäîâàíèÿ âñåì ïðîáàíäàì ïðî-
âåäåíà äèàãíîñòèêà ñ èñïîëüçîâàíèåì ìóëüòèïëåêñíîé
ÏÖÐ, ïîçâîëÿþùàÿ âûÿâèòü ãîìîçèãîò ïî ýêñïàíñèè
GAA-ïîâòîðà ãåíà FXN.

Ìóòàöèÿ â ãîìîçèãîòíîì ñîñòîÿíèè îáíàðóæåíà
ó 14 áîëüíûõ (ðèñ. 1). Â îñòàâøèõñÿ 187 îáðàçöàõ ïðèñóò-
ñòâîâàë ïðîäóêò àìïëèôèêàöèè ôðàãìåíòà ñ GAA-ïîâòî-
ðîì. Â ýòèõ îáðàçöàõ èìåëñÿ êàê ìèíèìóì îäèí àëëåëü,
ñîäåðæàùèé íîðìàëüíîå ÷èñëî ïîâòîðîâ. Äëÿ ïîèñêà ýêñ-
ïàíñèè ãåíà FXN ó ýòèõ ïðîáàíäîâ â ãåòåðîçèãîòíîì ñî-
ñòîÿíèè áûë ïðîâåäåí âòîðîé ýòàï èññëåäîâàíèÿ ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì òðåõïðàéìåðíîé ÏÖÐ ñ ïîñëåäóþùèì
ôðàãìåíòíûì àíàëèçîì íà ãåíåòè÷åñêîì àíàëèçàòîðå.

Â ðåçóëüòàòå âòîðîãî ýòàïà èññëåäîâàíèÿ ýêñïàíñèÿ
â ãåòåðîçèãîòíîì ñîñòîÿíèè âûÿâëåíà ó ñåìè îáñëåäóåìûõ:
øåñòü èç íèõ ÿâëÿëèñü ðîäñòâåííèêàìè áîëüíûõ è îäèí äî-
íîðîì ïîëîâûõ êëåòîê äëÿ ÝÊÎ. Íè ó îäíîãî ïàöèåíòà
ñ íàïðàâëÿþùèì äèàãíîçîì àòàêñèÿ Ôðèäðåéõà ýêñïàíñèè
â ãåòåðîçèãîòíîì ñîñòîÿíèè âûÿâëåíî íå áûëî.

Òðåõïðàéìåðíàÿ ÏÖÐ ïîçâîëÿåò âûÿâèòü íîðìàëü-
íîå êîëè÷åñòâî ïîâòîðîâ, ýêñïàíñèþ â ãåòåðîçèãîòíîì
è ãîìîçèãîòíîì ñîñòîÿíèè. Îäíàêî ïîñëåäíèå äâà ñî-
ñòîÿíèÿ íå âñåãäà ìîæíî âèçóàëüíî ðàçëè÷èòü (ðèñ. 2,
îáðàçåö 3). Ïîýòîìó â äèàãíîñòèêå ÀÔ îáà ýòàïà äîë-
æíû èñïîëüçîâàòüñÿ â êîìïëåêñå.

Òàêèì îáðàçîì, ÷èñëî áîëüíûõ ñ ïîäòâåðæäåííûì ìî-
ëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷åñêèìè ìåòîäàìè äèàãíîçîì «àòàêñèÿ

Ôðèäðåéõà», ò.å. ñ ìóòàöèåé â ãîìîçèãîòíîì ñîñòîÿíèè,
îêàçàëîñü ñóùåñòâåííî íèæå îæèäàåìîãî ñ ó÷åòîì òîãî,
÷òî ýêñïàíñèÿ GAA-ïîâòîðà ÿâëÿåòñÿ ïðè÷èíîé 98% ñëó-
÷àåâ ÀÔ. Âîçìîæíî, ýòî ñâÿçàíî ñ òðóäíîñòÿìè äèôôå-
ðåíöèàëüíîé äèàãíîñòèêè àòàêñèé íà êëèíè÷åñêîì ýòàïå
îáñëåäîâàíèÿ, â òîì ÷èñëå íàëè÷èåì áîëüøîãî ÷èñëà ôå-
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Òàáëèöà 2
Èíòåðïðåòàöèÿ ðåçóëüòàòîâ ýòàïà 1

Ãåí Äåòåêòèðóåìûé ôðàãìåíò Ñòàòóñ Äëèíà, ï.í.

FXN

(GAA)n n=7-22/(GAA)n n=7-22 íîðìà/íîðìà �500 (464-542)

(GAA)n n=200-900/(GAA)n n=7-22 ìóòàöèÿ/íîðìà �500 (464-542)

(GAA)n n=34-61/(GAA)n n=7-22 ïðåìóòàöèÿ/íîðìà �600 (545-626) / �500 (464-542)

(GAA)n n=34-61/(GAA)n n=200-900 ïðåìóòàöèÿ/ìóòàöèÿ �600 (545-626)

(GAA)n n=200-900/(GAA)n n=200-900 ìóòàöèÿ/ìóòàöèÿ Íå àìïëèôèöèðóåòñÿ

HBB EX1 Êîíòðîëü àìïëèôèêàöèè 354

Òàáëèöà 3
Ïðàéìåðû è óñëîâèÿ àìïëèôèêàöèè, ïðèìåíÿâøèåñÿ äëÿ òðåõïðàéìåðíîé ÏÖÐ-ðåàêöèè (ýòàï 2)

Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïðàéìåðîâ, 5' � 3' t îòæèãà

F-Fam: GTTCGTACGTGAATCGCGGTAC
AF FL: GTTCGTACGTGAATCGCGGTAC

AAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAA
AFR: GACCATCATGGCCACACTTGCC

65°C
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Ðèñ. 2. Äåòåêöèÿ ýêñïàíñèè ìåòîäîì òðåõïðàéìåðíîé ÏÖÐ.
Â îáðàçöàõ 1 è 4 ÷èñëî GAA ïîâòîðîâ ãåíà FXN ñîîòâåòñòâóåò íîðìàëüíîìó. Â îáðàçöå 2 ÷èñëî GAA ïîâòîðîâ óâåëè÷åíî íà îáåèõ õðîìîñî-
ìàõ, â îáðàçöå 3 ÷èñëî ïîâòîðîâ óâåëè÷åíî ïî êðàéíåé ìåðå íà îäíîé èç õðîìîñîì.

Òàáëèöà 4
Èíòåðïðåòàöèÿ ðåçóëüòàòîâ ýòàïà 2

Ãåí Äåòåêòèðóåìûé ôðàãìåíò Ñòàòóñ Äëèíà, ï.í.

FXN

(GAA)nn=7-22/(GAA)nn=7-22 íîðìà/íîðìà Äî 350

(GAA)n n=200-900/(GAA)n n=7-22 ìóòàöèÿ/íîðìà >871

(GAA)n n=34-61/(GAA)n n=7-22 ïðåìóòàöèÿ/íîðìà 370-451

(GAA)n n=34-61/(GAA)n n=200-900 ïðåìóòàöèÿ/ìóòàöèÿ >871

(GAA)n n=200-900/(GAA)n n=200-900 ìóòàöèÿ/ìóòàöèÿ >871



íîêîïèé íåíàñëåäñòâåííîé ïðèðîäû. Ñ äðóãîé ñòîðîíû,
òàê êàê ÀÔ ÿâëÿåòñÿ ñàìîé ÷àñòîé íàñëåäñòâåííîé àòàê-
ñèåé, îïðàâäàí ïåðâîî÷åðåäíûé ïîèñê ìàæîðíîé ìóòàöèè
â ãåíå FNX ó ëþáîãî ïðîáàíäà ñ àòàêñèÿìè ïðè îòñóòñòâèè
ñåìåéíîãî àíàìíåçà áîëåçíè.

Âïåðâûå â Ðîññèè ðàçðàáîòàí è âíåäðåí â ïðàêòèêó
ñïîñîá äåòåêöèè ýêñïàíñèè GAA-ïîâòîðîâ ãåíà FXN,
ïîçâîëÿþùèé âûÿâëÿòü ìóòàöèþ â ãîìî- è ãåòåðîçèãîò-
íîì ñîñòîÿíèè.

Ðàçðàáîòàííûé ñïîñîá äåòåêöèè ýêñïàíñèè òðèíóê-
ëåîòèäíûõ ïîâòîðîâ ãåíà FXN ïîâûøàåò ýôôåêòèâíîñòü
äèàãíîñòèêè íàñëåäñòâåííûõ àòàêñèé. Ïîçâîëÿåò îïòè-
ìèçèðîâàòü ôèíàíñîâûå è âðåìåííûå çàòðàòû ïîèñêà
ãåíåòè÷åñêîãî âàðèàíòà â ñåìüÿõ ñ ÀÔ.

Íîâàÿ ìåòîäèêà ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíà, äëÿ ïîä-
òâåðæäàþùåé äèàãíîñòèêè ÀÔ â òîì ÷èñëå è íà ðàííèõ
ñòàäèÿõ çàáîëåâàíèÿ, äèàãíîñòèêè íîñèòåëüñòâà, ïðîâåäå-
íèÿ ïðåíàòàëüíîé äèàãíîñòèêè â îòÿãîùåííûõ ñåìüÿõ.

Ïîêàçàíèÿìè ê èñïîëüçîâàíèþ äàííîé òåõíîëîãèè
ÿâëÿþòñÿ:
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Èíôîðìàöèÿ î êîíôëèêòå èíòåðåñîâ

Àâòîðû äåêëàðèðóþò îòñóòñòâèå êîíôëèêòà èíòåðåñîâ.

DNA diagnosis of Friedreich’s ataxia using a new medical technology
«Detection GAA expansion in FXN gene, liability for Friedreich’s ataxia»

Galeeva N.M., Mironovich O.L., 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

Since 01.01.2014 to 01.03.2016 the most common FXN gene mutation was investigated in 201 patients of DNA Diagnostics Labo-
ratory of the Research Centre of Medical Genetics. There are results in current study. The new medical technology introduced into
practice at the Centre of Medical Genetics was used. It was found that this technology makes more effective a medical and genetic
counseling of families affected by Friedreich’s ataxia. It permits to carry out genetic test of Friedreich’s ataxia, including carrier
screening for proband’s relatives and prenatal diagnosis, more quickly and with lower maintenance costs.

Key words: Friedreich’s ataxia, FXN, expansion, heterozygous carrier
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