
Несмотря на значительное улучшение показате-
лей выживаемости за последние 20–30 лет, рак яич-
ников (РЯ) до сих пор остается одной из ведущих при-
чин смерти от онкологических заболеваний у женщин. 
Данная патология, как правило, диагностируется на 
самых последних стадиях и поэтому характеризуется 
очень высоким показателем летальности. При этом, 
по данным статистики, только от 5 до 15% от всех 
случаев РЯ имеют наследственную природу, то есть 
обусловлены генетическим дефектом [1].

Ген NFKB1 кодирует ядерный транскрипционный 
фактор NF-κB (nuclear factor kappa-light-chain-en-
hancer of activated B cells) – универсальный фактор 
транскрипции, контролирующий экспрессию генов 
иммунного ответа, апоптоза и клеточного цикла. 
Транскрипционный фактор NF-κB может запускаться 
активными формами кислорода и УФ-излучением. В 
норме активность сигнального пути NF-κB в клетке 
находится под строгим контролем, однако мутации 
различных генов могут стать причиной его конститу-
тивной активации [2]. В промоторной области гена 
NFKB1 находится полиморфный вариант rs28362491 
(-94 insertion/deletion (I/D) ATTG), оказывающий зна-
чительное влияние на его экспрессию.

Цель исследования – оценить роль полимор-
фного локуса rs28362491 (-94 insertion/deletion (I/D) 
ATTG) в гене NFKB1 в развитии рака яичников у жен-
щин из Республики Башкортостан. 

Материалы и методы

Материалом для исследования послужили об-
разцы ДНК двух групп женщин: больных злокаче-
ственными новообразованиями яичников (n = 286) 
и контрольной (n = 327). Образцы ДНК выделяли 
методом фенольно-хлороформной экстракции. Из-
учение ID полиморфизма гена NFKB1 проводили с 
помощью полимеразной цепной реакции  с последу-
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ющим анализом полиморфизма длин рестрикцион-
ных фрагментов.

Результаты
Среди здоровых женщин генотип II встречает-

ся с частотой 28,1%, ID – 46%, DD – 25%. В группе 
больных РЯ генотип II был выявлен у 20,6% женщин, 
генотип ID – у 58,8% и DD – у 20,6%. При сравни-
тельном анализе частот аллелей и генотипов между 
группами больных раком яичников и контролем было 
показано, что гомозиготный генотипа II обладает про-
тективным свойством в отношении риска развития 
изучаемого заболевания в общей и доминантной мо-
делях наследования: OR = 0,66, 95% CI: 0,45–0,96, 
p = 0,009 и p = 0,03 соответственно. В недавнем 
исследовании W Fu. с соавт. [3] было показано, что 
делеция четырех нуклеотидов ATTG в промоторной 
области гена NFKB1 ассоциирована с пониженным 
риском развития РЯ (OR = 0,75, 95% CI: 0,64–0,87) 
[3]. Наши результаты не согласуются с выводами, 
полученными в указанном исследовании, что может 
быть связано с различиями частот аллелей и геноти-
пов между разными популяциями и регионами мира.

Полученные в ходе данной работы результаты 
свидетельствуют об ассоциации генотипа II поли-
морфного локуса rs28362491 гена NFKB1 с понижен-
ным риском развития РЯ у женщин из Республики 
Башкортостан.
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Фенотипические особенности, предрасположен-
ность к заболеваниям, ответ на проводимое лечение 
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зависят от генетических особенностей организма. 
Целью данного исследования является изучение 
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механизмов влияния метформина как антинеопла-
стического препарата с учетом генетических особен-
ностей организма.

По данным Всемирнй организации здравоохра-
нения на 2013 г., рак тела матки занимает шестое 
место по распространенности рака у женщин в мире 
(почти 5% всех случаев рака у женщин). В 2013 г. 
было зарегистрировано 320 тыс. новых случаев за-
болевания раком эндометрия, смертность от данной 
патологии составила 76 тыс. случаев. Примерно 
2/3 случаев заболевания рака тела матки происхо-
дит в странах с высоким уровнем экономического 
развития. Показатели заболеваемости повышены в 
Северной и Восточной Европе, Северной Америке, 
значительно ниже – в Африке и Западной Азии [1].

Тотальное гипометилирование генома является 
характерной чертой старения организма. При канце-
рогенезе происходят разнонаправленные процессы: 
на фоне тотального гипометилирования ДНК реги-
стрируется гиперметилирование отдельных участ-
ков промоторов генов, что в конечном итоге повыша-
ет риск возникновения рака [2].

S-аденозилметионин (SAM) является одним из 
ключевых компонентов процесса метилирования 
ДНК, он служит источником метильных групп для 
осуществления данного процесса. Цикл, в котором 
задействован SAM, представляет собой последо-
вательное превращение S-аденозилгомоцистеина 
(SAH) в гомоцистеин, метионин, SAM. Уровень SAM 
в организме может изменяться и при недостатке фо-
лиевой кислоты, что является фактором риска раз-
вития рака [3]. Фолиевая кислота участвует в обра-
зовании метионина из гомоцистеина с последующим 
образованием SAM. Ключевую роль в метаболизме 
фолиевой кислоты играет метилентетрагидрофо-
латредуктаза, кодируемая геном MTHFR; полимор-
физм этот гена может определять функциональные 
особенности фермента, что, в свою очередь, может 
сказываться на характере метилирования ДНК.

Метформин является одним из наиболее часто 
используемых препаратов для лечения сахарного 
диабета 2-го типа. Антигипергликемическое дей-
ствие метформина реализуется за счет уменьшения 
продукции глюкозы печенью, активации гликолиза, 
снижения инсулинорезистентности мышечной и жи-
ровой тканей. В последние годы появились данные 
о том, что этот препарат может быть эффективен 
и как препарат с антинеопластическим действием. 
Существуют исследования, показывающие влияние 

метформина на метилирование ДНК. Таким обра-
зом, метформин может опосредованно влиять на 
выживаемость раковых клеток [4].

В исследовании T. Zhong, Y. Men [4] приводится 
модель метформин-индуцированного, H19-опосре-
дованного изменения метилирования генома в рако-
вых клетках: опытным путем показано, что действие 
метформина на раковые клетки эндометрия (in vitro) 
приводит к активации аденозинмонофосфаткиназы  
и одновременно увеличивает образование let7 в ра-
ковых клетках; вместе с ростом уровня let7 наблю-
дается снижение H19, результатом чего является ак-
тивация S-аденозингомоцистеингидролазы (SAHH) 
вследствие освобождения ее от ингибирующего 
влияния Н19. Авторы указанной работы сообщают, 
что метформин снижает подвижность, инвазивность 
и пролиферацию раковых клеток эндометрия и яич-
ников, отчасти за счет снижения продукции H19 [4]. 
Активация SAHH имеет прямой и косвенный эффек-
ты: облегчение метилирования ДНК при помощи 
DNMT3β (прямой эффект), а также метилирование 
белков, регулирующих структуру хроматина, которое 
может влиять на метилирование ДНК (косвенный 
эффект) [4, 5].

Гипотеза состоит в том, что результатом приме-
нения метформина будет облегчение метилирования 
ДНК, что снизит риск возникновения и прогрессиро-
вания раковых процессов. В связи с вышесказанным 
перспективным представляется дальнейшее иссле-
дование эффектов метформина на течение рака с 
учетом определенных полиморфизмов генов SAHH, 
H19, MTHFR.
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Рак легкого (РЛ) – широко распространенная 
форма злокачественных новообразований и одна 
из важнейших медицинских и социально-экономи-
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ческих проблем. Известно, что риск РЛ существен-
но возрастает при воздействии канцерогенных 
веществ, поступающих в организм человека из окру-
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жающей среды. Частота спонтанных хромосомных 
аберраций (ХА) в лимфоцитах периферической 
крови человека – одна из наиболее частых форм 
генетических аномалий, вызванных мутагенным воз-
действием факторов окружающей среды [1]. Ввиду 
высокой концентрации предприятий угледобываю-
щего и перерабатывающего комплекса на террито-
рии Кемеровской области актуальным исследова-
нием является анализ цитогенетических нарушений 
у больных РЛ Кемеровской области. 

Материалы и методы

Обследован 891 житель Кемеровской области, 
из которых 441 человек (379 мужчин, 62 женщи-
ны, 354 курящих, 87 некурящих, средний возраст –  
59,7 лет) – больные РЛ, поступившие на лечение в 
Кемеровский областной онкологический диспансер. 
До забора крови для цитогенетического исследова-
ния больные не получали химиотерапевтического 
или радиологического лечения и составили иссле-
дуемую группу. 450 человек (338 мужчин, 112 жен-
щин, 209 курящих, 241 некурящих, средний возраст 
– 50,2 лет) – это доноры Кемеровского областного 
центра крови, которые к моменту сбора материала 
были здоровы, не имели хронических заболеваний, 
не принимали лекарственных препаратов, в течение 
трех месяцев до начала исследования не подверга-
лись рентгенологическим обследованиям и соста-
вили группу сравнения. Все обследованные доноры 
подписывали форму информированного согласия 
на участие в исследовании. 

Материалом для исследования послужила цель-
ная периферическая кровь, забиравшаяся из локте-
вой вены в асептических условиях. Культивирование 
лимфоцитов крови для получения препаратов хромо-
сом осуществляли по стандартному полумикромето-
ду [2]. Отбор метафаз, включаемых в анализ, и кри-
терии для регистрации цитогенетических нарушений 
соответствовали общепринятым рекомендациям [3]. 

Стaтистическaя обрaботкa мaтериaлa прово-
дилaсь с использовaнием программы Statistica 10.0 
(StatSoft Inc., США). Для цитогенетических показате-
лей рассчитывали средние значения (М), выбороч-
ное стандартное отклонение (STD). Распределение 
всех использованных показателей сравнивалось 
с нормальным методом Колмогорова–Смирнова. 
По результатам анализа установлено, что распре-
деление значений частоты ХА отличалось от нор-
мального. На основании этого в дальнейшем для 
сравнения групп использовали ранговый U-тест Манна– 
Уитни.

Результаты

В результате проведенного исследования уста-
новлено, что средняя частота ХА у больных РЛ была 
равна 3,02 ± 1,95%, что значимо выше, чем в группе 
сравнения – 2,05 ± 1,83% (р = 0,000001); такая си-
туация наблюдалась как по уровню аберраций хро-
матидного типа (2,11 ± 1,55% против 1,64 ± 1,59%;  
р = 0,000001), так и по уровню аберраций хромосомного 
типа (0,98 ± 1,38% против 0,42 ± 0,70%; р = 0,000001).  
Таким образом, ХА регистрируются у больных РЛ 
статистически значимо чаще, чем у здоровых. 

Анализ уровня ХА обследованных в зависимо-
сти от пола и курения также выявил значимые от-
личия: у мужчин (3,01 ± 1,94% против 2,02 ± 1,88%; 
р = 0,000001), у женщин (3,05 ± 2,08% против 2,15 ± 
1,66%; р = 0,007832), у курящих (3,07 ± 1,95% про-
тив 2,13 ± 1,82%; р = 0,000001), у некурящих (2,80 ± 
1,96% против 1,96 ± 1,83%; р = 0,000139). Превышен-
ный уровень ХА в лимфоцитах периферической кро-
ви онкобольных может отражать индивидуальную 
чувствительность к воздействию генотоксических 
веществ различного происхождения и, по мнению 
ряда авторов, служит предиктором злокачественно-
го процесса [4, 5]. 

Кроме того, в нашей выборке был зарегистри-
рован феномен появления в культуре лимфоцитов 
больных раком легкого метафаз, «нагруженных» 
аберрациями хромосомного типа: парными фраг-
ментами, транслокациями, дицентрическими, поли-
центрическими и кольцевыми хромосомами. В ми-
ровой литературе такие мультиаберрантные клетки 
известны под названием Rogue cells (RC) [6]. 

Типичный фенотип RC был диагностирован в 
8 случаях больных РЛ с частотой 0,00383 ± 0,04%. 
Максимальное количество аберраций, зарегистри-
рованное в одной клетке, было 35: трицентриче-
ских хромосом – 6, дицентрических хромосом – 7, 
атипичных моноцентриков – 2, парных фрагмен- 
тов – 20. Все носителей RC – курящие мужчины в 
возрасте от 54 до 67 лет, больные немелкоклеточ-
ной формой РЛ. 

Феномен RC изучен слабо. Одной из причин 
возникновения этого цитогенетического явления 
может являться плотноионизирующее излучение, 
создаваемое альфа-частицами, попадающими в 
организм человека в результате вдыхания радиоак-
тивного газа радона [6]. Радиационное воздействие 
рассматривается также как фактор риска развития 
онкопатологии легких [7], а территория Кемеровской 
области относится к категории опасных по радону и 
продуктам его распада, согласно данным геофизи-
ческого районирования [8]. Другую возможную при-
чину индукции RC связывают с инфекционным фак-
тором, таким как вирус полиомы (JCV, BKV) [9, 10]. 
Не стоит также исключать влияния на формирова-
ние RC процессов злокачественной трансформации 
в организме. 

Таким образом, дальнейшие исследования в 
этом направлении позволят расширить представле-
ния о причинах возникновения RC у больных РЛ и 
установить возможную биомедицинскую роль этого 
явления.

Работа выполнена при финансовой поддержке 
гранта РНФ № 16-15-00034.
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Миома матки (ММ) представляет собой монокло-
нальную опухоль, происходящую из незрелых мы-
шечных или соединительнотканных клеток. Несмо-
тря на доброкачественный характер образования, 
оно сопровождается неблагоприятной клинической 
симптоматикой, включающей такие тяжелые ослож-
нения, как некроз миоматозных узлов, аномальные 
маточные кровотечения, бесплодие и нарушение 
функции тазовых органов. Высокая распростра-
ненность ММ и ее негативное влияние на здоровье 
женщины объясняют актуальность изучения дан-
ного заболевания [1]. С точки зрения генетики ММ 
является мультифакториальным заболеванием, в 
основе развития которого лежат генетические и сре-
довые факторы риска [2]. Известно, что структурная 
вариабельность ряда генов, регулирующих процес-
сы клеточного роста, дифференциации и пролифе-
рации клеток, играет ключевую роль в формирова-
нии предрасположенности к ММ. Среди возможных 
генов-кандидатов развития ММ могут выступать 
гены, кодирующие матриксные металлопротеиназы 
(MMPs). Данные эндопептидазы участвуют в ре-
моделировании экстрацеллюлярного матрикса [3]. 
ММР1 – одна из наиболее важных представителей 
семейства MMPs; она инициирует первичную дегра-
дацию коллагеновых фибрилл, что является необ-
ходимым условием формирования новых сосудов 
[4]. Также известно, что MMPs регулируют действия 
многих ростовых факторов вследствие высвобожде-
ния активных метаболитов в процессе разрушения 
соединительной ткани [5]. Наследование гиперак-
тивного аллеля 2G гена ММР1 способствует разви-
тию некоторых онкологических заболеваний [6].

Целью нашего исследования явилось из-
учение ассоциации полиморфизма -1607 1G/2G 
(rs1799750) гена ММР1 c риском развития ММ у рус-
ских женщин Центральной России.

Материалы и методы

Материалом для исследования послужили об-
разцы ДНК неродственных женщин русской нацио-
нальности, проживающих в Курской области, общей 
численностью 548 человек. 

ИССЛЕДОВАНИЕ ВЗАИМОСВЯЗИ ПОЛИМОРФИЗМА -1607 1G/2G (RS1799750) ГЕНА ММР1  
C РИСКОМ РАЗВИТИЯ МИОМЫ МАТКИ У РУССКИХ ЖЕНЩИН ЦЕНТРАЛЬНОЙ РОССИИ

Е.М. Барышева, А.С. Барышев, О.Б. Полшведкина, О.К. Кудрявцева, О.Ю. Бушуева

Курский государственный медицинский университет Минздрава России, г. Курск

Всего были обследованы 327 пациенток с диа-
гнозом ММ, находившихся на стационарном лече-
нии в отделении оперативной гинекологии Курского 
областного перинатального центра и отделении опе-
ративной гинекологии Курского городского клиниче-
ского родильного дома в период с 2010 по 2014 г.  
Контрольную группу составила 221 относительно 
здоровая женщина соответствующего возраста без 
доброкачественных и злокачественных новообразо-
ваний в анамнезе, а также без клинических и УЗИ 
признаков ММ. 

Для проведения молекулярно-генетического ис-
следования у всех обследуемых производился забор 
венозной крови. Выделение геномной ДНК осущест-
вляли из размороженной венозной крови стандарт-
ным методом фенольно-хлороформной экстракции. 
В рамках исследования проводилось генотипиро-
вание полиморфизма -1607 1G/2G (rs1799750) гена 
ММР1 методом полимеразной цепной реакции в ре-
жиме реального времени путем дискриминации ал-
лелей с помощью TaqMan-зондов на амплификаторе 
CFX96 (Bio-Rad, США) с использованием праймеров 
и зондов, синтезированных компанией «Синтол»  
(г. Москва). Повторное генотипирование 10% слу-
чайно выбранных образцов показало 100%-ю вос-
производимость полученных результатов.

Для оценки ассоциаций аллелей и генотипов с 
риском развития ММ использовали критерий c2 и 
отношение шансов (OR) с 95%-м доверительным 
интервалом (95% CI). Значения р < 0,05 рассматри-
вались как статистически значимые. Статистическая 
обработка данных проводилась на персональном 
компьютере с использованием программных паке-
тов Statistica 8.0 (StatSoft, США) и MS Excel 2010.

Результаты

Как видно из данных таблицы, мы не обнаружи-
ли статистически значимых различий между группа-
ми больных и здоровых. Проведенный нами анализ 
ассоциации полиморфизма -1607 2G/1G (rs1799750) 
гена ММР1 не позволил установить связь данного 
локуса с риском развития ММ в популяции русских 
женщин Центрального Черноземья. Однако иссле-
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дования, проведенные в других популяциях, демон-
стрируют обратные результаты. Так, Е.Б. Морозова 
и соавт. при исследовании женщин г. Санкт-Петер-

бурга установили, что наследование гомозиготного 
генотипа 2G2G способствует быстрому росту узлов, 
а также развитию многоузловой ММ [7].

Распределение аллелей и генотипов -1607 1G/2G (rs1799750) гена ММР1 у пациентов с ММ и здоровых лиц

Аллели,
генотипы

Больные ММ, общая 
группа

(n = 327)
n (%)1

Контрольная группа
(n = 221)

n (%)1

χ2

(p)2
OR

(95% CI)3

Аллели 1G
2G

0,503
0,497

0,464
0,536 1,63 (0,20) 0,85 (0,67–1,09)

Генотипы
1G1G
1G2G
2G2G

85 (26,0)
159 (48,6)
83 (25,4)

48 (21,7)
109 (49,3)
64 (29,0)

1,31 (0,25)
0,03 (0,87)
0,86 (0,35)

0,79 (0,53–1,18) 0,97 
(0,69–1,37)

0,83 (0,57–1,22)

1 абсолютное число и доля лиц с исследуемым генотипом, %; 2 хи-квадрат и p – уровень значимости (число степеней сво-
боды df = 1); 3 отношение шансов с 95%-ми доверительными интервалами; * отмечены статистически значимые различия 
между группами.

4. Потеряева О.Н. Матриксные металлопротеиназы: стро-
ение, регуляция, роль в развитии патологических состо-
яний обзор литературы // Медицина и образование в Си-
бири. 2010. № 5.

5. Sternlicht M.D., Werb Z. How matrix metalloproteinases reg-
ulate cell behavior // Annual review of cell and developmental 
biology. 2001. V. 17, № 1. Р. 463–516.

6. Olejniczak I., Fendler W., Borowiec M. et al. Polimorizm 
genów metaloproteinaz MMP-1 i MMP-2 w ocenie predys-
pozycji do zachorowania na raka krtani // Otolaryngologia 
Polska. 2012. V. 66, № 4. P. 30–35.

7. Морозова Е.Б., Чухловин А.Б., Кулагина Н.В., Тото- 
лян А.А. Значимость генного полиморфизма в прогнозе 
развития и тактике ведения пациенток с миомой матки и 
аденомиозом // Журнал акушерства и женских болезней. 
2005. Т. 54, № 3. С. 54–59.

Таким образом, можно сделать вывод о необхо-
димости проведения дополнительных исследований 
в других популяциях для подтверждения вовлечен-
ности данного полиморфизма в этиопатогенез ММ.
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В качестве эпигенетических регуляторов миРНК 
играют ключевую роль в прогрессии опухолей [1]. 
Однонуклеотидные полиморфные варианты как в 
генах самих миРНК, генах-мишенях, так и в генах- 
участниках процессинга малых РНК могут суще-
ственно влиять на регуляторную функцию миРНК [2].

Рак молочной железы (РМЖ) является одним 
из наиболее часто встречающихся онкологических 
заболеваний у женщин во всем мире. Важная роль 
миРНК в патогенезе РМЖ доказана многочислен-
ными исследованиями [3, 4]. В клетках опухоли из-
менение экспрессии миРНК может происходить в 
результате нарушений, возникающих как на уровне 
транскрипции генов миРНК, по механизмам, общим 
с генами, кодирующими белки, так и на уровне миР-
НК специфичного процессинга [3].

В ряде исследований было показано, что по-
лиморфный вариант rs11671784 (n.36C>T) влияет 
на изменение экспрессии миРНК-27a [5]. В работе  
В. Song с соавт. [6] выявлено, что rs11671784 ассо-
циирован с низким риском развития рака у китайцев: 
OR = 0,71, 95% CI: 0,55–0,91. Также установлено, 
что высокий уровень экспрессии микроРНК-27a свя-

ПОЛИМОРФНЫЕ ВАРИАНТЫ В ГЕНАХ миРНК И РАК МОЛОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ

М.А. Бермишева, З.Р. Тахирова, Э.К. Хуснутдинова

Институт биохимии и генетики Уфимского научного центра РАН, г. Уфа

зан с устойчивостью клеток к химиотерапии, метас-
тазированием и, как следствие, с плохим прогнозом 
выживания больных. 

Потеря экспрессии миРНК-140 ассоциирована 
с развитием дуктальной карциномы in situ (DCIS) 
молочных желез. Также показано, что миРНК-140 
вовлечена в патогенез колоректального рака, рака 
яичников, рака легкого [7]. О роли полиморфного 
варианта rs7205289 в развитии онкологических за-
болеваний известно недостаточно, но установлено, 
что локус rs7205289 ассоциирован с риском развития 
синдрома заячьего нёба. У детей с генотипами CA и 
AA полиморфного варианта rs7205289, подвергших-
ся воздействию пассивного курения матери во вре-
мя беременности, выявлены признаки синергичного 
действия на развитие патологии за счет снижения 
уровня экспрессии микроРНК-140 [8]. В то же время в 
семьях, где у ребенка подтвержден синдром заячьей 
губы, у родителей риск развития РМЖ повышен [9].

Снижение уровня экспрессии миРНК-125а на-
блюдается при раке молочной железы, желудка, 
яичников. Редкий полиморфный вариант rs1297533 
(G>T) в гене миРНК-125a ассоциирован с РМЖ.  
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Показано, что аллель Т блокирует процессинг 
пре-микроРНК в предшественник миРНК [10].

Цель исследования – оценка ассоциации поли-
морфных вариантов rs11671784 в гене миРНК-27a, 
rs7205289 в гене миРНК-140, rs1297533 в гене миР-
НК-125a с риском развития РМЖ у женщин из Респу-
блики Башкортостан.

Материалы и методы

В работе использованы образцы ДНК, выделен-
ные из венозной крови пациенток с РМЖ и контроль-
ной выборки. Материал собран на базе РКОД ГБУЗ 
(г. Уфа) и ГБУЗ РБ КБ № 1 (г. Стерлитамак) за период 
2007–2013 гг. Средний возраст пациенток с РМЖ со-

ставляет 52,2 года. Контрольная группа представле-
на женщинами без онкологической патологии на мо-
мент забора крови. Генотипирование проводилось 
методом дискриминации аллелей Taqman (BioRad 
CFX96).

Генотипирование трех полиморфных локу-
сов (rs11671784, rs 7205289, rs12975333) в генах 
предшественников миРНК проведено на выборке 
539 больных РМЖ и 557 женщин из контрольной  
группы. 

Результаты

Частоты аллелей и генотипов изученных поли-
морфных локусов представлены в таблице.

Распределение частот аллелей и генотипов по изученным полиморфным локусам  
у больных РМЖ и в контрольной группе

SNP Генотип, аллель Больные РМЖ,
n (частота, %)

Контроль,
n (частота, %) χ2 p

rs11671784

GG 523 (97,94) 537 (97,11)
0 1AG 9 (1,69) 13 (2,35)

AA 2 (0,37) 3 (0,54)
G 1055 (98,78) 1087 (98,28)

0
1

А 13 (1,22) 1,72 (19)

rs 7205289

СС 537 (99,63) 555 (99,64)
0 1АС 2 (0,37) 2 (0,36)

АА 0 0
С 1076 (99,81) 1112 (99,82)

0 1
А 2 (0,19) 2 (0,18)

rs12975333

GG 531 (100) 555 (100)
GT 0 0
TT 0 0
G 1062 1110
T 0 0

П р и м е ч а н и е. n – наблюдаемая численность соответствующих генотипов (аллелей); χ2-критерий использован для 
сравнения распределения генотипов (аллелей) между выборкой больных РМЖ и контрольной группой; p – достигнутый 
уровень статистической значимости.

В нашем исследовании в результате сравни-
тельного анализа частот аллелей и генотипов поли-
морфных локусов rs11671784 и rs7205289 в генах 
миРНК-27a и миРНК-140 между больными РМЖ и 
здоровыми индивидами статистически значимых 
различий не обнаружено (p > 0,05). Локус rs12975333 
не показал вариабельности в нашей популяции, вы-
явлен только аллель G.

Работа выполнена при финансовой поддержке 
РФФИ, проект  № 17-44-020498.
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Рак яичников (РЯ) является одним из самых рас-
пространенных гинекологических злокачественных 
заболеваний. Из-за недостатка специфических сим-
птомов и отсутствия эффективного метода скринин-
га большинство опухолей яичников диагностируется 
на поздних стадиях развития, после того как опухоль 
распространилась за пределы яичника. Уровень 
5-летней выживаемости не превышает 45% для 
случаев, выявленных на поздних стадиях, поэтому 
развитие ранней диагностики необходимо для сни-
жения смертности от данной патологии.

Рак яичников является многофакторным забо-
леванием, в формировании которого важную роль 
играет генетическая предрасположенность. В част-
ности, с высоким риском развития рака яичников 
ассоциированы гены BRCA1/2. Однако мутации в 
данных генах определяют лишь 15% всех случаев 
заболевания. В последнее время при изучении мо-
лекулярной основы рака яичников особое внимание 
уделяется роли иммунной системы. Одним из ге-
нов-кандидатов, ассоциированных с развитием РЯ, 
выступает ген IL23R (рецептор интерлейкина-23). 
Белок, кодируемый этим геном, является субъеди-
ницей рецептора IL23A/IL23. Существуют исследо-
вания, доказывающие роль IL23R и  IL23 в воспали-
тельных процессах, опосредованных Т-хелперами 
17-го типа, а также в патогенезе нескольких видов 
рака. В опухолевом микроокружении в регуляторных 
Т-клетках IL23R может способствовать их иммуно-
супрессивной функции, облегчению уклонения ра-
ковых клеток от воздействия иммунной системы [1].

Цель исследования – провести анализ ассоци-
ации полиморфных локусов rs7517847 и rs10889677 
в гене IL23R с риском развития рака яичников у жен-
щин из Республики Башкортостан.

Материалы и методы

Материалом для исследования послужили 
образцы ДНК двух групп женщин: контрольной  
(n = 228) и больных с диагнозом «рак яичников»  
(n = 286). Выделение ДНК из периферической кро-
ви проводили методом последовательной феноль-
но-хлороформной экстракции. Генотипирование по-

АНАЛИЗ АССОЦИАЦИЙ ПОЛИМОРФНЫХ ЛОКУСОВ RS7517847 И RS10889677  
В ГЕНЕ IL23R С РИСКОМ РАЗВИТИЯ РАКА ЯИЧНИКОВ

Е.И. Владимирова, Э.Т. Мингажева, Д.С. Прокофьева

Башкирский государственный университет, г. Уфа

лиморфных локусов rs7517847 и rs10889677 в гене 
IL23R осуществляли методом ПЦР-ПДРФ-анализа. 

Результаты

При сравнении выборки больных и контроль-
ной группы была обнаружена ассоциация аллеля С 
полиморфного варианта rs10889677 в гене IL23R с 
повышенным риском развития РЯ: OR = 1,51, 95% 
CI: 1,17–1,95, p = 0,001. Также была выявлена ас-
социация гомозиготного генотипа CC с повышенным 
риском развития заболевания: OR = 1,83, 95% CI: 
1,26–2,64, p = 0,003. Данная однонуклеотидная за-
мена приводит к увеличению сродства с микроРНК 
let-7f, способствуя высокой транскрипции гена IL23R 
как in vitro, так и in vivo. Согласно литературным дан-
ным, для лиц с генотипом CC характерна более вы-
сокая пролиферация Т-клеток и более низкая – ре-
гуляторных Т-клеток, чем для лиц с генотипом AA. 
Результаты, аналогичные нашим, были представле-
ны в исследовании Z. Zhang с соавт. [2], где было 
показано, что аллель C значительно чаще встреча-
ется среди пациентов с диагнозом «рак яичников» 
по сравнению с женщинами из контрольной группы 
(OR = 51,752, 95% CI: 1,107–2,772). 

В результате сравнительного анализа распре-
деления частот аллелей и генотипов полиморфного 
варианта rs7517847 в гене IL23R между больными 
РЯ и здоровыми донорами статистически значимых 
различий не обнаружено (р > 0,05).

Таким образом, результаты наших исследований 
свидетельствуют об ассоциации полиморфного вари-
анта rs10889677 в гене IL23R с риском развития рака 
яичников у женщин из Республики Башкортостан.
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Цитогенетические методы исследования клеток 
костного мозга и периферической крови у лиц с он-
когематологическими диагнозами широко исполь-
зуются во всем мире для диагностики заболеваний 
и оценки степени их тяжести. В некоторых случаях 

ДИАГНОСТИКА ХРОНИЧЕСКИХ ЛЕЙКОЗОВ С ПРИМЕНЕНИЕМ МЕТОДОВ МОЛЕКУЛЯРНОЙ 
ЦИТОГЕНЕТИКИ. ОСОБЕННОСТИ МЕТОДОЛОГИИ

А.В. Возилова

Уральский научно-практический центр радиационной медицины, г. Челябинск

на основе результатов исследования врач опреде-
ляется с тактикой лечения, а в будущем повторный 
цитогенетический анализ помогает оценить эффек-
тивность лечения. Кариотипирование клеток позво-
ляет как выявлять клоны клеток с рекуррентными 
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структурными изменениями, так и обнаруживать 
новые аберрации хромосом, которые образовались 
в клетках в результате опухолевой прогрессии. Для 
выявления структурных хромосомных перестроек 
используются разные методы окрашивания: диффе-
ренциальное GTG-окрашивание («золотой стандарт 
цитогенетики»), 24-цветный FISH, FISH с локусспе- 
цифичными зондами на конкретные участки хромо-
сом и т.д. При таком разнообразии исследователь 
должен определиться: один или несколько методов 
окраски будут использованы для оптимизации вре-
мени исследования и качества результата.

Цель настоящего исследования заключалась 
в оценке цитогенетической патологии в клетках 
костного мозга у лиц с хроническими формами 
лейкозов с применением трех способов окрашивания 
хромосом и формировании методологии цитогене-
тического исследования. 

Материалы и методы

Исследование проводилось в 2015–2016 гг. 
Исследована 48-часовая культура костного моз-
га больных с хроническим миелолейкозом (ХМЛ), 
хроническим лимфолейкозом (ХЛЛ), множественной 
миеломой (ММ), первичным миелофиброзом 
(ПМФ). Для выявления хромосомных аберраций 
в клетках костного мозга пациентов применялись 
GTG-окрашивание, 24-цветная FISH. Для лиц с 
ХЛЛ препараты дополнительно окрашивались с 
использованием коктейлей локусспецифичных 
зондов: коктейль зондов на гены ATM(11q22)/
TP53(17p13) и коктейль зондов на гены DLEU(13q14)/
LAMP(13q34) и хромосому cen12(12p11.1;12q11.1) 
(«Метасистемс», Германия). Анализ хромосом про-
водили при световой и флуоресцентной микроско-
пии. Для формирования архива использовали ав-
томатический поиск метафаз и оцифровку, которую 
выполняли на «Метафере» (Германия). Анализ диф-
ференциально окрашенных препаратов проводили с 
использованием ПО Ikaros, а флуоресцентные изо-
бражения анализировали с помощью ПО Isis («Ме-
тасистемс», Германия). Анализировали максималь-
ное количество метафазных пластинок хорошего 
качества, которые имелись на стекле (от 5 до 50 кле-
ток). В ходе анализа с локусспецифичными зондами 
анализировали от 150 до 400 клеток.

Результаты

В группе лиц с ХМЛ был обследован костный 
мозг пяти человек. У всех пациентов подтверди-
лось наличие реципрокной транслокации t(9;22)
(q34;q11) с образованием маркерной Ph-хромосо-
мы. У одного пациента, который обследовался в на-
шей клинике впервые, помимо Ph-хромосомы была 
обнаружена t(8;10)(p11:p11) (метод – 24-цветная 
FISH). Пациент был резистентен к химиотерапии. 
По данным [1], транслокации, затрагивающие реги-
он 8р11, были описаны для миелоидной опухолевой 
трансформации клеток. В перестройке могут уча-
ствовать два разных гена – FGFR1 и MOZ. Разрыв 
гена FGFR1 связан с заболеванием, известным как 
миелопролиферативный 8p11 синдром. Болезнь 
протекает агрессивно и быстро трансформируется в 

острый миелоидный лейкоз, что наблюдалось у на-
шего пациента. По данным литературы, помочь мог-
ла только аллогенная трансплантация стволовых 
клеток в случае раннего выявления повреждения 
региона 8р11 в момент диагностики заболевания. 

В ходе выполнения работы были обследованы 
11 пациентов с диагнозом ХЛЛ. В клетках костного 
мозга у 27% обследованных выявили трисомию по 
хромосоме 12. У 5 пациентов (50%) были отмечены 
del17р(TP53) и del13q14(DLEU). В 7% случаев нами 
была отмечена del11q22. Во всех случаях применял-
ся метод FISH c локус-специфичными зондами. В 
ходе хромосомного анализа методом FISH у одной 
пациентки выявили клон клеток с 4 транслокациями, 
которые по одной были отмечены в других клетках, 
14% клеток имели нормальный кариотип. У двух па-
циентов была выявлена трисомия по хромосоме 21.  
У одной пациентки обнаружили транслокацию с вов-
лечением хромосомы 14  t(14;17), которая наиболее 
часто мутирует при лимфатических опухолях. 

В группе лиц с ММ были обследованы 12 паци-
ентов. Для этого диагноза характерно вовлечение в 
различные перестройки хромосомы 14. В двух слу-
чаях (14%) выявили транслокации с участием этой 
хромосомы. У мужчины 65 лет выявили t(14;18)
(p11.2;q21.2). Также в других клетках была отмечена 
del14p11.2, т.е. делеция затрагивала тот же регион, 
что и участвовал в транслокации. У женщины 56 лет 
в одной клетке были обнаружены две транслока-
ции – t(4;14) и t(12;18). Для оценки эффективности 
химиотерапии одна пациентка была обследована 
повторно через 2 мес. После лечения у женщины ко-
личество клеток с нормальным кариотипом увеличи-
лось с 30 до 75%. Необходимо отметить, что в этой 
группе чаще отмечались анеуплоидии как в сторону 
уменьшения, так и в сторону увеличения количества 
хромосом. Чаще, чем у людей с другими диагноза-
ми, выявлялись случаи кратного увеличения генома. 
Для лиц с диагнозом «множественная миелома» 
было характерно присутствие клеток с нормальным 
кариотипом в более чем 50% случаев.

У половины обследованных с диагнозом ПМФ 
(11 человек) в клетках костного мозга наблюдалась 
полиплоидия (от 50 до 132 хромосом). В ходе цито-
генетического анализа была обнаружена одинако-
вая аберрация – del2q23 – у двух пациентов (муж-
чина 56 лет и женщина 43 лет). У трех пациентов 
отмечены случаи клеток с трисомией по хромосо- 
ме 21, что считается благоприятным прогностиче-
ским признаком при данном заболевании.

Заключение

Для отбора максимального количества мета-
фаз целесообразно использовать прибор для авто-
матического поиска клеток и оцифровывания изо-
бражений. При кариотипировании хромосом важно 
применять программное обеспечение для докумен-
тирования изображений и корректного анализа. 
Метод окрашивания выбирают индивидуально в 
зависимости от препарата и диагноза пациента. Диф-
ференциальное окрашивание выявляет максималь-
но возможные структурные перестройки хромосом 
(делеции, инверсии, транслокации и т.д.) и числовые 
нарушения, однако требует идеального качества 



Онкогенетика 119

хромосом, что в онкогематологии бывает нечасто. 
24-цветный FISH позволяет выявить транслокации, 
даже если качество хромосом не очень хорошее. 
Метод отлично зарекомендовал себя в случае мно-
гочисленных комплексных транслокаций. Если на 
стекле мало метафаз не очень хорошего качества, 
то лучше применить FISH окрашивание хромосом. 
Используемый в нашем случае коктейль локусспец-
ифичных зондов для случаев ХЛЛ показал высокую 
эффективность. Также этот подход позволяет уско-
рить время получения результата – можно не куль-
тивировать клетки. 

Информация, полученная с применением раз-
ных методов окрашивания хромосом, непротиво-
речива. Каждый конкретный клинический случай 
уникален и требует индивидуальных подходов в ди-

агностике генетической патологии. Мы считаем, что 
в некоторых случаях необходимо проведение даль-
нейшей диагностики на генном уровне с привлече-
нием возможностей секвенирования генов, которые 
вовлечены в хромосомные перестройки. При таком 
комплексном подходе к молекулярно-цитогенетиче-
ской диагностике лейкозов могут быть решены так-
тические задачи по выбору правильной и эффектив-
ной терапии, что увеличит процент положительных 
исходов в лечении заболеваний.
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Канцерогенез в бронхиальном эпителии – слож-
ный многоступенчатый процесс последовательного 
накопления молекулярно-генетических изменений, 
ведущий к морфологическим изменениям нормаль-
ного эпителия (базальноклеточная гиперплазия 
(БКГ), плоскоклеточная метаплазия (ПМ) и диспла-
зия I–III степеней), его переходу в карциному in situ 
(CIS) и далее в плоскоклеточный рак легкого [1]. В 
настоящее время все перечисленные варианты со-
стояния бронхиального эпителия принято относить 
к предопухолевым изменениям, а их развитие рас-
сматривать в рамках последовательной модели: 
БКГ – ПМ – дисплазии I–III. Тем не менее хорошо 
известно, что БКГ, ПМ и дисплазия могут возникать 
независимо друг от друга в разных участках бронха 
[2]. Так, БКГ не всегда предшествует ПМ, а CIS мо-
жет развиваться без предопухолевых изменений [3]. 
Кроме того, описано, что БКГ трансформируется в 
дисплазию только в 16,7% случаев, а ПМ – в диспла-
зию в 30%, в DCIS – в 1,3–4% и инвазивный рак – в 
0,6–1% случаев [3–5]. В нашем исследовании было 
показано, что у больных раком легкого в смежной с 
опухолью нормальной ткани обнаруживаются фо-
кусы предопухолевых изменений. Более того, у ча-
сти пациентов наблюдаются изолированные формы 
предопухолевых изменений, а у других больных –  
сочетанные: БКГ + ПМ и ПМ + Д [6, 7].

Целью настоящего исследования было изу-
чение закономерностей сочетания различных пре-
допухолевых изменений в бронхиальном эпителии 
больных раком легкого, а также оценка их экспрес-
сионных особенностей и ассоциации с клиническим 
течением заболевания.

Материалы и методы
В исследование были включены 104 пациента 

(возраст 41–73 года, T1–4N0–2M0) с немелкоклеточным 

МОДЕЛЬ ПРЕРЫВИСТОГО РАЗВИТИЯ ПРЕДОПУХОЛЕВЫХ ИЗМЕНЕНИЙ  
В БРОНХИАЛЬНОМ ЭПИТЕЛИИ: ГЕНЕТИЧЕСКИЕ И КЛИНИЧЕСКИЕ НАБЛЮДЕНИЯ
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раком легкого, проходивших лечение в НИИ онколо-
гии Томского НИМЦ. Формалин-фиксированные за-
литые в парафин образцы опухолевой и нормальной 
(4–5 см от опухоли) тканей легкого использовались 
для морфологического анализа наличия предопухо-
левых изменений в эпителии бронхов и иммуноги-
стохимической оценки экспрессии целевых белков. 
Свежие образцы опухолевой и нормальной тканей 
легкого использовались для получения различ-
ных предопухолевых изменений из бронхиального 
эпителия с помощью лазерной микродиссекции и 
микроматричного экспрессионного профилирова-
ния. Функциональное аннотирование выполнялось 
с помощью инструмента GO Enrichment Analysis. 
Статистическая обработка данных, включая оценку 
ассоциации различных сочетаний предопухолевых 
изменений с риском прогрессирования рака легких, 
проводилась с помощью стандартных непараметри-
ческих методов (Statistica 8.0).

Результаты

В ходе исследования было показано, что дис-
плазии часто детектируются на фоне ПМ при отсут-
ствии БКГ при плоскоклеточном раке легкого, тогда 
как ПМ без БКГ и дисплазия редко встречаются в 
бронхах мелкого калибра при аденокарциноме. Вы-
сокая частота рецидивов наблюдается у больных 
немелкоклеточным раком легкого, у которых в смеж-
ном с опухолью бронхиальном эпителии детектиро-
валось сочетание БКГ и ПМ (пмБКГ и бкгПМ). Гема-
тогенные метастазы чаще выявляются у пациентов 
с наличием изолированной БКГ (иБКГ). Различные 
варианты БКГ и ПМ, а также дисплазия в значи-
тельной степени отличались от нормального эпите-
лия и друг от друга по экспрессионному профилю. 
Тем не менее варианты БКГ были более схожи друг  
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с другом, чем с другими морфологическими изме-
нениями. Функциональное аннотирование гиперэкс-
прессирующихся генов не показало ассоциации 
иБКГ и пмБКГ с какими-либо биологическими про-
цессами. Напротив, анализ гипоэкспрессирующих-
ся генов продемонстрировал ассоциацию иБКГ с 
большим количеством разнообразных процессов и 
сигнальных путей, бóльшая часть которых была свя-
зана с иммунным ответом, а пмБКГ – с регуляцией 
процессов, вовлеченных в организацию внеклеточ-
ного матрикса, продукцию молекул адгезии и клеточ-
ной пролиферации. Аннотирование генов, гиперэкс-
прессирующихся в бкгПМ, показало выраженность 
G-белок-опосредованного и ольфакторного сигна-
линга, а в ПМ, сочетанной с дисплазией (дПМ), – про-
цессов клеточного цикла, ответа на ксенобиотики и 
развития эпителия. Гены, гипоэкспрессирующиеся в  
бкгПМ, были вовлечены в регуляцию транскрипции /  
экспрессии и дифференцировки эпителиальных 
клеток легкого, а в случае дПМ – в процесс сбор-
ки реснитчатого эпителия и аксонемы, организацию 
внеклеточного матрикса, миграцию и хемотаксис 
лейкоцитов, регуляцию клеточной пролиферации и 
дифференцировки пневмоцитов II типа. На основа-
нии аннотирования гиперэкспрессирующихся генов 
дисплазия, сочетанная с ПМ (пмД), была ассоции-
рована с процессами клеточного деления, разви-
тием эпителия, метаболизмом ретиноевой кислоты 
и организацией внеклеточного матрикса. Анализ 
гипоэкспрессирующихся генов выявил связь пмД с 
регуляцией процессов клеточного хемотаксиса, в 
частности миграции лейкоцитов. Более того, показа-
на ассоциация пмД с процессами, вовлеченными в 
воспаление и иммунный ответ, а также в регуляцию 
продукции цитокинов. Каждый из вышеперечислен-
ных вариантов предопухолевых изменений демон-
стрировал экспрессию специфических генов, часть 
из которых была валидирована на белковом уровне 
с помощью иммуногистохимического анализа.

Таким образом, у больных раком легкого при-
сутствуют различные сочетания вариантов пред- 
опухолевых изменений, которые ассоциированы с 
риском прогрессии данного заболевания. При этом 
экспрессионные профили клеток предопухолевых 
изменений зависят от того, в каких сочетаниях эти 
изменения регистрируются в бронхиальном эпите-
лии. Полученные результаты могут трактоваться как 
подтверждение «прерывистости» предопухолевого 
процесса в бронхиальном эпителии, когда в одних 
случаях БКГ может прогрессировать в ПМ, а ПМ – в 
дисплазию, а в других случаях подобного не наблю-
дается.
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Рак молочной железы (РМЖ) устойчиво занима-
ет лидирующие позиции в структуре заболеваемости 
(25,1% от всех злокачественных опухолей) и смерт-
ности (14,7% смертей от злокачественных опухолей) 
среди женского населения во всем мире. По дан-
ным Международного агентства по изучению рака  
(International Agency for Research on Cancer, IARC), в 
мире ежегодно регистрируется более 1,38 млн слу-
чаев РМЖ и погибает около 458 тыс. женщин [1].

В настоящее время для оценки особенностей 
клинического течения, возможного исхода заболева-
ния и выбора адекватной тактики лечения, помимо 
описания клинико-морфологических характеристик 
(возраст, размер первичного опухолевого узла, ги-

ЧАСТОТА ВСТРЕЧАЕМОСТИ ПОЛИСОМИИ ХРОМОСОМЫ 17 В ЗАВИСИМОСТИ  
ОТ МЕНСТРУАЛЬНОЙ ФУНКЦИИ БОЛЬНЫХ РАКОМ МОЛОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ  
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стологический тип, степень злокачественности и 
др.), оценивают молекулярно-биологические свой-
ства опухоли, важное место среди которых занимает 
оценка Her2/neu статуса. Her2/neu (human epidermal 
growth factor receptor 2) – продукт онкогена erbB2, 
тирозинкиназный рецептор, представитель семей-
ства рецепторов эпидермального фактора роста 
(epidermal growth factor receptor, EGFR). Наличие по-
зитивной экспрессии рецептора Her2/neu на поверх-
ности опухолевых клеток предопределяет специ- 
фичность к проведению таргетной терапии (трастуз-
умаб, лапатиниб и др.) [2].

Согласно литературным данным установле-
но, что избыточная презентация рецептора мо-
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жет быть не только следствием амплификации 
гена erbB2 [3, 4]. К альтернативным генетически 
обусловленным механизмам увеличения экспрес-
сии относится полисомия хромосомы 17. В связи 
с этим целью настоящего исследования яви-
лась оценка частоты встречаемости полисомии 
хромосомы 17 в зависимости от менструальной 
функции больных РМЖ с различным Her2/neu- 
статусом.

Материалы и методы

В исследование были включены 109 больных 
в возрасте от 27 до 85 лет, проходивших лечение в 
клинике ФГБНУ НИИ онкологии Томского НИМЦ. В 
качестве материала исследования были использо-
ваны образцы опухолевой ткани РМЖ, полученные 
при выполнении пистолетной биопсии опухоли. Кри-
териями включения пациенток в исследование явля-
лись: согласие на участие в исследовании, морфо-
логически верифицированный диагноз инвазивной 
карциномы неспецифического типа, стадия T1-3N0-
3M0, первично одностороннее опухолевое пораже-
ние молочной железы, отсутствие неоадъювантной 
химиотерапии, уницентрическая форма роста опу-
холи. 

Установление Her2/neu статуса проводили с по-
мощью балльной шкалы согласно критериям оценки 
интенсивности и типа иммунного окрашивания мем-
браны опухолевых клеток РМЖ по рекомендациям 
ASCO/CAP (2013). 

Амплификацию гена erbB2 в опухолевых клетках 
РМЖ определяли методом FISH набором реагентов 
ДНК-зондов PathVysion HER-2 DNA Probe Kit CE 
marked (Abbott, США). Визуализацию готовых препа-
ратов проводили с использованием флуоресцентно-
го микроскопа Axi Star plus (Carl ZEISS, Германия) 
при увеличении 1 000. Амплификацию устанавли-
вали путем подсчета сигналов гена erbB2 (оранже-
вый сигнал) и центромеры хромосомы 17 (зеленый 
сигнал) в ядрах 20 клеток. При соотношении суммы 
сигналов гена erbB2 к сумме сигналов CEP17 < 2,0 
результат амплификации гена erbB2 считался отри-
цательным. При отношении сигналов ≥ 2 результат 
оценивали как положительный. Полисомия хромо-
сомы 17 регистрировалась при количестве сигналов 
CEP17 ≥ 3 на клетку.

Статистическая обработка полученных данных 
проводилась с помощью пакета прикладных стати-
стических программ IBM SPSS Statistics 19 (SPSS: 
An IBM Company, США). Различия считались стати-
стически значимыми при уровне р < 0,05.

Результаты и обсуждение

В результате проведенного исследования было 
показано, что полисомия хромосомы 17 наблюда-
лась в 13 случаях (11,9%). Данная генетическая 
аберрация регистрировалась преимущественно в 
группе пациенток с сохраненной менструальной 
функцией (таблица).

Частота встречаемости полисомии хромосомы 17 
в зависимости от менструальной функции  

больных РМЖ

Состояние менстру-
альной функции

Полисомия хромосомы 17

нет (n = 96) есть (n = 13)

Менструальный цикл 
сохранен (n = 38)

30,2% (29/96) 76,9% (10/13)

Менопауза (n = 71) 69,8% (67/96) 23,1% (3/13)
F = 11,1, p = 0,002; φ = 0,325,  

p = 0,002 

П р и м е ч а н и е. n – число индивидов.

В группе пациенток c положительной презента-
цией рецептора Her2/neu на мембране опухолевых 
клеток при отрицательной амплификации гена erbB2 
полисомия хромосомы 17 регистрировалась относи-
тельно чаще, чем в группах с Her2/neu-отрицатель-
ным и положительным статусом и составляла 25,0% 
(6/24) против 5,0% (1/20) и 6,6% (4/61, соответствен-
но (χ2 = 7,0, p = 0,030; V = 0,259, p = 0,03). Также было 
выявлено, что в группе c положительной презента-
цией рецептора Her2/neu на мембране опухолевых 
клеток при отрицательной амплификации гена erbB2 
полисомия хромосомы 17 выявлялась относитель-
но часто у пациенток с сохраненной менструаль-
ной функцией в сравнении с группой больных, на-
ходящихся в состоянии менопаузы (66,7% против  
16,7%).

Заключение

Таким образом, проведенное исследование 
показало, что полисомия хромосомы 17 ассоции-
рована с экспрессией Her2/neu на мембране при 
отсутствии амплификации его гена. У пациенток с 
сохраненным менструальным циклом полисомия 
хромосомы 17 встречается чаще, нежели у пациен-
ток в состоянии менопаузы. Полученные результаты 
интересны с точки зрения дальнейшего исследова-
ния полисомии хромосомы 17 как дополнительного 
фактора прогноза опухолевых заболеваний.
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Рак почки (РП) – гетерогенная группа злокаче-
ственных опухолей, подавляющее большинство ко-
торых представляют собой почечно-клеточные кар-
циномы (ПКК) различных морфологических типов. 
Ежегодно в мире регистрируют более 300 тыс. но-
вых случаев РП [1], в России эта цифра составляет  
18 тыс., в Республике Башкортостан – 400–450 слу-
чаев в год. Особое внимание в канцерогенезе ПКК 
уделяется ряду генов-супрессоров опухолевого ро-
ста, участвующих в подавлении активности онко-
генов. Одним из таких генов, инактивируемых при 
светлоклеточном раке почки, является ген PBRM1, 
кодирующий субъединицу PBAFSWI/SNF комплекса 
ремоделирования хроматина BAF180. Белок PBRM1 
способен изменять структуру хроматина, а также 
обеспечивать регуляцию транскрипции посредством 
контроля доступности ДНК и влияния на транскрип-
ционную активность p53 [2]. Ген PBRM1 расположен 
на коротком плече третьей хромосомы в области 
3р21 вблизи гена фон Хиппеля–Линдау (VHL), му-
тации в котором являются основным событием при 
возникновении СРП [3]. 

Целью данного исследования был поиск из-
менений нуклеотидной последовательности в гене 
PBRM1 у пациентов со светлоклеточным раком поч-
ки башкирской, русской и татарской этнической при-
надлежности. 

Нами было проанализировано 210 парных об-
разцов ДНК, выделенных из опухолевой ткани поч-
ки и прилежащей нормальной почечной паренхимы. 
Поиск мутаций в гене PBRM1 проводили с помощью 
метода прямого секвенирования. 

В результате анализа обнаружена соматиче-
ская мутация c.1675-1676delTC в 15-м экзоне гена 
PBRM1 у пациента с начальной стадией опухолево-
го процесса, приводящая к сдвигу рамки считыва-
ния, образованию стоп-кодона (L526Ifs*6) и синтезу 
неполноценного белка. Мутация c.1675-1676delTC 
приводит к потере консервативных областей белка, 
среди которых BAH1-домен (956–1074 аминокис-
лоты) и BAH2-домен (1156–1272 аминокислоты), 
опосредующих белок–белковые взаимодействия, 
а также к утрате области связывания белков с вы-
сокой подвижностью (HMG), обеспечивающих ре-
гуляцию транскрипционной активности. Кроме 
того, ранее у данного пациента нами была иденти-
фицирована делеция 7 нуклеотидов в 3-м экзоне 
гена VHL (c.498_504del), также приводящая к сдви-
гу рамки считывания и образованию стоп кодона 
(p.V166Vfs*1) [4]. В 23-м экзоне гена PBRM1 был 
обнаружен ранее описанный полиморфный вариант 
rs17264436, приводящий к синонимичной замене 
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(p.P1174P). Данный полиморфный вариант ранее 
был обнаружен при раке мочевого пузыря, а также 
показана его ассоциация с риском развития рака мо-
лочной железы [5]. Во 2-м экзоне гена PBRM1 была 
обнаружена миссенс-мутация c.233G>A, которая 
приводит к замене аспарагиновой кислоты на ас-
парагин в 45-м положении белка (p.D45N). Замена 
отрицательно заряженной аспарагиновой кислоты 
на полярный аспарагин может влиять на свойства 
белка и приводить к изменению сайтов сплайсинга. 
В результате оценки функциональной значимости с 
использованием пакетов аналитических программ 
SIFT, Polyphen2, LRT MutationTaster, MutationAsses-
sor, FATHMM, M-CAP, CADD было показано, что мис-
сенс-мутация c.233G>A имеет потенциально пато-
генный характер. 

Таким образом, в результате поиска изменений 
нуклеотидной последовательности гена PBRM1 
мутации были выявлены в 1,4% (3/210) случаев 
первичных опухолей почки. Согласно литератур-
ным данным, частота соматических мутаций в гене 
PBRM1 при раке почки достигает 40% [7]. Возможно, 
низкая частота мутаций в исследованных нами об-
разцах связана с тем, что инактивация гена PBRM1 
происходит иными способами, а также может быть 
обусловлена этноспецифичностью исследуемых па-
циентов.
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Рак предстательной железы (РПЖ) является 
одним из наиболее часто встречающихся злокаче-
ственных новообразований во всем мире [1] и нахо-
дится на втором месте по распространенности сре-
ди онкологических заболеваний у мужчин. Ежегодно 
во всем мире регистрируется около 1 100 тыс. новых 
случаев заболевания РПЖ и 300 тыс. случаев смер-
ти, что составляет почти 4% от всех случаев смерти 
от рака [2]. В России за 2015 г. было диагностиро-
вано 38 812 новых случаев РПЖ и зарегистрирова-
но 11 987 случаев смерти от данного заболевания 
[3]. Как правило, РПЖ является болезнью старения, 
приводящей к смерти мужчин в возрасте старше  
70 лет [4], однако большинство литературных дан-
ных указывает на то, что в патогенезе РПЖ, как и 
многих других онкологических заболеваний, задей-
ствовано множество генетических и эпигенетических 
процессов, которые ведут к активации онкогенов и 
подавлению генов опухолевой супрессии, лежащих 
в основе опухолевой трансформации [5].

Ген ТР53 локализован на хромосоме 17 в обла-
сти p13.1, состоит из 12 экзонов и кодирует белок 
р53, состоящий из 393 аминокислот. ТР53 является 
геном-супрессором опухолевого роста, и его функ-
циональная значимость заключается в том, что он 
участвует в процессе регуляции клеточного цикла 
и ограничивает вероятность возникновения гене-
тически нестабильных клеток. Ген TP53 является 
транскрипционным фактором свыше 300 генов, 
отвечающих за активацию таких жизненно важных 
процессов, как репликация, репарация ДНК, апоп-
тоз, антиоксидантная защита и др. [6]. Ген TP53 как 
наиболее транскрипционно активный, экспрессия 
которого индуцируется многими стрессорными сти-
мулами, является высокочувствительной мишенью 
мутагенеза [5]. При раке молочной железы до 50% 
опухолей содержит мутации в гене ТР53, приводя-
щие к частичной либо полной потере функциональ-
ности белка и, более того, часто способствующие 
приобретению им онкогенных свойств. Согласно 
литературным данным, мутации в гене TP53 встре-
чаются достаточно редко: при исследовании пер-
вичных опухолей предстательной железы – менее 
чем у 10% больных. Однако существуют данные, 
указывающие на то, что увеличение частоты му-
таций в гене TP53 в 4–5 раз происходит при раке 
предстательной железы, резистентном к кастрации. 
Кроме того, мутации в генах TP53 и RB1 считаются 
ключевыми факторами развития мелкоклеточного 
нейроэндокринного рака предстательной железы и 
других органов [7].

С целью поиска мутаций в гене TP53 нами было 
проведено секвенирование 20 образцов ДНК, вы-
деленных из опухолевой ткани предстательной же-
лезы неродственных больных с аденокарциномой 
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простаты, проживающих на территории Республики 
Башкортостан. В работе применялись следующие 
методы: выделение ДНК методом фенольно-хлоро-
формной экстракции, полимеразная цепная реак-
ция; система прямого капиллярного секвенирования 
на Applied Biosystems 3500.

В результате секвенирования образцов ДНК, вы-
деленных из ткани предстательной железы, у 7 боль-
ных были обнаружены 3 мутации в гене TP53. Му-
тации, локализованные в 7-м интроне, представляют 
собой однонуклеотидные замены, выявленные в ге-
терозиготном и гомозиготном состояниях: rs12947788 
(c.782+72C>T), rs12951053 (c.782+92T>G) и одна ра-
нее неизвестная замена c.782+30G>A.

Ассоциативные исследования полиморфных 
вариантов rs12947788 (c.782+72C>T), rs12951053 
(c.782+92T>G) проводились большой группой ис-
следователей при изучении многих онкологических 
заболеваний, таких как рак прямой кишки, рак под-
желудочной и молочных желез, рак легкого и др. 
Часто ассоциация с риском развития того или иного 
онкологического заболевания была выявлена при 
анализе гаплотипов [8–12].

Нами также была обнаружена ранее неизвест-
ная мутация c.782+30G>A у одного пациента с ра-
ком предстательной железы. Предполагается, что 
данная однонуклеотидная замена может влиять на 
изменение сайта сплайсинга гена TP53.

Для установления частоты и роли мутаций в 
гене TP53 при РПЖ необходимы дальнейшие иссле-
дования на расширенных группах пациентов и здо-
ровых индивидов.
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Развитие метастатической болезни даже после, 
казалось бы, радикально проведенного комбини-
рованного лечения является основной причиной 
смерти онкологических больных в различные сроки 
после удаления первичной опухоли. В зависимости 
от локализации опухоли и стадии процент больных, 
у которых развиваются метастазы, колеблется от 
15 до 90%. Все без исключения известные прогно-
стические факторы, с одной стороны, получены в 
результате ассоциативных исследований и не объ-
ясняют механизмы метастазирования, а с другой 
стороны, ни один прогностический фактор не явля-
ется абсолютным, т.е. не прогнозирует метастази-
рование в 100% случаев при наличии признака и в 
100% – выживание при его отсутствии. Считается, 
что только у 30% пациентов известные прогности-
ческие факторы могут с высокой долей вероятности 
прогнозировать развитие метастазов или благопри-
ятный исход, у подавляющего же большинства па-
циентов (70%) прогноз исхода заболевания остается 
неопределенным [1]. В 2015–2016 гг. при исследова-
нии клональной эволюции опухоли молочной желе-
зы в процессе предоперационной (неоадъювантной) 
химиотерапии (проект РФФИ № 15-04-03091а) нами 
впервые был выявлен абсолютный прогностический 
фактор для рака молочной железы, который позво-
ляет со 100%-й эффективностью прогнозировать 
исход заболевания. Оказалось, что если в процессе 
предоперационной химиотерапии в опухоли появля-
ются новые клоны, несущие амплификации в любом 
из указанных регионов – 5p, 6p, 7q, 8q, 13q, 9p, 9q, 
10p, 10q21.1, 16p, 18chr, 19p, то у пациентов в 100% 
случаев развивались гематогенные метастазы. Если 
же указанные клоны, несущие амплификации, не 
появлялись или исходно существующие элимини-
ровались до одного или полностью в остаточной 
(резидуальной) опухоли, то все больные пережили 
7-летний период наблюдения без признаков про-
грессирования заболевания [2]. Было высказано 
предположение, что амплификационные клоны 5p, 
6p, 7q, 8q, 13q, 9p, 9q, 10p, 10q21.1, 16p, 18chr и 19p 
являются потенциальными метастатическими кло-
нами, которые осуществляют метастазирование, и 
неоадъювантная химиотерапия (НАХТ) должна быть 
направлена на элиминацию имеющихся метастати-
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ческих клонов и не проводиться при их отсутствии, 
чтобы не стимулировать их появление.

Целью настоящего исследования явились 
определение прогностической значимости наличия 
в первичной опухоли молочной железы амплифика-
ционных клонов и апробация на этой основе новых 
показаний к проведению НАХТ.

Материалы и методы

В исследование включены 64 больных раком мо-
лочной железы люминального В молекулярного под-
типа. У каждого пациента до проведения лечебных 
мероприятий из биопсии опухоли молочной железы 
выделяли ДНК и исследовали ее на микроматрице 
CytoScan HD Array (Afymetrix, США). Определяли на-
личие амплификаций в регионах 5p, 6p, 7q, 8q, 13q, 
9p, 9q, 10p, 10q21.1, 16p, 18chr, 19p и маркеры для 
назначения персонализированной НАХТ в соответ-
ствии с нашим патентом RU 2594251. По результа-
там микроматричного исследования и ранжирова-
ния было сформировано 4 группы пациентов. В 1-ю 
вошли больные, в опухоли которых определялось 
наличие любых двух и более потенциальных мета-
статических клонов. Им назначалась персонализиро-
ванная НАХТ. Больным 2-й группы с двумя и более 
клонами не проводили НАХТ. Во 3-ю группу были 
включены пациенты, у которых исходно в ткани опу-
холи было не более одного потенциального метаста-
тического клона и лечение начинали с оперативного 
этапа. Пациентам 4-й группы, также исходно имею-
щим не более одного клона, лечение начинали с пер-
сонализированной НАХТ. Остальные этапы лечения 
были стандартными. По основным клинико-морфо-
логическим параметрам (возраст, стадия, гистотип 
и др.) группы статистически не различались. Оцени-
вали непосредственную эффективность НАХТ в 1-й 
и 4-й группах по критериям ВОЗ при помощи УЗИ и 
маммографии и 2-летнюю безметастатическую вы-
живаемость во всех четырех группах. 

Результаты

У 29 пациентов 1-й группы с двумя и более по-
тенциальными метастатическими клонами в опухо-
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ли, которые получали персонализированную НАХТ, 
ее непосредственная эффективность (достижение 
полных или частичных регрессий) составила 86% 
(25/29). Безметастатическая 2-летняя выживае-
мость в этой группе составила 97% (28/29), и только 
у одного пациента через 20 мес развились метас-
тазы в подлопаточном лимфоузле. Во 2-й группе 
с двумя и более клонами НАХТ не проводилась, в 
эту группу вошли два пациента, и у обоих больных 
развились гематогенные метастазы: безметастати-
ческая выживаемость 0%. По этическим соображе-
ниям набор больных во 2-ю группу был прекращен. 
В 3-й группе с 0–1 метастатическими клонами без 
НАХТ безметастатическая выживаемость соста-
вила 93% (13/14). В 4-й группе с 0–1 клонами не-
посредственная эффективность персонализиро-
ванной НАХТ составила 84% (16/19), но при этом 
показатели выживаемости были статистически 
значимо ниже – 68% (13/19), чем в 1-й группе (по 
критерию Фишера, р = 0,011). По-видимому, НАХТ 
у шести больных этой группы стимулировала по-
явление новых клонов, несущих амплификации в 
обозначенных выше регионах, что и способствова-
ло метастазированию. Набор пациентов в 4-ю груп-
пу также прекращен по этическим соображениям. 
Между 3-й и 4-й группами различия не достигали 
уровня статистической значимости (p = 0,10) ввиду 
малочисленности 3-й группы. 

Заключение

Полученные результаты свидетельствуют о 
высоком метастатическом потенциале амплифи-
кационных клонов (5p, 6p, 7q, 8q, 13q, 9p, 9q, 10p, 
10q21.1, 16p, 18chr, 19p), их предиктивной и про-
гностической значимости. Успешно апробированы 
новые показания к назначению неоадъювантной 
химиотерапии, целью которой явилась элиминация 
амплификационных клонов, имеющихся в первич-
ной опухоли, что способствовало улучшению безме-
тастатической выживаемости больных. Установле-
но, что назначение НАХТ наиболее целесообразно 
у пациентов с наличием в первичной опухоли двух и 
более потенциальных метастатических клонов, в то 
время как при 0–1 клоне проведение химиотерапии 
в предоперационном режиме не показано. 

Работа поддержана грантом РНФ № 17-15-
01203.
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Одной из приоритетных задач стратегии разви-
тия медицины до 2025 г. является разработка тех-
нологий персонифицированной лечебной помощи 
для адекватного подбора лечебной тактики и мони-
торинга течения заболевания. При этом индивидуа-
лизация лечения злокачественных опухолей должна 
быть основана не только на совершенствовании хи-
рургической техники, но и на изучении молекуляр-
но-генетических и гуморальных механизмов разви-
тия патологического процесса, а также на анализе 
особенностей индивидуальной чувствительности 
каждого пациента к выбранному методу лечения.

Рак желудка остается одним из самых распро-
страненных злокачественных новообразований в 
мире, характеризующихся высокими показателями 
заболеваемости и смертности. Ежегодно регистри-
руется около 1 млн новых случаев и 730 тыс. смер-
тей от данной патологии [1].

Согласно данным ВОЗ, рак желудка по распро-
страненности среди злокачественных новообразо-
ваний занимает второе место в мире, уступая лишь 
раку легкого, и по-прежнему остается ведущей при-
чиной смертности от онкологической патологии во 
всем мире. Каждый год в России регистрируется  
48,8 тыс. новых случаев рака желудка, что состав-
ляет немногим более 11% от всех злокачественных 
опухолей; примерно 45 тыс. больных умирают от 

ПЕРСОНАЛИЗИРОВАННАЯ ИНТРАПЕРИТОНЕАЛЬНАЯ ХИМИОТЕРАПИЯ В КОМБИНИРО-
ВАННОМ ЛЕЧЕНИИ ДИССЕМИНИРОВАННОГО РАКА ЖЕЛУДКА

В.А. Маркович, С.А. Тузиков, Н.В. Литвяков, Н.О. Попова

НИИ онкологии Томского национального исследовательского медицинского центра РАН, г. Томск

рака желудка ежегодно [2]. На момент обращения 
около 70% больных имеют местно распространен-
ный опухолевый процесс, у 60–90% больных выяв-
ляют заболевание в III–IV стадии, при этом удель-
ный вес IV стадии не имеет тенденции к снижению и 
составляет 50–60% [3].

Одним из частых вариантов прогрессирования 
рака желудка является канцероматоз с поражением 
опухолевыми клетками серозных оболочек – брюш-
ины, сальника. Опухоли желудочно-кишечного трак-
та осложняются канцероматозом в 30–40% случа-
ев [4, 5]. В большинстве случаев распространение 
злокачественных клеток по брюшине рассматрива-
ется как неблагоприятный прогностический фактор, 
данная форма прогрессирования опухолей прак-
тически не поддается хирургической коррекции, а 
существующие подходы в химиотерапии способны 
лишь на незначительное время облегчить состоя-
ние больного [6].

Основным методом лечения рака желудка оста-
ется хирургический метод [7].

Основными методами лечения диссеминиро-
ванного рака желудка являются паллиативная хи-
миотерапия и оперативное лечение по экстренным 
показаниям в объеме наложения обходных анасто-
мозов, если это возможно, либо паллиативных ре-
зекций желудка при высоком риске или развившем-
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ся кровотечении, опухолевом стенозе, при этом не 
требуется лимфодиссекция. Большинство онкологов 
считают, что выполнение перитонэктомии и паллиа-
тивных операций (гастрэктомия, субтотальная дис-
тальная резекция желудка) при диссеминированном 
раке желудка нецелесообразно и неэффективно.

Успехи химиотерапии рака желудка в настоящее 
время скромны, однако данный вид лечения увели-
чивает продолжительность жизни у больных мета-
статическим процессом с 3–5 до 10–12 мес [8]. Так, 
при диссеминации опухоли по брюшине, когда очаги 
отсева недоступны действию цитостатиков, вслед-
ствие слабой васкуляризации, внутрибрюшной путь 
введения химиопрепарата незаменим. При исполь-
зовании данного способа введения цисплатины 
удается достичь высоких градиентов концентрации 
между интраперитонеальным уровнем и уровнем 
препарата в плазме на длительный срок [9].

Несмотря на все возможности современной те-
рапии, в том числе связанные с применением тра-
стузумаба у больных с гиперэкспрессией HER2, про-
должительность жизни больных метастатическим 
раком желудка составляет около 1 года [10, 11]. 

В настоящее время цитостатическая терапия 
активно используется в предоперационном режиме. 
Это продиктовано, во-первых, стремлением к умень-
шению объема первичной опухоли, что создает бо-
лее благоприятные условия для выполнения опе-
раций, во-вторых, определением чувствительности 
первичной опухоли к проводимой химиотерапии in 
vivo, что позволяет адекватно планировать лечение 
в послеоперационном режиме [12].

По мнению некоторых современных ученых, 
большой интерес представляют молекулярно-гене-
тические исследования, направленные на выявле-
ние и изучение различных мутаций генов в клетках 
опухоли. Большие перспективы имеет индивидуаль-
ный подход в назначении химиотерапии, основан-
ный на результатах молекулярно-генетического ис-
следования и определения чувствительности клеток 
опухоли к химиопрепаратам. Данный подход мало 
изучен, но, несмотря на это, имеет большие шансы 
стать основным в лечении рака. На данный момент 
в литературе подробно описано влияния работы 
АВС-транспортеров на химиорезистентность ново- 
образований на модели рака молочной железы. 

Одним из механизмов, который обеспечивает ре-
зистентность опухолей и, в частности, опухолей же-
лудка к химиотерапии, является множественная ле-
карственная устойчивость, обусловленная работой 
генов АВС-транспортеров. Активация выброса про-
тивоопухолевых препаратов из клеток при участии 
АВС-транспортеров является одной из наиболее 
частых и универсальных причин развития множе-
ственной лекарственной резистентности (MultiDrug 
Resistance, MDR). На раке молочной железы было 
показано, что опухоли с делециями генов АВС явля-
ются чувствительными к химиотерапии, в то время 

как нормальное состояние аппарата АВС-транспор-
теров обусловливает устойчивость к лечению [13].

При раке желудка исследований значения деле-
ций АВС-транспортеров для эффективности хими-
отерапии еще не проводилось. Даже в случае вы-
сокой вероятности достижения объективного ответа 
опухоли на предоперационную химиотерапию, нере-
шенной остается проблема выбора схемы лечения. 
С этих позиций исследуется значение определенных 
молекулярно-генетических характеристик опухоли, 
претендующих на роль маркеров монорезистентно-
сти. К ним относятся гены-мишени действия химио-
препаратов и (или) гены, продукты которых участву-
ют в метаболической внутриклеточной активации 
конкретного цитостатика.
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Рак яичников (РЯ) является одной из наиболее 
агрессивных гинекологических опухолей и стойко 
занимает одно из лидирующих мест среди причин 
смертности от онкопатологий. Ежегодно в мире ре-
гистрируются более 238 тыс. новых случаев заболе-
вания, половина из которых заканчиваются леталь-
ным исходом. Аналогичная ситуация складывается 
и в России [1]. Важной особенностью рака яичников 
является то, что продолжительное время он проте-
кает без выраженных симптомов и, как правило, ди-
агностируется на поздних стадиях развития (III–IV), 
когда общая 5-летняя выживаемость пациентов не 
превышает 45%.

Рак яичников является распространенным мно-
гофакторным заболеванием. Существенным фак-
тором риска данной патологии выступает наслед-
ственная предрасположенность. В первую очередь 
развитие РЯ ассоциировано с мажорными мутаци-
ями в высокопенетрантных генах BRCA1 и BRCA2, 
белковые продукты которых являются ключевыми 
участниками сигнального пути клетки в ответ на воз-
действие ионизирующей радиации. Однако наруше-
ния в этих генах объясняют не более 15% всех слу-
чаев заболевания. В последнее время важная роль 
в возникновении и прогрессии злокачественных опу-
холей яичников отводится компонентам иммунной 
системы.

Интерлейкин 18 (IL18) – один из основных им-
мунорегуляторных цитокинов, играющий важную 
роль в противоопухолевой защите организма. У че- 
ловека ген IL18 расположен на хромосоме 11 
(11q22.2-q22.3) и состоит из шести экзонов и пяти 
интронов [2]. Наиболее изученным полиморфным 
вариантом, влияющим на экспрессию гена IL18, яв-
ляется rs1946518 (-607С>А). Замена С>А в позиции 
-607 в промоторном регионе данного гена приводит 
к снижению транскрипционной активности гена IL18 
и, соответственно, к пониженному синтезу белка [3]. 
Согласно ряду исследований, обнаружена ассоциа-
ция данного полиморфного локуса с риском разви-
тия различных патологических процессов, включая 
ревматоидный артрит, гепатит С и некоторые виды 
опухолей [4–6]. 

Целью данной работы явилось изучение 
ассоциации полиморфного варианта rs1946518 
(-607С>А) в гене IL18 с риском развития рака 
яичников у женщин из Республики Башкор- 
тостан. 

Материалы и методы

Материалом для исследования послужили об-
разцы ДНК 286 больных раком яичников и 228 здо-
ровых индивидов. Идентификация аллелей поли-
морфного локуса rs1946518 гена IL18 выполнена 
методом аллель-специфичной ПЦР.

АНАЛИЗ АССОЦИАЦИИ ПОЛИМОРФНОГО ВАРИАНТА rs1946518 В ГЕНЕ IL18  
С РИСКОМ РАЗВИТИЯ РАКА ЯИЧНИКОВ

Э.Т. Мингажева1, Д.С. Прокофьева1, Д.Д. Сакаева2, Э.К. Хуснутдинова1, 3

1 Башкирский государственный университет, г. Уфа 
2 Республиканский клинический онкологический диспансер, г. Уфа 

3 Институт биохимии и генетики Уфимского научного центра РАН, г. Уфа

Результаты

В результате сравнительного анализа распре-
деления частот аллелей и генотипов полиморфного 
локуса rs1946518 в гене IL18 между группой больных 
раком яичников и контрольной группой выявлена ас-
социация гетерозиготного генотипа AC с повышен-
ным риском развития заболевания: OR = 1,67, 95% 
CI: 1,17–2,39, p = 0,009. Также была обнаружена ас-
социация данного полиморфного варианта с риском 
развития РЯ в рецессивной модели наследования 
(AA vs AC+CC): OR = 0,49, 95% CI: 0,26–0,93, p = 
0,03.

В 2014 г. L.K. Back с соавт. [6] провели ассоци-
ативный анализ полиморфного локуса rs1946518 в 
гене IL18 с риском развития рака молочной железы 
у бразильянок и установили, что гомозиготный гено-
тип АА значительно чаще встречается у больных по 
сравнению со здоровыми индивидами: OR = 2,843, 
95% CI: 1,360–5,986, p = 0,005. Аналогичное иссле-
дование было проведено в 2012 г. М. Taheri  с соавт. 
[7] в иранской популяции, однако ассоциации од-
нонуклеотидной замены -607С/А с раком молочной 
железы обнаружено не было. Данные описанных ис-
следований не согласуются с нашими результатами, 
что, вероятно, связано с наличием существенных 
различий в распределении частот аллелей и геноти-
пов между разными популяциями и регионами мира. 
В работе P. Sáenz-López с соавт., [8] посвященной  
изучению влияния полиморфного варианта 
rs1946518 на клинические симптомы пациентов с 
карциномой почек, была выявлена ассоциация го-
мозиготного генотипа СС с размером (OR = 3,35, 
95% CI: 1,60–7,02, p = 0,001), стадией (OR = 3,60, 
95% CI: 1,70–7,64, p = 0,001), степенью злокаче-
ственности опухоли (OR = 3,40, 95% CI: 1,06–10,76, 
p = 0,030) и наличием метастазов (OR = 2,70, 95% CI: 
1,22–5,96, p = 0,012). Наши данные указывают на то, 
что генотип, содержащий аллель C, ассоциирован с 
повышенным риском рака яичников.

Таким образом, полученные результаты свиде-
тельствуют об ассоциации полиморфного варианта 
rs1946518 в гене IL18 с риском развития рака яични-
ков у женщин из Республики Башкортостан.
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Обратимость эпигенетических модификаций 
генома является основой для эпигенетической про-
тивоопухолевой терапии. Принципиальная возмож-
ность нормализации опухолевого фенотипа пока-
зана даже при сохранении онкогенных мутаций в 
репрограммированных неопластических клетках, 
сопровождающихся эпигенетическими изменени-
ями. Однако важным недостатком применяемых 
эпигенетически активных препаратов является не-
специфичность индуцируемых ими изменений. На-
пример, изменения профилей метилирования ДНК 
под действием ингибиторов ДНК-метилтрансфераз 
происходят в целом геноме и могут иметь побочные 
эффекты.

Значительно более эффективным подходом 
могла бы стать направленная индукция желаемых 
эпигенетических изменений в функционально важ-
ных для опухоли генах. Поскольку изменения эпи-
генетического состояния множества онкоассоцииро-
ванных генов происходят скоординированно в ходе 
развития опухоли, разработка способов таргетной 
эпигенетической терапии должна опираться на по-
нимание молекулярных механизмов, обеспечиваю-
щих их генную специфичность.

В данной работе, используя гастроинтести-
нальные стромальные опухоли (ГИСО) в качестве 
модели, мы предположили, что ряд опухолеспеци-
фичных профилей метилирования ДНК может быть 
индуцирован описанной ранее онкогенной длинной 
некодирующей РНК (нкРНК) HOTAIR. Данный транс-
крипт был выбран в качестве примера в связи с его 
ранее установленной способностью рекрутировать 
репрессорный комплекс белков группы поликомб 2 
(PRC2) ко множеству геномных локусов, обусловли-
вающий репрессивное метилирование H3K27me3, 
функциональность которого проявляется в более 
агрессивном фенотипе опухолей с повышенным 
уровнем экспрессии HOTAIR. Учитывая физиче-
ское взаимодействие комплекса PRC2 и ДНК-ме-
тилтрансфераз, мы предположили, что не только 
гистоновые модификации, но и ряд наблюдаемых 
аномалий CpG-метилирования при ГИСО может 

ОНКОГЕННАЯ нкРНК HOTAIR ОБЕСПЕЧИВАЕТ ГЕННУЮ СПЕЦИФИЧНОСТЬ ПРОФИЛЕЙ 
МЕТИЛИРОВАНИЯ ДНК ПРИ ГАСТРОИНТЕСТИНАЛЬНЫХ СТРОМАЛЬНЫХ ОПУХОЛЯХ
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быть обусловлен аберрантной экспрессией нкРНК 
HOTAIR.

Для проверки данной гипотезы была выбрана 
клеточная модель ГИСО GIST-T1 с многократно по-
вышенным уровнем экспрессии нкРНК HOTAIR по 
сравнению с контрольной клеточной линией MCF7. 
Предполагаемое влияние HOTAIR на профили мети-
лирования ДНК в клетках GIST-T1 было изучено с 
помощью стабильного нокдауна данного транскрип-
та посредством конститутивной экспрессии соответ-
ствующей shRNA с лентивирусного вектора pRSI9 
и последующей оценки изменений уровня CpG-
метилирования в масштабе целого генома с помо-
щью метилочипов Ininium HumanMethylation450 Be-
adchip (Illumina, США). Полученный массив данных, 
отражающих степень метилирования b каждого из 
485 тыс. потенциально метилируемых остатков ци-
тидина, был обработан в программе RnBeads. Вали-
дация отдельных генов-кандидатов была проведена 
с помощью бисульфитного пиросеквенирования. 
Функциональность изменений CpG-метилирования 
оценивали, измеряя уровень экспрессии генов с по-
мощью количественной ОТ-ПЦР.

Действительно, нокдаун HOTAIR индуцировал в 
клетках значительные изменения профилей метили-
рования ДНК, которые были разнонаправленными. 
Так, произошла индукция гипометилирования 51 и 
гиперметилирования 100 CpG-динуклеотидов в ге-
нах важных функциональных групп. Наблюдаемые 
изменения профилей метилирования ДНК были пол-
ностью подтверждены с помощью бисульфитного пи-
росеквенирования, которое также позволило расши-
рить анализ на большее число CpG-динуклеотидов 
(рисунок). Например, деплеция HOTAIR приводила к 
существенному росту процента CpG-метилирования 
в гене фермента дипептидилпептидазы 4 (DPP4), 
вовлеченного в протеолиз внеклеточного матрикса 
(клеточная миграция, инвазия), что сопровождалось 
значительным снижением его экспрессии. Напротив, 
практически полное деметилирование наблюдалось 
в гене опухолевой супрессии RASSF1 на фоне нок-
дауна HOTAIR, что приводило к его активации.
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Таким образом, впервые установлена роль нкРНК  
HOTAIR как одного из факторов, обусловливающих 
генную специфичность ряда аномалий метилиро-
вания ДНК при ГИСО. Молекулярный механизм, 
посредством которого HOTAIR индуцирует разнона-

Уровень метилирования CpG-сайтов генов DPP4 и RASSF1 и соответствующие им уровни экспрессии генов в зависимо-
сти от функционирования HOTAIR

правленные эпигенетические изменения (гипо- и ги-
перметилирование) в разных генах, требует дальней-
шего изучения. Его понимание может стать основой 
для разработки способов направленного изменения 
опухолевого метилома с терапевтическими целями.

Формирующаяся в процессе опухолевой прогрес-
сии гипоксия приводит к изменению внутриклеточного 
редокс-статуса. Важную роль в определении судьбы 
клетки в таких условиях играют факторы транскрип-
ции, активирующие экспрессию как про-, так и анти- 
апоптотических генов. Целю настоящего исследова-
ния являлось изучение влияния N-этилмалеимида 
(NEM)на редокс-зависимую регуляцию апоптоза опу-
холевых клеток линии Р19, культивируемых при нор-
мальном и сниженном поступлении кислорода.

В качестве материала исследования использо-
валась культура опухолевых клеток линии Р19 (те-
ратокарцинома мыши). Моделирование гипоксии 
осуществляли в камере Hypoxia Incubator Chamber с 
помощью газовой смеси (5% О2, 5% СО2, 90% N2). В 
качестве блокатора SH-групп пептидов и белков ис-
пользовали NEM. Количество клеток, вступивших в 
апоптоз, оценивали аннексиновым методом с исполь-
зованием проточного цитофлуориметра. Концентра-
цию восстановленного (GSH), окисленного (GSSG), 

РОЛЬ N-ЭТИЛМАЛЕИМИДА В УПРАВЛЕНИИ АПОПТОЗОМ ОПУХОЛЕВЫХ КЛЕТОК ЛИНИИ Р19 
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а также белково-связанного глутатиона (белок-SSG) 
измеряли спектрофотометрическими методами. Ста-
тистическую обработку полученных результатов про-
водили при помощи программы SPSS 17.0, проверку 
нормальности распределения количественных пока-
зателей – с использованием критерия Шапиро–Уилка. 
Статистическую значимость различий оценивали с 
помощью непараметрического критерия Манна–Уит-
ни. Уровень значимости р принимали равным 0,05.

Величина соотношения GSH/GSSG считается од-
ним из основных показателей внутриклеточного ре-
докс-статуса. Культивирование опухолевых клеток ли-
нии Р19 в условиях гипоксии приводило к уменьшению 
величины отношения концентраций восстановленного 
и окисленного глутатиона в 1,8 раза по сравнению с 
нормоксией. Изменение внутриклеточного редокс-го-
меостаза приводило при этом к увеличению концентра-
ции белково-связанного глутатиона в клетках в 3,5 ра- 
за, что сопровождалось увеличением в культуре коли-
чества клеток, вступивших в апоптоз, в 4,1 раза.
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При добавлении блокатора сульфгидрильных 
групп в среду для культивирования отношение GSH/
GSSG в опухолевых клетках линии Р19 снижалось 
как при нормоксии, так и при гипоксии. При этом 
концентрация белково-связанного глутатиона повы-
шалась только в условиях нормоксии. Воздействие 
NEM значительно увеличивало число аннексин-по-
зитивных клеток в условиях и нормального, и сни-
женного поступления кислорода. 

Одним из механизмов запуска программиро-
ванной гибели клеток является изменение актив-
ности факторов транскрипции. Характерной чертой 

редокс-чувствительных белков (к ним относятся 
р53, АР-1, NF-kB) является наличие в структуре 
остатков аминокислоты цистеина, подверженного 
глутатионилированию. Образование смешанных 
дисульфидов с глутатионом приводит к изменению 
связывания транскрипционных факторов с ДНК, 
а следовательно, регулированию экспрессии ге-
нов-мишеней.   

Исследования выполнены в рамках гранта Пре-

зидента Российской Федерации для государствен-

ной поддержки молодых российских ученых – канди-

датов наук (грант № МК-1742.2017.7).

Ген TP53 расположен на коротком плече хромо-
сомы 17 человека и кодирует белок-онкосупрессор, 
который принимает участие в клеточных ответах на 
стрессы эндогенного и экзогенного характера. Ген 
содержит 22 тыс. пар нуклеотидов, представлен  
11 экзонами, которые кодируют 2,2 кb мРНК. При 
отсутствии повреждений ДНК экспрессия гена TP53 
минимальна. В зависимости от условий роста клет-
ки, типа и качества стресса TP53 активирует разные 
участки генов-мишеней, участвующих в апоптозе, 
аресте клеточного цикла, в репарации поврежден-
ной ДНК или в дифференциации.

Целью нашего исследования был поиск ва-
риантов последовательности гена ТР53 у женщин, 
подвергшихся хроническому облучению на Южном 
Урале, имеющих рак молочной железы (РМЖ), и у 
женщин, не имеющих онкопатологии.

Дизайн исследования: I группа – женщины с 
РМЖ в анамнезе (дозы на ККМ 2–146 сГр). II груп-
па – женщины аналогичного возраста, подвергшиеся 
облучению (дозы на ККМ 2–326 сГр), но не имеющие 
онкозаболеваний в анамнезе. 

Методы исследования
ДНК экстрагировали из крови с помощью ор-

ганической экстракции. Образцы ДНК оценивали 
с помощью Nano Drop 2000. Последовательности  
15 пар праймеров для амплификации фрагментов 
гена TP53, охватывающих 2–11-е экзоны, подбира-

ПИЛОТНОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ ВАРИАЦИЙ В ГЕНЕ ТР53 У ЖЕНЩИН,  
БОЛЬНЫХ РАКОМ МОЛОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ, ИЗ КОГОРТЫ Р. ТЕЧА
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ли с помощью Primer Designer Tool (Thermo Fish-
er Scientiic (TFS), США). Полимеразную цепную 
реакцию (ПЦР) проводили в термоциклере С1000 
(Bio-Rad, США). Наличие ампликонов после ПЦР 
проверяли на 2%-м агарозном гель-электрофорезе. 
Ампликоны чистили с помощью Exo SAP (GMLAG, 
Швейцария). Секвенирующие реакции ставили с 
помощью Big Dye Terminatorv 3.1 (TFS, США). Про-
дукты секвенирующей реакции чистили с помощью 
Big Dye Xterminator (TFS, США). Продукты секвени-
рующей реакции разделяли на генетическом анали-
заторе 3500 (TFS). Последовательности гена ТР53 
обследованных женщин сравнивали с референтной 
последовательностью (NG_017013.2), генетические 
вариации (замены, делеции, инсерции) во 2–11-й эк-
зонах искали с помощью программы SeqScape®Soft-
ware (TFS, США). В раздел NTVariants были внесены 
120 клинически значимых мутаций (SNP, инсерции и 
делеции).

Заключение
В геномной ДНК большинства обследованных 

женщин не были выявлены клинически значимые 
мутации в экзонах 2–11 гена ТР53. В одном образ-
це ДНК выявлено две мутации, которые могут ока-
зывать существенное влияние на функцию гена  
ТР53 – сдвиг рамки считывания и нонсенс-мута-
ция, приводящая к образованию преждевременного 
стоп-кодона. 

Рак предстательной железы (РПЖ) является 
одной из самых распространенных опухолей сре-
ди мужчин. Известно, что ответ опухоли на прово-

ЭКСПРЕССИЯ МОЛЕКУЛЯРНЫХ МАРКЕРОВ В ТКАНИ РАКА ПРЕДСТАТЕЛЬНОЙ ЖЕЛЕЗЫ: 
СВЯЗЬ С КЛИНИКО-МОРФОЛОГИЧЕСКИМИ ПАРАМЕТРАМИ
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димое комбинированное лечение регистрируется 
более чем у 90% пациентов с метастатическим  
РМЖ.
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Цель проведенного исследования заклю-
чалась в изучении экспрессии транскрипционного 
фактора Brn-3a, AR, ERa в процессах развития рака 
предстательной железы в связи с уровнем актива-
ции AKT/mTOR сигнального пути.

Материалы и методы
В исследование были включены 50 больных 

местно-распространенным РПЖ, прошедших стан-
дартное лечение в клиниках НИИ онкологии Том-
ского НИМЦ. Определение уровня экспрессии генов 
Brn-3a, AR, ERa и компонентов AKT/m-TOR сигналь-
ного пути оценивали при помощи ПЦР в реальном 
времени. 

Результаты

Показано увеличение экспрессии ядерного белка 
Brn-3a с развитием РПЖ, что связано с возрастани-
ем уровня ERa и активацией AKT/m-TOR сигнально-
го каскада. Отмечено снижение экспрессии Brn-3a и 
4E-BP1 у пациентов с кастрационно-рефрактерным 
раком предстательной железы. Принимая во внима-
ние тесные связи между ядерным фактором Brn-3a 
и рецепторами стероидных гормонов, становится 
понятной также полученная зависимость между экс-
прессией данного транскрипционного фактора и 

уровнем мРНК AR (r = 0,28; p = 0,018). Эти изменения 
наиболее выражены при развитии инвазивного роста 
опухоли, когда они касались уровня экспрессии AR и 
ER. У больных с наличием инвазивного роста отмече-
но увеличение их экспрессии в 1,78 и 3,9 раза соот-
ветственно, по сравнению с пациентами без инвазии. 
Также распространение опухоли и наличие инвазии 
в семенные пузырьки приводило к снижению уров-
ня активации AKT/m-TOR сигнального пути на фоне 
повышения экспрессии PTEN. Выявлено снижение 
уровня мРНК m-TOR в 135,6 раза на фоне роста экс-
прессии фосфатазы в 2,19 раза у больных с инвазией 
в семенные пузырьки. 

Выявлены связи между индексом Глисона и 
уровнем мРНК изучаемых молекулярных маркеров. 
Снижение экспрессии AKT, GSK-3b на фоне возрас-
тания уровня мРНК 4E-BP1 наблюдалось по мере 
снижения степени дифференцировки опухоли. Та-
кие измерения происходили на фоне гиперэкспрес-
сии фосфатазы PTEN. 

Заключение

Представленные факты, отражающие особенно-
сти изменений биологических свойств опухоли, веро-
ятно, могут составлять основу молекулярной панели 
для прогноза течения и эффективности терапии РПЖ. 

Колоссальный объем генетической информации, 
сложности в интерпретации, научном и практическом 
использовании результатов полноэкзомного и полно-
геномного секвенирования для онкологических забо-
леваний требуют разработки и использования специ-
ализированных компьютерных программ. 

Материалы и методы

Для наполнения базы знаний экспертной систе-
мы xGenCloud использованы доступные публичные 
источники сети Интернет. Для формирования катало-
га моногенных заболеваний использовали информа-
цию из каталога менделирующих состояний OMIM. 
Сведения о патогенности мутаций взяты из ClinVar. 
Для формирования тестовых примеров была исполь-
зована онкопанель TruSight Cancer от Illumina. 

Результаты

Разработана структура заключения, представ-
ленная следующими разделами: вводная инфор-
мация об интерпретации генетического исследо-
вания, описание панели, критерии ранжирования 
изменений по патогенности, перечень патогенных 
мутаций и ассоциированных с ними моногенных и 

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ СЕРВИСА xGENCloud ДЛЯ АВТОМАТИЧЕСКОЙ КЛИНИЧЕСКОЙ  
ИНТЕРПРЕТАЦИИ РЕЗУЛЬТАТОВ NGS ПО ОНКОГЕНЕТИКЕ

И. Угаров1, 2, В. Черных2, 3, О. Новоселова2, 3, И. Шаркова2, 3, А. Шарков2, Н. Иванов2

1 Московский государственный медико-стоматологический университет им. А.И. Евдокимова, г. Москва 
2 ООО «эксДжен Сайбернетикс», г. Москва 

3 Медико-генетический научный центр, г. Москва

многофакторных заболеваний, суммарная оценка 
рисков, рекомендации по дополнительным лабора-
торным тестам и инструментальным процедурам, 
консультациям врачей, список литературы, пере-
чень выявленных изменений. База знаний позво-
ляет интерпретировать патогенный эффект около  
20 тыс. герминативных и соматических мутаций, 
приводящих к развитию более 800 моногенных син-
дромов, для которых характерны опухолевые про-
цессы. За счет автоматизации процесса удалось 
сократить время анализа выявленных изменений и 
формирования заключения от 3–5 ч, требующихся 
раннее специалисту, до 5–10 мин в зависимости от 
количества патогенных мутаций.

Заключение
Использование сервиса xGenCloud при интер-

претации полученных результатов NGS позволяет 
значительно оптимизировать работу врача и, следо-
вательно, повысить эффективность медико-генети-
ческого консультирования пациентов, в том числе с 
онкологическими заболеваниями. Однако автомати-
зация клинической интерпретации требует дальней-
шего улучшения и отдельной разработки алгоритмов 
ранжирования заболеваний по рискам, которая бу-
дет продолжением данной работы.



Раздел 5
ЭПИДЕМИОЛОГИЯ И МОЛЕКУЛЯРНАЯ ГЕНЕТИКА  

МОНОГЕННЫХ ЗАБОЛЕВАНИЙ

Муковисцидоз (МВ) – одно из самых частых на-
следственных аутосомно-рецессивных заболеваний 
среди представителей белой расы. Оно характери-
зуется системным поражением желез внутренней 
секреции, имеет тяжелое прогрессирующее течение 
и значительно снижает качество и продолжитель-
ность жизни больных. Молекулярно-генетическая 
причина МВ – мутации гена CFTR, расположенного в 
локусе 7q31.2 и участвующего в создании регулиру-
емого цАМФ хлорного канала на поверхности эпите-
лиальных клеток. На данный момент описано около 
2 тыс. мутаций в гене CFTR.

Общеизвестно, что профиль мутаций в гене 
CFTR весьма вариабелен и широко изменяется в 
зависимости от географического положения и этни-
ческого происхождения. С целью выявления наибо-
лее частых мутаций, характерных для российских 
больных, и создания высокоинформативной диа-
гностической панели проведен анализ 40 мутаций в 
гене CFTR в выборке из 408 больных МВ из различ-
ных регионов РФ. Выбор мутаций основан на дан-
ных литературы, а также данных Российского Реги-
стра больных МВ 2014 г. Для регистрации точковых 
мутаций использовали метод мультиплексного ал-

ОСОБЕННОСТИ СПЕКТРА МУТАЦИЙ В ГЕНЕ CFTR  
У РОССИЙСКИХ БОЛЬНЫХ МУКОВИСЦИДОЗОМ

Т.А. Адян1, А.А. Степанова1, С.А. Красовский1, 2, А.В. Поляков1

1 Медико-генетический научный центр, г. Москва 
2 Научно-исследовательский институт пульмонологии ФМБА России, г. Москва

лель-специфичного лигирования с последующей 
амплификацией multiplex ligation probe-depended 
ampliication (MLPA), небольшие инсерционно-деле-
ционные мутации анализировались методом ПДАФ.

В ходе исследования выявлено 35 из 40 про- 
анализированных мутаций. Всего идентифициро-
вано 711 мутантных аллелей. Наиболее частой 
оказалась мутация F508del (53,6%), второй по ча-
стоте – мажорная среди чувашских больных МВ 
мутация E92K (6,6%), третьей – славянская мута-
ция CFTRdele2,3 (21kb) (5,3%). Мутации I507del, 
3849G>A, G551D, 3272-26A>G, 4022insT не встрети-
лись ни на одной из хромосом (таблица).У 323 боль-
ных мутации были выявлены на обеих хромосомах, 
у 85 – на одной хромосоме. 

Суммарная информативность анализа 40 мута-
ций в выборке больных МВ составила 92,1%, что по-
зволяет выявлять хотя бы одну мутацию в гене CFTR 
у 99,37% больных и обе мутации – у 85% больных.

Помимо основного исследования в настоящей 
работе проведен сравнительный анализ частот 
встречаемости 40 наиболее частых мутаций гена 
CFTR в выборках детей и взрослых, больных МВ. 
В результате установлено, что мутации W1310X и 

Суммарная информативность 40 проанализированных в гене CFTR мутаций в выборке больных МВ
Мутация (традиционное 

название)
Число  

хромосом
Аллельная 
частота, %

Мутация (традиционное 
название)

Число 
хромосом

Аллельная 
частота, %

F508del 414 53,6  4015delA 3 0,4
E92K 51 6,6  S1196X 2 0,3

CFTRdele2,3 (21kb) 41 5,3  S945L 2 0,3
1677delTA 23 3,0  R347P 2 0,3

3849+10kbC>T 22 2,8  1367del5 2 0,3
W1282X 18 2,3  3821delT 2 0,3
2143delT 17 2,2  604insA 1 0,1
N1303K 16 2,1  621+1G>T 1 0,1
2184insA 14 1,8  712-1G>T 1 0,1
L138ins 14 1,8  R553X 1 0,1

3272-16T>A 10 1,3  S1159P 1 0,1
394delTT 8 1,0  G85E 1 0,1
G542X 8 1,0  3120+1G>A 1 0,1

W1282R 7 0,9  CFTRdup6b-10 1 0,1
S466X 5 0,6  3944delGT 1 0,1

R1066C 5 0,6  I507del 0 0,0
2789+5G>A 5 0,6 3849G>A 0 0,0

R334W 4 0,5  G551D 0 0,0
W1310X 4 0,5  3272-26A>G 0 0,0

1898+1G>A 3 0,4  4022insT 0 0,0
Всего 711 92,1
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Мутации в гене фенилаланингидроксилазы (РАН) 
приводят к тяжелому аутосомно-рецессивному забо-
леванию – фенилкетонурии (ФКУ), частота которой 
существенно варьирует в различных регионах и эт-
нических группах, составляя в среднем 1 на 15 000 
новорожденных [1]. В настоящее время в гене PAH 
выявлено более 950 различных мутаций [2] с наличи-
ем мажорных, происхождение которых связывают с 
определенными этническими группами и их миграци-
ями, как, например, демонстрирующая восточно-за-
падную клинальную изменчивость миссенс-мутация 
p.Arg408Trp, предположительно, имеющая балто-сла-
вянское происхождение и распространенная по все-
му миру с преобладанием у больных ФКУ из Европы 
и крайне редкой встречаемостью у таковых из стран 
Азии [3, 4]. Наличие мажорных мутаций значительно 
облегчает и ускоряет молекулярную диагностику за-
болевания и определение гетерозиготных носителей 
мутантных аллелей, что важно для медико-генети-
ческого консультирования членов семьи больного и 
прогнозирования ФКУ у их потомства, а изучение рас-
пространенности таких мутаций в различных популя-
циях мира позволяет оценить генетический груз в них 
и определить причину и источник происхождения как 
данных мутаций, так и самого заболевания.

Целью настоящей работы является исследо-
вание частоты гетерозиготного носительства мута-
ций p.Arg408Trp, p.Arg261Gln и p.Arg261X гена РАН 
в отдельных этнических группах Евразии.

Материал исследования

Материалом для исследования послужил 3 951 
образец ДНК коренных жителей из 58 этнических 
групп России, Белоруссии, Украины, Молдавии, Ка-

1677delTA в выборке взрослых больных МВ встре-
тились значительно реже, чем у детей (0 и 0,58% 
против 0,48 и 3,1% соответственно); мутации 
3849+10kbC>T, R334W и 3849G>A в выборке взрос-
лых больных МВ встретились значительно чаще, 
чем у детей (5,93% и 1,7%, 1,05% и 0,2%, 0,67% и 
0% соответственно).

Известно, что фенотип и тяжесть течения МВ 
во многом определяются видом повреждения гена 
CFTR. Так, мутации W1310X и 1677delTA считают-
ся «тяжелыми», обусловливающими тяжелые фор-
мы МВ; мутации 3849+10kbC>T, R334W и 3849G>A 
считаются «мягкими», обусловливая относительно 
доброкачественные формы заболевания с более 
поздним дебютом.

Таким образом, особенностями спектра мута-
ций гена CFTR у российских больных МВ являются 
меньшая частота преобладающих в мире мутаций, 
таких как F508del, G542X, N1303K и др., единичная 
встречаемость мутаций G551D, 1717-1G>A, I507del 

и др., и наоборот – более высокая частота мутаций, 
являющихся относительно редкими в западноев-
ропейских странах: CFTRdele2,3, E92K, 2184insA, 
2143delT, 1677delTA, L138ins. Наряду с качествен-
ными различиями спектра мутаций установлена 
более высокая встречаемость «мягких» мутаций 
и, соответственно, «мягких» фенотипов в России 
по сравнению со странами Европы. Очевидно, 
что большинство наиболее частых мутаций в гене 
CFTR для РФ уже известны, и маловероятно, что 
при дальнейших исследованиях будут выявлены 
такие мутации, чей вклад в общий спектр окажется 
на удивление значимым (если только предположить 
существование некого изолята со своими генетиче-
скими особенностями). Кроме того, показано, что 
спектр мутаций в гене CFTR вариабелен в группах 
детей и взрослых, больных МВ: у взрослых пациен-
тов статистически значимо чаще выявляются «мяг-
кие» мутации по сравнению с детьми.

АНАЛИЗ ГЕТЕРОЗИГОТНОГО НОСИТЕЛЬСТВА МУТАЦИЙ P.Arg408Trp, P.Arg261Gln  
И P.ARG261X ГЕНА ФЕНИЛАЛАНИНГИДРОКСИЛАЗЫ (PAH) В ПОПУЛЯЦИЯХ ЕВРАЗИИ
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захстана, Узбекистана и Монголии. Образцы были 
собраны в период с 2000 по 2014 г. во время экс-
педиционных выездов. В популяционные выборки 
на основании анкетирования включены практически 
здоровые неродственные совершеннолетние инди-
виды, этническая принадлежность которых устанав-
ливалась до третьего поколения и от которых были 
получены информированные согласия на участие в 
научном исследовании. 

Результаты

Скрининг мутации p.Arg408Trp гена РАН прове-
ден у 2 652 практически здоровых индивидов из 37 
различных популяций Евразии, в 14 из которых она 
была выявлена с частотой гетерозиготного носи-
тельства, варьирующей от 0,0083 у русских из Бел-
городской области до 0,0417 у марийцев из Мишкин-
ского района Республики Башкортостан (РБ). 

При анализе гетерозиготного носительства дан-
ной мутации в популяциях Евразии в зависимости 
от их территориальной локализации показано, что 
из 20 изученных этнических групп Волго-Уральско-
го региона (ВУР) мутация p.Arg408Trp обнаружена в 
9, в том числе в 5 из РБ: у башкир из Баймакско-
го (0,0194), Бурзянского (0,0242) и Салаватского 
(0,0189) районов, марийцев (0,0417) и русских (0,03), 
а также у русских из Свердловской области (0,0254), 
башкир из Челябинской области (0,0377), чувашей 
(0,0115) и мордвы (0,0109). Средняя частота гетеро-
зиготного носительства мутации p.Arg408Trp в дан-
ном регионе составила 0,0127. В Восточной Европе 
данная мутация определена в 5 из 7 исследованных 
популяций с частотой гетерозиготного носительства, 
варьирующей от 0,0083 у русских из Белгородской 
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области до 0,0192 у русских из Пинежского района 
и составляющей в среднем 0,0114. В популяциях 
Северного Кавказа и Центральной Азии мутация  
p.Arg408Trp не идентифицирована. 

Если рассматривать исследованные популяции 
по их лингвистической принадлежности, то наибо-
лее высокая частота гетерозиготного носительства 
мутации p.Arg408Trp обнаружена у представителей 
славянской группы (0,0133), в романской группе, 
представленной только молдаванами, она была 
ниже (0,0106), а в тюркоязычной и финно-угорской 
группах она оказалась минимальной и почти оди-
наковой – 0,0086 и 0,0084 соответственно. У пред-
ставителей абхазо-адыгской и монгольской групп 
данная мутация не выявлена. Мутация p.Arg408Trp 
определена практически во всех изученных выбор-
ках русских, за исключением Республики Мордовия 
и Кавказа, с частотой гетерозиготного носительства 
от 0,0083 у русских из Белгородской области до 0,03 
у русских из РБ. Средняя частота ее гетерозиготного 
носительства во всех изученных выборках русских 
составила 0,0161, при этом она была выше в ВУР 
(0,0227) по сравнению с более западными региона-
ми Северной Евразии (0,0134). Из 9 изученных этни-
ческих групп башкир мутация p.Arg408Trp выявлена 
в 4 с частотой гетерозиготного носительства, варьи-
рующей от 0,0189 у башкир из Салаватского района 
РБ до 0,0377 у башкир из Челябинской области, и 
составляющей в среднем 0,0131.

В результате проведенного исследования об-
разцов ДНК коренных жителей из 18 популяций 
Евразии мутация p.Arg261Gln гена РАН выявлена 
только в двух популяциях ВУР: у татар из Татар-
стана и марийцев из РБ с частотой гетерозиготного 
носительства 0,0123 и 0,0208 соответственно. Сред-
няя частота гетерозиготного носительства мутации  
p.Arg261Gln в ВУР составила 0,0012, в других регио-
нах она не обнаружена.

Скрининг гетерозиготного носительства мутации 
р.Arg261X гена РАН проведен у 1 419 практически 
здоровых индивидов из 24 популяций Кавказа, так 
как ранее мы определили ее только у больных ФКУ 
из этого региона [5]. Данная мутация выявлена в  
4 популяциях с наибольшей частотой гетерозиготно-
го носительства у карачаевцев – 0,0526, тогда как 
у кабардинцев, караногайцев и кумыков она встре-
тилась в единичных случаях с частотами 0,0103, 

0,0204 и 0,0222 соответственно. Таким образом, му-
тация р.Arg261X обнаружена у представителей тюр-
коязычной и абхазо-адыгской лингвистических групп 
с преобладанием средней частоты в первой (0,0269 
и 0,0027 соответственно).  

Изученные мутации гена РАН у здоровых ин-
дивидов из различных этнических групп Евразии 
определены только в гетерозиготном состоянии. 
Статистически значимых различий по распреде-
лению частот мутаций p.Arg408Trp, p.Arg261Gln и 
р.Arg261X гена РАН между исследованными популя-
циями не обнаружено. Равновесие Харди–Вайнбер-
га поддерживалось во всех изученных популяциях. 

Таким образом, в результате проведенного 
нами исследования получены данные о частоте ге-
терозиготного носительства мутаций p.Arg408Trp,  
p.Arg261Gln и p.Arg261X гена РАН у практически здо-
ровых индивидов из 58 этнических групп Евразии, 
которые послужат значительным вкладом в оценку 
генетического груза на данной территории. Опре-
делен характер распространенности изученных 
мутаций гена РАН в зависимости от языковой при-
надлежности и территориальной локализации ис-
следованных популяций. Для мутаций p.Arg408Trp и 
p.Arg261X показаны дополнительные свидетельства 
о предполагаемой роли эффекта основателя в их 
происхождении и распространении в некоторых из-
ученных популяциях. Данные о частоте встречаемо-
сти изученных мутаций гена РАН в исследованных 
регионах необходимо использовать при разработке 
стратегии диагностики ФКУ.
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Болезнь Вильсона – Коновалова (БВК) – ауто-
сомно-рецессивное наследственное заболевание, 
возникающее в результате мутаций гена ATP7B и ас-
социированное с патологическим накоплением меди 
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в организме. БВК может манифестировать практиче-
ски в любом возрасте, протекать под маской ряда 
других заболеваний с отсутствием типичных клини-
ческих и биохимических признаков. Особенностью 
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этого заболевания является то, что при своевремен-
ной диагностике оно успешно поддается лечению 
с помощью хелаторов меди (например, Д-пеницил-
ламина). Спектр и частота мутаций в гене ATP7B 
значительно варьируют в различных популяциях [1]. 
Полагают, что выраженный клинический полимор-
физм заболевания может быть обусловлен много-
численностью АТР7В мутаций и различающимися 
компаундными состояниями. Вместе с тем различия 
в динамике и особенностях клинического течения 
БВК, наблюдающиеся у больных, имеющих иден-
тичные мутации в гене АТР7В, в частности у сибсов, 
позволяют предполагать влияние других факторов, 
в том числе генетических, но отличных от мутаций 
гена АТР7В. 

В 2015 г. создана клинико-генетическая база 
данных, включающая более 160 пациентов преиму-
щественно с абдоминальной формой БВК, длитель-
но наблюдающихся и получающих медьэлиминиру-
ющую терапию. База включает данные клинического 
обследования, семейного анамнеза и молекуляр-
но-генетического обследования. К настоящему вре-
мени собраны образцы ДНК 96 пациентов для про-
ведения молекулярно-генетического исследования. 

Для исследования была разработана таргет-
ная панель NimbleGen SeqCap EZ Choice: 151012_
HG38_CysFib_EZ_HX3 (ROCHE). Методом NGS 

(Next Generation Sequencing) проводилось пол-
ное секвенирование генов ATP7B, HFE, COMMD1, 
XIAP, PRPN, APOe, CFTR. Для прогнозирования 
эффекта мутаций использовались алгоритмы SIFT, 
Polyphen-2, LTR, Mutation Taster и др. Биоинформа-
ционный фильтеринг результатов секвенирования 
образцов ДНК проводился c помощью программ 
GeneTalk (https://www.gene-talk.de/), UGENE (http://
ugene.unipro.ru/), Ion Reporter (https://ionreporter.
lifetechnologies.com/ir/), SIFT (http://sift.jcvi.org/), 
PolyPhen2 (genetics.bwh.harvard.edu/pph2/), PAPI 
(http://papi.unipv.it/).

Включенные в панель гены-модификаторы были 
выбраны в процессе анализа патогенетических пу-
тей метаболизма меди и других двухвалентных ме-
таллов, а также возможного влияния их мутаций или 
полиморфизмов на особенности течения, в частно-
сти тяжести БВК [2]. 

На первом этапе исследования решалась зада-
ча по изучению спектра мутаций гена ATP7B, а также 
спектра мутаций возможных генов-модификаторов 
(HFE, COMMD1, PRPN, APOe и XIAP) у пациентов с 
БВК с помощью метода NGS.  

Результаты предварительного исследования 
представлены в табл. 1 и 2. На текущий момент 
проведен анализ секвенирования 29 образцов ДНК 
больных. 

Т а б л и ц а  1
Спектр мутаций в гене АТР7В

Мутация Эффект Общее число  
выявленных аллелей

Описана  
в литературе ранее

c.C3207A (p.H1069Q) Миссенс 25 Да
c.C2332G (p.R778G) Миссенс 2 Да
c.G3190A (p.E1064K) Миссенс 3 Да

c.-128_-127insGCCGC Нарушение промоторного региона (UTR5) 2 Да
c.2293G>A(p.Asp765Asn) Миссенс 2 Да

c.A3655T (p.I1219F) Миссенс 1
Да (впервые описа-

на авторами  
в 2016 г. [3])

c.4301C>T (p.T1434M) Миссенс 1 Да
c.3948delG(p.Thr1317fs) Сдвиг рамки считывания 1 Да

c.3942_3943delCA Сдвиг рамки считывания 1 Да
c.2304dupC(p.Met769fs) Сдвиг рамки считывания 1 Да

c.G2605T (p.G869X) Нонсенс 1 Нет
c.197_198insCTTCACA 

(p.G66fs) Сдвиг рамки считывания 1 Нет

c.G1603T (p.E535X) Нонсенс 1 Нет
c.C3955T (p.R1319X) Нонсенс 1 Да

Т а б л и ц а  2
Спектр мутаций и полиморфизмов генов-модификаторов

Ген-модификатор Мутация или полиморфизм Общее число выявленных аллелей

HFE

c.C187G (p.H63D) 6
c.G845A (p.C282Y) 1
c.A193T(p.S65C) 1

c.G322C (p.E108Q) 2

PRPN
c.A385G (p.M129V) 12
c.A351G (p.A117A) 2

APOe
с. T388C (p.C130R) 5
c.C526T (p.R176C) 2

XIAP
c.A1268C (p.Q423P) 15

c.-25768C>T 3
COMMD1 Ни мутаций, ни полиморфизмов в экзонных областях не выявлено
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Данные, полученные на предварительном эта-
пе исследования, подтверждают генетическую ге-
терогенность БВК за счет разнообразия мутаций 
гена ATP7B. Спектр мутаций и полиморфизмов ге-
нов-модификаторов также широк. Изучение влияния 
генов-модификаторов на клинические особенности 
заболевания актуально для выявления генотип-фе-
нотип корреляции при БВК.

Данное исследование проводится при поддерж-

ке РНФ, грант № 14-50-00069.
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Болезнь Вильсона–Коновалова (БВК) – тяжелое 
аутосомно-рецессивное заболевание, обусловлен-
ное избыточным накоплением в организме и ток-
сическим воздействием меди. Это приводит к со-
четанному поражению внутренних органов и мозга 
[1]. Причиной БВК являются мутации в гене ATP7B, 
кодирующем трансмембранный белок АТФазу Р-ти-
па. Ген АТР7В локализован в области 13q14.3. Для 
данного заболевания существует этиотропная тера-
пия [2].

Целью нашего исследования было изучение 
спектра мутаций в гене АТР7В у российских больных 
и создание эффективной диагностической системы 
для ДНК-диагностики БВК.

Материалы и методы

Материалом для исследования служили об-
разцы ДНК 457 пробандов с направляющим диа-
гнозом «болезнь Вильсона–Коновалова». Поиск 
частых мутаций в гене ATP7B осуществлен посред-
ством мультиплексной проба-зависимой лигазной 
реакции с последующей амплификацией (MLPA) 
и мультипраймерной полимеразной цепной реак-
ции. Поиск второй мутации у пробандов с одной 
найденной мутацией в гене ATP7B проводили с по-
мощью массового параллельного секвенирования  
(NGS).

Результаты и обсуждение

На основании публикаций и ранее проведен-
ных в лаборатории ДНК-диагностики ФГБНУ МГНЦ 
исследований нами отобраны встретившиеся у 
наибольшего количества больных мутации в гене 
ATP7B [3]. Выборка пробандов была исследова-
на на носительство этих мутаций. Самой частой 
мутацией оказалась миссенс-мутация c.3207C>A 
(p.His1069Glu), ее аллельная частота составила 
51,2%. Исходя из формулы Харди–Вайнберга, ожи-
даемое количество больных с диагнозом БВК в на-
шей выборке составило 182 человека. В результа-
те исследования обнаружены мутации: c.3207C>A 
на 203 хромосомах, с.2304insC на 21 хромосоме, 

ИЗУЧЕНИЕ СПЕКТРА МУТАЦИЙ В ГЕНЕ АТР7В У РОССИЙСКИХ ПАЦИЕНТОВ  
С ДИАГНОЗОМ «БОЛЕЗНЬ ВИЛЬСОНА–КОНОВАЛОВА»

Г.М. Баязутдинова, О.А. Щагина, А.В. Поляков

Медико-генетический научный центр, г. Москва

c.3036insC на 11 хромосомах, c.3402delC на 10 хро-
мосомах, c.[3942delСА;3947delG] на 8 хромосомах, 
c.1770insT на 4 хромосомах, c.2532delA на 3 хромо-
сомах, c.3649_3654del6 на 2 хромосомах. Патоген-
ные варианты c.3036insC и c.1770insT в гене АТР7В 
впервые описаны в лаборатории ДНК-диагностики 
ФГБНУ МГНЦ. По результатам исследования в гене 
АТР7В были обнаружены две мутации у 88 чело-
век и одна мутация у 94 человек. На основании по-
лученных данных была создана диагностическая 
система поиска частых мутаций в гене АТР7В, в 
нее вошли восемь мутаций. Также была создана 
система исследования всей кодирующей после-
довательности и областей экзон-интронных сое-
динений гена ATP7B на основе метода массового 
параллельного секвенирования. Пригодные по ка-
честву образцы ДНК пробандов с одной найденной 
мутацией (47 человек) были исследованы с помо-
щью данной системы, в результате вторая мутация 
была найдена у 36 человек. Мутации с.2998G>A, 
c.3121C>T, с.3190G>A, c.3659C>T встретились бо-
лее чем на одной хромосоме. Они будут включены 
в систему поиска частых точковых мутаций в гене 
АТР7В. У пробандов с ненайденной второй мутаци-
ей будет проведен анализ числа копий экзонов гена  
ATP7B.

Заключение

Самым частым патогенным вариантом в гене 
АТР7В оказалась миссенс-мутация c.3207C>A. Доля 
этой мутации в ожидаемой выборке больных соста-
вила 55,7%. Доли других мутаций оказались сле-
дующими: с.2304insC – 5,7%, c.3036insC – 3,02%, 
c.3402delC – 2,74%, c.[3942delСА;3947delG] –  
2,19%, c.1770insT – 1,09%, c.2532delA – 0,82%, 
c.3649_3654del6 – 0,55%. 
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Гемофилия А (OMIM 306700) – самая частая на-
следственная патология среди нарушений свертыва-
ния крови. Заболевание наследуется по Х-сцеплен-
ному рецессивному типу, встречается с частотой  
1 : 5 000 новорожденных мальчиков. Данная форма 
гемофилии обусловлена мутациями в гене F8, кото-
рые в различной степени влияют на синтез, строе-
ние и функционирование фактора свертывания VIII. 
В зависимости от активности фактора выделяют не-
сколько степеней тяжести заболевания: менее 1% – 
тяжелая, 1–5% – средней тяжести, 5–40% – легкая. 
В базе HGMD в гене F8 описано более 3 тыс. мута-
ций. Они равномерно распределены по всему гену и 
могут представлять собой как крупные структурные 
перестройки, так и точечные изменения последова-
тельности. Большинство из этих мутаций уникаль-
ны, однако у больных с тяжелой формой гемофилии 
выявляются две частые мутации: в 40–50% случа-
ев инверсия интрона 22 (Inv22) и в 1–5% случаев –  
инверсия интрона 1 (Inv1). Помимо классических 
инверсий в гене описано большое количество слож-
ных структурных перестроек, трудно поддающихся 
диагностике, точному определению точек разрывов 
на хромосоме и установлению последовательности 
событий, приведших к данным перестройкам.

Материалы и методы

Для поиска инверсий интронов 22 и 1 гена F8 
из архива лаборатории ДНК-диагностики ФГБНУ 
«МГНЦ» было отобрано 96 семей с входящим ди-
агнозом «гемофилия А». В 58 семьях был пригоден 
для анализа образец ДНК пробанда, еще в 38 семьях 
исследование проводилось на материале матерей и 
дочерей пробандов. Поиск мутаций проводили ме-
тодом Inverse Shifting-PCR, предложенным L.C. Ros-
setti и внедренным в практику лаборатории ДНК-ди-
агностики [1, 2].

Результаты

Инверсия интрона 22 была выявлена в  
36,5% российских семей. Матери девяти пробандов 
с мутацией, материал которых был доступен, явля-
лись гетерозиготными носительницами данной ин-
версии. Стандартная инверсия интрона 1 в нашей 
выборке не обнаружена. В четырех семьях были 
выявлены аномальные варианты инверсий, при 
которых либо длины амплифицированных методом 
IS-PCR фрагментов не соответствовали ни норме, 
ни мутации, либо такие фрагменты отсутствовали 
вовсе. Доля сложных перестроек гена F8 в нашей 
группе обследуемых составила 4,2%.

СЛОЖНЫЕ СЛУЧАИ В МОЛЕКУЛЯРНОЙ ДИАГНОСТИКЕ ГЕМОФИЛИИ А

Т.С. Бескоровайная, Т.Б. Миловидова, О.А. Щагина, А.В. Поляков 
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У двух пробандов из этих семей с праймеров, 
предназначенных для поиска Inv22, были получе-
ны фрагменты аномальной длины. В результате 
дополнительных методов исследования у них выяв-
лено отсутствие ПЦР-продуктов, соответствовавших 
экзонам с 15-го по 21-й. Таким образом, причиной ге-
мофилии А в данных семьях является протяженная 
перестройка гена F8 c делецией экзонов с 15-го по 
21-й. Также методом количественного MLPA анализа 
было установлено, что мать одного пробанда и дочь 
второго являются гетерозиготными носительницами 
данных мутаций.

У одного пробанда было зафиксировано от-
сутствие фрагмента, который соответствовал бы 
либо нормальному строению гена F8, либо Inv22. 
Методом количественного MLPA анализа у него не 
выявлено делеций или дупликаций отдельных эк-
зонов, и на данный момент точно установить ха-
рактер структурной перестройки в данной семье не 
удалось. 

Кроме того, в нашей выборке был выявлен ано-
мальный вариант инверсии интрона 1, при котором 
у пробанда в результате неизвестной перестройки 
при проведении IS-PCR исчез фрагмент, соответ-
ствующий как нормальному, так и инвертирован-
ному интрону 1. Методом количественного MLPA 
анализа установлено, что причиной заболевания в 
данной семье является дупликация экзонов со 2-го 
по 13-й. 

Заключение

Полученные результаты частот инверсий интро-
на 22 и 1 гена F8 согласуются с мировыми данны-
ми. В Российской Федерации, как и во всем мире, 
доля инверсии интрона 22 весьма высока. Кроме 
того, в связи с тем, что ген F8 большой и находит-
ся на активно рекомбинирующей в процессе мейоза 
хромосоме Х, в нем могут происходить различные 
сложные перестройки. В нашей выборке семей с 
гемофилией А зафиксировано несколько таких слу-
чаев. Система IS-PCR предназначена для выявле-
ния стандартных инверсий интронов 1 и 22, однако 
обнаружение иных сложных генных перестроек го-
ворит о том, что данная методика обладает более 
широкими диагностическими возможностями. Для 
уточнения характера таких перестроек необходимо 
проводить дополнительные исследования.
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Саркогликанопатиями называют группу аутосо-
мно-рецессивных поясно-конечностных мышечных 
дистрофий (ПКМД), обусловленных мутациями в 
генах, кодирующих трансмембранные белки сарког-
ликаны четырех типов (α-, β-, γ-, δ-). Перечисленные 
белки представляют собой субъединицы саркогли-
канового комплекса сарколеммы мышечных клеток, 
который является частью большого дистрофин-дис-
трогликанового комплекса, соединяющего внутри-
клеточный цитоскелет мышечных клеток с ламинином 
внеклеточного матрикса. Саркогликанопатии вклю-
чают в себя ПКМД 2D (альфа-саркогликанопатия), 
ПКМД 2Е (бета-саркогликанопатия), ПКМД 2С (гам-
ма-саркогликанопатия) и ПКМД 2F (дельта-саркогли-
канопатия), вызываемые различными патогенными 
вариантами в генах SGCA, SGCB, SGCG и SGCD 
соответственно. Частота саркогликанопатий варьи-
рует в различных странах и составляет 1 : 370 000  
в Великобритании и 5,6 : 1 000 000 в Италии, при 
этом в европейских странах (Германия, Дания и Че-
хия) на их долю приходится от 2,3 до 23% от всех ау-
тосомно-рецессивных форм ПКМД. Отличительной 
особенностью данной группы заболеваний являет-
ся схожесть их клинической картины с таковой при 
мышечной дистрофии Дюшенна / Беккера (МДД / 
МДБ), поскольку фенотипически саркогликанопатии 
также проявляются проксимальной мышечной сла-
бостью, псевдогипертрофиями икроножных мышц в 
сочетании с кардиомиопатией, которая выявляется 
не у всех пациентов. Интеллект больных данными 
формами ПКМД остается сохранным. Заболевание 
в зависимости от формы дебютирует в возрасте от 
1 до 12 лет. 

В настоящее время в России больные с клини-
чески установленным диагнозом МДД / МДБ имеют 
возможность проведения генетической диагности-
ки и установления молекулярного диагноза. При 
этом, исходя из вышеупомянутых характерных 
особенностей саркогликанопатий и литературных 
данных, следует ожидать, что у части таких боль-
ных молекулярной причиной заболевания служат 
мутации в генах, кодирующих субъединицы сарко-
гликанового комплекса. Ранее в РФ было проведе-
но пилотное исследование, в результате которого 
в выборке 68 больных женского пола со входящим 
диагнозом МДД / МДБ у 7% пробандов были выяв-
лены два мутантных аллеля в гене SGCA и у 1,5% 
– два мутантных аллеля в гене SGCB. Интересно 
отметить, что мутационный спектр гена SGCA со-
ставили всего две мутации: с.229С>T (p.R77C) 
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и с.271G>A (p.G91S), причем, по литературным 
данным, мутация с.229С>T является самым рас-
пространенным патогенным вариантом этого  
гена. 

На основании полученных результатов была 
разработана диагностическая MLPA-система для 
поиска указанных мутаций, в которую был включен 
еще один патогенный вариант гена SGCA – c.850C>T 
(p.V247M), отобранный из базы данных LOVD на ос-
новании высокой частоты встречаемости среди ев-
ропейских больных. С помощью этой системы про-
анализированы две выборки больных мышечными 
дистрофиями, разделенные на основании направля-
ющего клинического диагноза. Среди 1 368 больных 
мужского пола со входящим диагнозом МДД / МДБ 
искомые мутации выявлены у 0,3% пациентов на 
0,26% хромосом; в выборке 508 больных со входя-
щим диагнозом ПКМД, не дифференцированных по 
биологическому полу, искомые мутации обнаружены 
у 1% пробандов на 0,9% хромосом. Столь низкую 
частоту саркогликанопатий в когорте больных МДД 
/ МДБ мальчиков можно объяснить, во-первых, тем 
фактом, что МДД / МДБ является превалирующей 
формой прогрессирующих мышечных дистрофий у 
лиц мужского пола во всем мире, поэтому у боль-
шинства больных выявляются патогенные мутации в 
гене DMD. 

Во-вторых, использование выбранного заведомо 
ограниченного поискового метода не позволяет вы-
явить весь спектр мутаций в генах саркогликанов, 
который, очевидно, шире, нежели выявленный в пи-
лотном исследовании на малой выборке больных. 
Последний аргумент также касается результатов, по-
лученных в выборке с входящим диагнозом ПКМД. 
Однако доступный на тот момент метод секвенирова-
ния по Сэнгеру для диагностики саркогликанопатий 
оказался экономически невыгодным и трудозатрат-
ным при исследовании больших выборок пациентов. 
В то же время следует упомянуть, что ПКМД – гене-
тически гетерогенная группа, в которой, помимо сар-
когликанопатий, на настоящий момент описано еще 
22 формы с аутосомно-рецессивным типом насле-
дования. Потому наиболее оптимальным решением 
для диагностики саркогликанопатий в период бурно 
развивающейся и получившей широкое распростра-
нение методики массового параллельного секвени-
рования является создание узкой «панели» генов, 
ответственных за развитие саркогликанопатий, а 
также других распространенных форм ПКМД, в том 
числе МДД / МДБ. 
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Гиперфенилаланинемиями (ГФА) называют 
группу нозологий, основным общим симптомом ко-
торых является повышение уровня фенилаланина 
(ФА) в крови (> 2 мг/дл) и при отсутствии специфи-
ческого лечения – задержка умственного и психомо-
торного развития. Основной причиной гиперфенила-
ланинемий является дефект гена PAH, кодирующего 
фермент фенилаланингидроксилазу (ФАГ). Патоло-
гия наследуется по аутосомно-рецессивному типу и 
обеспечивает 98% всех ГФА, ее называют фенилке-
тонурией (ФКУ) или РАН-зависимой ГФА [1]. Изуче-
ние патогенных вариантов гена РАН является акту-
альной задачей, так как позволяет делать прогнозы 
относительно клинического течения заболевания, 
чувствительности к кофакторной терапии и необхо-
димо для планирования деторождения в отягощен-
ных семьях.

Карачаево-Черкесская Республика (КЧР) – ре-
гион на севере Кавказа, на территории которого 
проживает несколько этнических групп: карачаевцы 
(40% населения республики), черкесы, абазины, но-
гайцы и русские. Общая численность населения ре-
спублики – 470 тыс. человек. Моноэтнические браки 
между карачаевцами составляют 88,3% [2]. Данная 
ситуация может привести к снижению генетической 
изменчивости и изменению частот гомозигот в по-
пуляции, в частности, возможно увеличение частот 
конкретных нозологических форм. 

В сотрудничестве с МГК КЧР получены данные 
о 84 больных различными клиническими формами 
ФКУ. Получен материал от 49 пациентов с диагнозом 
«фенилкетонурия», из которых 42 являются нерод-
ственными пробандами. Также получен материал 
от 26 пациентов с диагнозом «мягкая ГФА» (мГФА), 
из которых 21 является неродственными пробанда-
ми. Мягкой ГФА называют форму ФКУ, при которой 
уровень ФА пациента находится в пределах от 2 до 
10 мг/дл. Также был исследован материал от 58 здо-
ровых родственников и 774 здоровых жителей КЧР 
(популяционная выборка).

Материал 63 неродственных пробандов был 
исследован на наличие частых мутаций гена РАН 
методом MLPA. Первоначально был проведен по-
иск 9 частых на территории РФ мутаций гена РАН 
с помощью системы PKU-9: IVS4+5G>T, R158Q, 
EX5del4154ins268, R252W, R261Q, P281L, IVS10-
11G>A, IVS12+1G>A, R408W. Эффективность систе-
мы для российских больных составляет около 70% 
[3]. В выборке пробандов из КЧР методом поиска 
9 частых мутаций были выявлены молекулярно-ге-
нетические дефекты на 7,2% хромосом. Далее для 
пробандов, у которых не были выявлены обе му-
тации гена РАН, было проведено исследование с 
помощью диагностической системы поиска 10 пов- 
торяющихся мутаций гена РАН PKU-10 (L48S, 
IVS2+5G>A, IVS2+5G>C, R243Q, R243*, R261*, 
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E280K, E390G, A403V, Y414C). Для российских боль-
ных эффективность этой системы составляет около 
9% [3]. В выборке больных ФКУ и ГФА из Карача-
ево-Черкесии на 60% исследуемых хромосом были 
обнаружены мутации с помощью системы PKU-10. 
Причем на 55,2% хромосом была выявлена мутация 
R261. Таким образом, после поиска частых мутаций 
с использованием MLPA-систем диагноз не был под-
твержден у 34 пробандов. В результате секвениро-
вания ДНК у этих пробандов среди прочих выявле-
ны 4 повторяющихся варианта: P211T (8%), R413P 
(7,2%), V230I (2,4%), F331S (1,6%). 

Наличие в спектре мутаций гена РАН повторяю-
щихся вариантов позволяет создать систему, пред-
назначенную для детекции частых в регионе мута-
ций. Система детекции, основанная на принципе 
MLPA, PKU-КЧ2 включает в себя 7 мутаций: R261*, 
R413P, V230I, P211T, F331S, P211L, R408W. Суммар-
ная аллельная частота мутаций, входящих в систе-
му, составила 79,2% для общей выборки и 88,1% 
для карачаевцев. Наиболее распространенная  
среди больных из выборки мутация R261* (55,2%) 
выявлена почти исключительно у карачаевцев. Ча-
стота мутации R261* среди карачаевцев составляет 
67,3%. Среди российских больных аллельная часто-
та данной мутации составляет менее 1% [3].

Генофенотипический анализ был проведен в вы-
борках 42 больных с входящим диагнозом «фенил-
кетонурия» и 21 пациента с диагнозом «мГФА». На 
основании данных базы PAHvdb [4] мутации были 
разделены в зависимости от остаточной активности 
фермента ФАГ на «мягкие» (> 10%) и «тяжелые»  
(< 10%). Попарно сравнив суммарные частоты «тя-
желых» и «мягких» мутаций в выборках больных 
ФКУ и мГФА, было показано, что «мягкие» мутации 
статистически значимо чаще встречаются среди 
больных с клиникой мГФА, «тяжелые» мутации ста-
тистически значимо чаще встречаются среди боль-
ных с классической ФКУ (p < 0,00001). Все больные 
с мягким фенотипом имеют в генотипе хотя бы одну 
«мягкую» мутацию. В результате анализа генотипов 
и клинических данных показано, что «мягкие» мута-
ции обладают псевдодоминантным эффектом, обу-
словливая мягкий фенотип.

По данным неонатального скрининга за 2007–
2015 гг., частота всех форм ГФА в КЧР составляет  
1 : 850 новорожденных (1,18 ± 0,16‰). К настоящему 
моменту это самая высокая частота, зарегистриро-
ванная для данной патологии в мире. Больные мГФА 
составляют почти половину от всех больных, выяв-
ляемых на скрининге. С одной стороны, таким паци-
ентам не назначается диета, и они могут вести образ 
жизни, приближенный к таковому у здоровых людей. 
С другой стороны, имея две мутации в гене РАН, в 
браке с носителем вероятность рождения больного 
ребенка будет составлять 50% и, соответственно, 
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50% – вероятность рождения здорового носителя. 
При этом больные потомки могут, в свою очередь, 
иметь тяжелую клиническую форму заболевания.

В результате поиска частых для КЧР мутаций 
гена РАН в популяционной выборке с использова-
нием созданной системы PKU-КЧ2 были получены 
частоты гетерозиготного носительства и расчетная 
частота заболевания для представителей коренных 
этносов. Для черкесов, абазин и ногайцев частоты 
близки к средним по РФ. Вариант R261* встречается 
с частотой 1 : 16 у здоровых карачаевцев и является 
основной причиной аномально высокой расчетной 
частоты заболевания ФКУ среди карачаевцев –  
1 : 332. Суммарная частота носительства мутаций 
гена РАН составляет 1 : 9 у здоровых карачаевцев. 
Очевидно, что высокую частоту фенилкетонурии в 
Карачаево-Черкесской Республике обеспечивает 
в основном высокая частота гетерозиготного носи-
тельства мутаций гена РАН у карачаевцев, причем 
главным образом варианта R261*.

Широкое распространение варианта R261* сре-
ди карачаевцев позволяет предположить наличие 
эффекта основателя. Выявлен общий гаплотип на 
хромосомах с мутацией R261*, что подтверждает 
влияние эффекта основателя на накопление фенил-
кетонурии среди карачаевцев. Гаплотип гена PAH на 
хромосомах с мутацией R261* не совпадает с ранее 
описанными в литературе гаплотипами. Предполага-

ется независимое происхождение мутации R261* на 
территории Карачаево-Черкесской Республики или 
общее происхождение этого патогенного варианта 
у карачаевцев и иранцев, так как описаны контакты 
этих двух народов в прошлом. На основании расчета 
неравновесия по сцеплению R261* с полиморфными 
локусами установлен возраст мутации gср = 10,2 ± 2,7  
поколений (275 ± 73 лет). Период распространения 
R261* совпадает с фазой роста численности популя-
ции карачаевцев конце XVIII – начале XIX в.
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Нейрональный цероидный липофусциноз (НЦЛ, 
болезнь Баттена) – это группа клинически и генети-
чески гетерогенных нейродегенеративных заболе-
ваний, характеризующихся внутриклеточным нако-
плением автофлюоресцирующих липопигментов в 
различных ультраструктурных локусах. НЦЛ отно-
сится к группе лизосомных болезней накопления [1]. 
Распространенность в мире составляет 1 : 12 500 [2]. 
В настоящее время выделяют 14 генетических форм 
НЦЛ [3, 4]. Тип наследования заболевания – ауто-
сомно-рецессивный. Клинически дебютирует в виде 
прогрессирующей неврологической симптоматики: 
атаксии, эпилептических припадков, регресса психо-
моторного развития, нарушения зрения [3]. Прогноз 
при данном заболевании крайне неблагоприятный, 
эффективного лечения в настоящее время не суще-
ствует. 

Одной из форм НЦЛ является нейрональный 
цероидный липофусциноз 6-го типа, вызванного 
мутацией в гене CLN6, который кодирует мембран-
ный белок с неизвестной функцией [3]. Большинство 
пациентов с НЦЛ 6-го типа являются выходцами 
из стран Южной Европы, в частности Португалии, 
или индийского и пакистанского происхождения, в 
том числе цыганского народа в Чехии [2]. Для этой 

ИДЕНТИФИКАЦИЯ НОВОЙ МУТАЦИИ В ГЕНЕ CLN6, ОТВЕТСТВЕННОЙ ЗА ВОЗНИКНОВЕНИЕ 
НЕЙРОНАЛЬНОГО ЦЕРОИДНОГО ЛИПОФУСЦИНОЗА 6-ГО ТИПА В ЯКУТИИ
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редкой тяжелой болезни характерно накопление в 
изолированных популяциях с низким уровнем ми-
грации [5]. По результатам проведенных ранее ге-
нетико-эпидемиологических исследований якутская 
популяция также относится к числу изолированных 
гомогенных популяций с низким уровнем миграции 
[6]. Возраст начала заболевания при нейрональном 
цероидном липофусцинозе 6-го типа варьирует от 18 
мес до 8 лет. Клиническая картина включает задерж-
ку психомоторного развития, дизартрию, атаксию, 
потерю зрения и эпилептические припадки. Эпипри-
падки являются ранней особенностью заболевания, 
у большинства пациентов обычно начинаются до 5 
лет. Характерно быстрое прогрессирование заболе-
вания, смерть наступает в возрасте от 5 до 12 лет 
[7–9].

В данной статье приведены результаты мо-
лекулярно-генетического исследования тяжелого 
наследственного нейродегенеративного заболева- 
ния – нейронального цероидного липофусциноза 
6-го типа в Якутии.

Цель исследования – поиск молекулярно-гене-
тической причины у больных с подозрением на лей-
кодистрофию с использованием таргетного экзомно-
го секвенирования.
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Материалы и методы

Исследовано 18 образцов ДНК детей и 24 об-
разца ДНК их родственников из 17 якутских се-
мей с подозрением на лейкодистрофию. Все 
больные состоят на учете и наблюдаются в Ме-
дико-генетическом центре ГАУ РС (Я) «Республи-
канская больница № 1 – Национальный центр 
медицины». Молекулярно-генетический анализ 
проведен на базе учебно-научной лаборатории «Ге-
номная медицина» клиники медицинского института  
ФГАОУ ВПО СВФУ им. М.К. Аммосова. Выделение 
геномной ДНК проводили из лейкоцитов перифе-
рической крови методом фенольно-хлороформной 
экстракции. Проведено таргетное экзомное секве-
нирование с помощью панели TruSight Inherited Dis-
ease (Illumina, США) на генетическом секвенаторе 
MiSeq (Illumina, США). Результаты анализа были 
валидированы с помощью прямого секвенирования  
по Сэнгеру.

Результаты

При проведении данного исследования 8 паци-
ентам из 6 семей установлен генетический диагноз 
нейрональный цероидный липофусциноз 6-го типа 
с аутосомно-рецессивным типом наследования 
(OMIM 601780). У них нами обнаружена новая му-
тация c.396dupT в 4-м экзоне гена CLN6 в гомози-
готном состоянии, приводящая к аминокислотной 
замене p.Val133fs (сдвиг рамки считывания). Роди-
тели больных являлись гетерозиготными носителя-
ми. Заболевание манифестировало в возрасте 3– 
4 лет. В клинической картине наблюдались миокло-
ническая эпилепсия, атаксия, регресс психомотор-
ного развития, деменция, нарушение зрения. На 
МРТ головного мозга перивентрикулярно выявля-

лись симметричные изменения в белом веществе 
полушарий головного мозга, атрофия червя и полу-
шарий мозжечка.

Заключение

Таким образом, с помощью таргетного экзомно-
го секвенирования выявлена новая мутация в гене 
CLN6, которая явилась причиной нейронального 
цероидного липофусциноза 6-го типа у пациентов, 
наблюдавшихся с подозрением на лейкодистрофию.
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Глаукома – общий термин, который объединяет 
большую группу заболеваний органа зрения с раз-
личной этиологией, но имеющих ряд общих особен-
ностей в патогенезе, клинике и методах лечения. 
Для глаукомы характерны атрофия зрительного 
нерва при повышении внутриглазного давления и 
возникновение типичных дефектов поля зрения. 
Глаукома является одной из наиболее актуальных и 
важных проблем в офтальмологии, имеющей боль-
шое медико-социальное значение ввиду высокой 
распространенности и тяжести исходов заболева-
ния, нередко ведущих к слепоте и инвалидности. В 
мире от глаукомы страдают более 90 млн человек, а 
к 2030 г. ожидается увеличение числа таких больных 
в 2 раза.

ПОИСК СТРУКТУРНЫХ ИЗМЕНЕНИЙ В ГЕНАХ CYP1B1 И PITX2 У ПАЦИЕНТОВ  
С ПЕРВИЧНОЙ ВРОЖДЕННОЙ И ПЕРВИЧНОЙ ОТКРЫТОУГОЛЬНОЙ ГЛАУКОМОЙ

Р.Р. Еникеева1, С.Л. Лобов2, А.Ш. Загидуллина3, И.С. Зайдуллин4, 
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Материалы и методы

В качестве исследуемого материала были ис-
пользованы образцы ДНК 215 пациентов с клиниче-
ским диагнозом «первичная открытоугольная глау-
кома (ПОУГ)», предположительно наследственной 
этиологии, не связанных родством, 14 образцов 
ДНК пациентов (14 семей) с установленным диа-
гнозом «первичная врожденная глаукома (ПВГ)» и 
40 образцов ДНК членов их семей, проживающих в 
Республике Башкортостан. Контрольную группу со-
ставили 250 образцов ДНК здоровых индивидов, не 
имеющих заболеваний глаз. Забор материала про-
водился на базе Центра лазерного восстановления 
зрения «Оптимед», МБУЗ «Городская клиническая 
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больница № 10», ГБУ «Уфимский научно-исследо-
вательский институт глазных болезней АН РБ» с 
информированного согласия пациентов и членов 
их семей.

Был проведен поиск структурных изменений в 
генах CYP1B1 и PITX2 с применением метода ана-
лиза конформационного полиморфизма одноните-
вой ДНК (SSCP) с последующим ресеквенировани-
ем на автоматическом анализаторе ABI PRISM 310 
(Aplied Biosistems). 

Результаты

Во втором экзоне гена цитохрома Р450 (CYP1B1)  
у одного пациента с клиническим диагнозом ПОУГ, 
русского по этнической принадлежности, обнару-
жена миссенс-мутация c.343G>C (p.Ala115Pro) в 
гетерозиготном состоянии. Данный однонуклеотид-
ный вариант зарегистрирован в геномном браузере 
Ensembl, но литературные данные отсутствуют, поэ-

тому сделать какое-либо предположение о функцио-
нальной значимости данного изменения достаточно 
сложно.

В третьем интроне гена PITX2 было выявле-
но изменение нуклеотидной последовательности 
rs2276966 (c.-10-30T>C). Данное изменение выяв-
лено у одного пациента с клиническим диагнозом 
ПВГ, башкира по этнической принадлежности, од-
ного пациента с диагнозом ПОУГ, русского по этни-
ческой принадлежности, и у одного индивидуума из 
контрольной группы. Согласно программе Human 
Splicing Finder (http://www.umd.be/HSF3/index.html), 
rs2276966 приводит к созданию и изменению ин-
тронных сайтов ESE и ESS соответственно.

Таким образом, функциональная значимость 
выявленных нами изменений нуклеотидной по-
следовательности носит дискуссионный характер, 
и необходим дальнейший анализ их патогенети-
ческого влияния на развитие и течение заболе- 
вания. 

Распространенность наследственных заболева-
ний глаз варьирует от 4 до 9 человек : 10 000 насе-
ления в Российской Федерации и до 12 : 10 000 че- 
ловек в государствах Средней Азии. Наиболее рас-
пространенными заболеваниями в структуре на-
следственной патологии глаз являются катаракты, 
болезни сетчатки и зрительного нерва. Для многих 
моногенных патологий органа зрения характерна 
вариабельность клинических проявлений в зави-
симости от возраста пациента. Недостаточная из-
ученность клинических характеристик отдельных 
генетических вариантов и отсутствие единой клас-
сификации наследственных болезней органа зрения 
приводят к тому, что в одну нозологическую форму 
могут объединяться заболевания с различной ге-
нетической природой, патогенетическими механиз-
мами и типом наследования. Однако патогенные 
варианты в одном гене могут быть связаны с не-
сколькими разными фенотипами. Клинический по-
лиморфизм и высокая генетическая гетерогенность 
наследственных заболеваний органа зрения затруд-
няют медико-генетическое консультирование и мо-
лекулярно-генетическую диагностику для пациента 
с офтальмопатологией. Стоимость диагностических 
тестов зачастую не позволяет провести исследо-
вания в полном объеме, что снижает вероятность 
нахождения причины развития патологии глаз. В 
настоящее время актуальной задачей молекуляр-
ной диагностики является внедрение метода секве-
нирования следующего поколения для повышения 
эффективности поиска патогенных вариантов и 
снижения стоимости молекулярно-генетического ис-
следования в сравнении с прямым автоматическим 

ПРИНЦИПЫ ФОРМИРОВАНИЯ ПАНЕЛИ ГЕНОВ НАСЛЕДСТВЕННЫХ ЗАБОЛЕВАНИЙ  
ОРГАНА ЗРЕНИЯ

Е.А. Иванова, О.В. Хлебникова, О.П. Рыжкова, А.В. Поляков 

Медико-генетический научный центр, г. Москва

секвенированием по Сэнгеру. Оптимальным реше-
нием является разработка панели генов, задейство-
ванных в патогенезе группы заболеваний со схожей 
клинической картиной. 

В панель генов, сформированную в лаборато-
рии ДНК-диагностики ФГБНУ МГНЦ, вошли гены, 
ответственные за развитие различных только изо-
лированных моногенных форм дегенерации сетчат-
ки (53 гена), катаракты (33 гена), атрофии зритель-
ного нерва (11 генов), амавроза Лебера, глаукомы, 
дистрофии роговицы и некоторых врожденных по-
роков развития глаз (всего 211 генов). При выборе 
гена принималось во внимание наличие в нем па-
тогенных вариантов в функциональных доменах 
белка, приводящих к развитию заболевания, или в 
регуляторных элементах, влияющих на экспрессию 
гена, выявленных более чем в трех неродственных 
семьях с проявлением характерного фенотипа. До-
пускалось включение генов, патогенные варианты 
в которых встретились менее трех раз, но патоген-
ность была подтверждена биоинформатическими и 
функциональными исследованиями. Также учитыва-
лось соответствие типа наследования патогенного 
варианта и фенотипа в семьях. Основными ресурса-
ми для формирования панели генов служили базы 
данных OMIM, PubMed и профессиональная версия 
базы данных HGMD. В данную панель включено 
максимально возможное число генов изолирован-
ных патологий органа зрения, ограниченное техни-
ческими возможностями программы расчета ориги-
нальных праймеров для амплификации выбранных 
фрагментов генома, которая используется ресурсом 
Ion Amplisek Designer (Termo Fisher Scientiic).
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Наследственные спастические параплегии 
(НСП, SPG) – гетерогенная группа нейродегенера-
тивных болезней с преимущественным поражением 
пирамидного тракта; их ведущим или единственным 
симптомом является прогрессирующий нижний спа-
стический парапарез, проявляющийся нарушением 
ходьбы вплоть до ее утраты. 

В генетическом спектре преобладают аутосом-
но-рецессивные формы SPG, но более частыми яв-
ляются доминантные (АД) – за счет SPG4 и SPG3, 
к которым приводят мутации в генах SPAST и ATL1 
соответственно. В совокупности две эти формы от-
ветственны за ~50% случаев АД НСП.

Материалы и методы

C 2002 г. нами были собраны ДНК 73 нерод-
ственных пробандов (46 семейных случаев, 27 изо-
лированных) с клинической симптоматикой НСП. 
Образцы ДНК 56 пробандов  (76,7%) были проана-
лизированы на наличие мутаций в гене SPAST ме-
тодом секвенирования по Сэнгеру и 20 (27,4%) – в 

НАСЛЕДСТВЕННАЯ СПАСТИЧЕСКАЯ ПАРАПЛЕГИЯ  
НА ТЕРРИТОРИИ РОССИЙСКОЙ ФЕДЕРАЦИИ

В.А. Кадникова, О.П. Рыжкова, Г.Е. Руденская, А.В. Поляков

Медико-генетический научный центр, г. Москва

гене ATL1 (некоторые пациенты имели оба входя-
щих диагноза). Пациенты без мутаций были проана-
лизированы методом MLPA-анализа, который иден-
тифицирует протяженные делеции и дупликации в 
обоих генах. 

Результаты

В результате анализа было обнаружено 19 (26%)  
мутаций в гене SPAST и 8 (11%) в гене ATL1 (таб- 
лица). 

Полученные результаты отличаются от литера-
турных данных по частоте встречаемости мутаций 
для гена SPAS (37,6% в Италии, 48% в Канаде, 62% 
в Германии, 50% в Венгрии) и сопоставимы с тако-
выми для ATL1 (6,8% в Италии, 16% в Канаде, 3% в 
Германии, 18% в Венгрии). Таким образом, мутации 
были найдены для 37% пациентов, что значительно 
меньше, чем в других популяциях (42% в Италии, 
64% в Канаде, 65% в Германии, 68% в Венгрии). По-
лученные данные указывают на необходимость изу-
чения других форм SPG.

Спектр мутаций в генах SPAST и ATL1

Ген Семья Экзон Мутация

SPAST 2o, 21o
43o**
44o
5**
19
32
35
44
54

73**
75

53o
26o
33o

59o**
20

84**
88

10
15
8
11
17
8

10
1
9
9

15
3

6–16
1

10–12
10–13
15–16

1

c.1291C>T (p.Arg431Term)
c.1663G>T (p.Asp555Asn)
c.1107A>G (p.Thr369Thr)*
с.1391A>G (p.Glu464Gly)*

c.1750_1751delGAinsT
c.1139T>C (p.Leu380Pro)

c.1271delG*
c.286delG

c.1245+1G>A (IVS9+1G>A)
c.1216A>G (p.Ile406Val)

c.1684C>T (p.Arg562Term)
c.551A>C (p.Asn184Thr)

del.ex6-16*
del.ex1

dup.ex10-12
del.ex10-13*
del.ex15-16*

dup.ex1*

ATL1 46, 37o
13**, 6o

22
51

70**
42

12
7
8

12
8

1–14

c.1243C>T (p.Arg415Trp)
c.715C>T (p.Arg239Cys)
c.757G>A (p.Val253Ile)

c.1483C>T (p.Arg495Trp)
c.773A>G (p.His258Arg)

del.ex1-14*

* – неописанные ранее мутации; ** – изолированные.

Заключение

Благодаря внедрению метода высокопроизво-
дительного параллельного секвенирования (ВПС) 
было открыто порядка 30 новых форм НСП и генов, 
ответственных за их возникновение. Существуют 
разные технологии ВПС, однако секвенирование па-

нелей заболевания имеет некоторые преимущества 
благодаря сниженной стоимости и более легкой ин-
терпретации данных. Была разработана панель для 
идентификации всех известных на данный момент 
форм НСП. В ближайшее время планируется проа-
нализировать пациентов без мутаций в генах SPAST 
и ATL1 с помощью данной панели.
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Наследственные заболевания органа зрения со-
ставляют в среднем 30% среди всех наследственных 
болезней человека. Патологические изменения глаз 
являются как симптомом синдромальной патологии, 
так и самостоятельной (изолированной) нозологиче-
ской единицей. В настоящем тезисе представлены 
данные, характеризующие нозологический спектр 
изолированной наследственной офтальмопатоло-
гии Зеленчукского и Урупского районов Карачае-
во-Черкесской Республики. Обследованные районы 
составляют западную часть республики. Этнос об-
следованных регионов представлен в основном рус-
скими (70%).

Медико-генетическое обследование населения 
проведено в соответствии с протоколом генетико- 
эпидемиологических исследований, разработанным 
в ФГБНУ «МГНЦ» [1]. Осмотр пациентов осущест-
влен врачами разного профиля: неврологом, педи-
атром, офтальмологом, генетиком. Численность об-
следованной популяции составила 72 957 человек. 
Верификация офтальмологической патологии про-
ведена на основании данных офтальмологического 
обследования (визометрия, биомикроскопия, оф-
тальмоскопия, тонометрия и т.д.) инструментального 
обследования (оптическая когерентная томография 
сетчатки, электрофизиологические и эхографиче-
ские исследования). Формулировка диагноза выпол-
нена с учетом МКБ-10 и базы данных наследствен-
ных болезней OMIM [2]. 

В результате проведенной работы выявлено, 
что нозологический спектр в западной части Карача-
ево-Черкесской Республики представлен 25 клини-
ко-генетическими формами изолированной наслед-
ственной патологии органа зрения. 

Одной из самых распространенных групп 
офтальмологических заболеваний, обусловлен-
ных генетическим изменениями, явилась пато-
логия сетчатки и зрительного нерва. Суммарная 
распространенность патологий данной группы 
составила 2,2 : 10 000 населения. Спектр пред-
ставлен тапеторетинальной абиотрофией, вите-
лиформной макулодистрофией Беста, болезнью 
Штаргардта, палочко-колбочковой дистрофией сет-
чатки, атрофией зрительного нерва и нейропатией  
Лебера.

Вторая по распространенности группа изоли-
рованной наследственной офтальмопатологии  

АНАЛИЗ СПЕКТРА ИЗОЛИРОВАННОЙ НАСЛЕДСТВЕННОЙ ОФТАЛЬМОЛОГИЧЕСКОЙ  
ПАТОЛОГИИ В ЗЕЛЕНЧУКСКОМ И УРУПСКОМ РАЙОНАХ  

КАРАЧАЕВО-ЧЕРКЕССКОЙ РЕСПУБЛИКИ

В.В. Кадышев1, В.А. Галкина1, С.И. Куцев1, 2, Е.К. Гинтер1, 3, Р.А. Зинченко1, 2

1 Медико-генетический научный центр, г. Москва  
2 Российский национальный исследовательский медицинский университет им. Н.И. Пирогова  

Минздрава России, г. Москва 
3 Российская медицинская академия непрерывного профессионального образования Минздрава России,  

г. Москва 

(1,8 : 10 000 населения) представлена моногенными 
пороками развития зрительного анализатора: изоли-
рованный микрофтальм, колобома различных струк-
тур глаза, врожденный птоз верхнего века.

Частота встречаемости врожденной катаракты в 
западных районах Карачаево-Черкесской Республи-
ки составила 1,4 : 10 000 населения. В результате 
обследования популяции выявлен выраженный кли-
нический полиморфизм наследственной патологии 
хрусталика. 

Суммарная распространенность врожденной 
глаукомы, наследственной патологии роговицы 
и ретинобластомы составила 0,7 : 10 000 насе- 
ления.

Таким образом, наиболее частыми наследствен-
ными заболеваниями Зеленчукского и Урупского 
районов Карачаево-Черкесской Республики явля-
ются патология заднего отрезка глазного яблока и 
зрительного нерва. Нозологический спектр западной 
части региона аналогичен ранее обследованному 
русскому наелению других популяций России [3–5]. 
Суммарная распространенность изолированной на-
следственной офтальмологической патологии в об-
следованных районах Карачаево-Черкесской Респу-
блики составила 1 : 1 658.

Исследование выполнено при частичной фи-

нансовой поддержке РНФ в рамках научного проек-

та № 17-15-01051. 
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Наследственная энзимопеническая метге-
моглобинемия (НЭМ) – заболевание, при котором 
содержание метгемоглобина (MetHb) в крови пре-
вышает физиологическую норму (> 1–2% обще-
го количества Hb) [1]. К факторам риска развития 
метгемоглобинемии относят старческий и детский 
возраст, наличие инфекции, тяжелых сопутствую-
щих заболеваний, анемии, гипоальбуминемии, на-
рушения функции печени, повреждение слизистых 
оболочек. Немаловажным фактором является гене-
тическая предрасположенность: нарушение мета-
болизма анестетиков амидного ряда или наличие 
мутаций в гене энзимопенической метгемоглоби-
немии в гетерозиготном состоянии, при котором 
симптомы проявляются только после интоксика-
ции [3]. Оценена распространенность НЭМ перво-
го типа среди якутов, которая составила 1: 5 677  
человек [2].

Цель исследования – изучить распростра-
ненность наследственной энзимопенической мет-
гемоглобинемии первого типа и выявить частоту 
гетерозиготного носительства мутации в якутской 
популяции.

НАСЛЕДСТВЕННАЯ ЭНЗИМОПЕНИЧЕСКАЯ МЕТГЕМОГЛОБИНЕМИЯ ПЕРВОГО ТИПА  
В ЯКУТИИ

А.А. Максимова

Северо-Восточный федеральный университет им. М.К. Аммосова, г. Якутск

Материалы и методы

Работа была проведена по данным регистра на-
следственных и врожденных патологий МГЦ ПЦ «РБ 
№ 1 – НЦМ». Проанализированы генетические карты 
68 пациентов с метгемоглобинемией первого типа. 
Молекулярно-генетическое исследование на носи-
тельство метгемоглобинемии первого типа проведено 
на базе Учебно-научной лаборатории «Геномная ме-
дицина». Для исследования использовали образцы 
геномной ДНК 196 человек якутской этнической груп-
пы, проживающих на территории Республики Саха 
(Якутия), взятых с информированного письменного 
согласия, из них 131 (67%) женщин и 65 (33%) мужчин. 

ДНК выделяли из 10 мл периферической крови 
методом фенольно-хлороформной экстракции. Ре-
акция ПЦР была выполнена в объеме 15 мкл с об-
разцом ДНК, содержащим буфер х10, 2,5 мМ MgCl2,  
200 мкМ dATP/dCTP/dTTP/dGTP, по 10 пМ праймеров 
(F и R), Taq полимеразы, бетаина, деионизированной 
воды и ДНК. Далее проведен ПДРФ анализ с исполь-
зованием рестриктазы AluI. Разделение на фрагмен-
ты проводили в 4%-ном агарозном геле (рисунок).

Детекция методом электрофореза в 4%-м 
агарозном геле. На 4-й дорожке виден стан-
дартный маркер pUC19DNA; на 3-й дорожке –  
исследуемый образец с мутацией в гетерози-

готном состоянии

Результаты

По данным регистра наследственных и 
врожденных патологий 68 больных по месту фак-
тического проживания были распределены следу-
ющим образом: 18 (26,5%) из ГО Якутск, 8 (11,7%) 
из Верхневилюйского улуса, 7 (10,3%) из Намско-
го улуса и 6 (8,8%) пациентов из Вилюйского улу-
са. Матери 8 (11,7%) пробандов происходили из 
Намского, 7 (10,3%) из Верхневилюйского, 6 (8,8%) 
из Вилюйского и 5 (7,4%) из Нюрбинского улусов. 
Отцы 7 (10,3%) больных являлись уроженцами Нюр-

бинского, 6 (8,8%) Верхневилюйского, 5 (7,4%) Ви-
люйского, 5 (7,4%) Кобяйского и 5 (7,4%) Намского  
улусов. 

В результате молекулярно-генетического иссле-
дования было выявлено, что из 196 человек у 188 
(96%) был нормальный генотип; гетерозиготное но-
сительство мутации установлено у 8 (4%) человек. 
При этом 6 случаев (3%) гетерозиготного носитель-
ства мутации приходилось на долю женщин, и толь-
ко два гетерозиготных генотипа выявлены у мужчин. 
Гетерозиготное носительство метгемоглобинемии 
составило 4% среди якутской популяции.
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Заключение

Таким образом, в результате проделанной рабо-
ты было выявлено, что метгемоглобинемия первого 
типа по месту фактического проживания больных 
чаще встречается в ГО Якутск (26,5%), Верхневи-
люйском (11,7%), Намском (10,3%) и Вилюйском 
(8,8%) районах. Матери больных чаще являлись 
уроженцами Намского (11,7%), Верхневилюйского 
(10,3%), Вилюйского (8,8%) и Нюрбинского (7,4%) 
районов, отцы – Нюрбинского (10,3%), Верхневи-
люйского (8,8%), Вилюйского (7,4%), Кобяйского 
(7,4%) и Намского (7,4%) районов. Гетерозиготное 
носительство метгемоглобинемии составило 4% 
среди якутской популяции, что говорит о высоком 

проценте носительства. Учитывая полученные дан-
ные, необходимо проведение генетического скри-
нинга в популяции для профилактики и снижения 
распространенности данной наследственной пато-
логии.
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Мукополисахаридозы (МПС) – это группа генети-
ческих заболеваний, вызванных недостаточностью 
лизосомальных ферментов, которые катаболизи-
руют гликозаминогликаны (ГАГ). Мы описали новое 
МПС-подобное заболевание, вызванное специфи-
ческой мутацией в гене VPS33A. Мы описали 13 
больных с типичной клиникой мукополисахаридо-
зов: грубые черты лица, скелетные аномалии, гепа-
тоспеланомегалия, респираторные проблемы, ум-
ственная недостаточность и высокая экскреция ГАГ 
в моче. Но диагноз МПС у пациентов не был выстав-
лен лишь с помощью биохимических анализов. У па-
циентов были повышены уровни гепарансульфата 
в плазме, по сравнению с нормой, в 60 раз и 6 раз –  
по сравнению с пациентами с другими формами 
МПС. 

Также у пациентов имелись симптомы пора-
жения сердца, почек и гемапоэтической системы, 
которые не являются характерными для МПС. Они 

НОВЫЙ ТИП МУКОПОЛИСАХАРИДОЗА С ТЯЖЕЛЫМИ КЛИНИЧЕСКИМИ ПРОЯВЛЕНИЯМИ 
У ЯКУТОВ, ВЫЗВАННЫЙ МУТАЦИЕЙ В ГЕНЕ VPS33A
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приводили к летальному исходу детей в возрасте 
от 1 до 2 лет. 

Используя полногеномное секвенирование и 
секвенирование по Сэнгеру, мы идентифицировали 
гомозиготную мутацию c.1492C>T (p.Arg498Trp) в 
гене VPS33A у 13 пациентов якутской национально-
сти. Ген VPS33A участвует в эндоцитарных и ауто-
фогальных путях, но выявленная мутация не влияет 
ни на один из этих путей. В выведенных из организ-
ма и VPS33A-обедненных клетках были обнаруже-
ны лизосомальное избыточное подкисление и нако-
пление гепарансульфата, что указывает на новую 
роль этого гена в функциях лизосом. Поэтому мы 
предполагаем, что нами описан новый тип МПС, ко-
торый не вызывается ферментативным дефицитом. 

Новому заболеванию дано название «муко-
полисахаридоз-плюс» (Mucopolysaccharidosis-plus 
syndrome, MPSPS), оно внесено в международную 
базу OMIM под номером 617 303.



Эпидемиология и молекулярная генетика моногенных заболеваний 147

Проблема своевременной диагностики врожден-
ной тугоухости имеет особую актуальность в связи 
с возможностями ранней реабилитации больных. По 
данным, полученным при проведении универсально-
го аудиологического скрининга, в России распростра-
ненность врожденного нарушения слуха составляет 
3 на 1 000 новорожденных. Согласно молекуляр-
но-генетическим исследованиям до трети выявлен-
ных случаев представляет собой наследственную 
несиндромальную форму тугоухости генетического 
типа DFNB1, обусловленную рецессивными мутаци-
ями в одном гене, – GJB2. Помимо упомянутого гена 
на сегодняшний день известны еще более 60 генов, 
ответственных за несиндромальную тугоухость, и 
более 100 генов, связанных с различными синдро-
мами с нарушением слуха. При отсутствии мутаций 
у пациента с тугоухостью в гене GJB2 или при нали-
чии классической клинической картины частого син-
дрома наиболее информативным способом поиска 
молекулярного дефекта являются методы массово-
го параллельного секвенирования (massive parallel 
sequencing, MPS) экзома или генома. В связи с доро-
говизной данных методов и сложностью интерпрета-
ции полученных результатов сегодня широко приме-
няется метод MPS панелей, включающих несколько 
десятков или сотен генов. Мы сформировали список 
генов для исследования тугоухих пациентов мето-
дом MPS, основываясь как на результатах анализа 
существующих панелей генов зарубежными специа-
листами, так и на данных MPS экзомов зарубежных 
и российских больных. Полученная панель включает 
35 генов, ответственных за несиндромальную и (или) 
синдромальную тугоухость. 

ПОИСК ПРИЧИН НАСЛЕДСТВЕННОЙ ТУГОУХОСТИ  
С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ МЕТОДА МАССОВОГО ПАРАЛЛЕЛЬНОГО СЕКВЕНИРОВАНИЯ

О.Л. Миронович1, Е.А. Близнец1, Т.Г.  Маркова2, О.П. Рыжкова1, А.В. Поляков1

1 Медико-генетический научный центр, г. Москва 
2 Российский научно-практический центр аудиологии и слухопротезирования ФМБА, г. Москва

Проведено исследование образцов ДНК 10 па-
циентов с диагнозом несиндромальной нейросен-
сорной тугоухости, у которых не выявлено мутаций 
в гене GJB2. Выявлены 8 хромосом с патогенными 
и вероятно патогенными вариантами. У пациента  
1 обнаружены патогенные варианты c.5573T>C 
(p.L658F) и c.1738_1745del8 в гене MYO7A в ге-
терозиготном состоянии. Рецессивные мутации в 
гене MYO7A ответственны за развитие несиндро-
мальной тугоухости генетического типа DFNB2 и 
синдрома Ушера. У пациента 2 выявлен описанный 
ранее в литературе патогенный вариант c.1001G>T 
в гене SLC26A4 в гомозиготном состоянии. Мута-
ции в гене SLC26A4 описаны у пациентов с син-
дромом Пендреда и несиндромальной тугоухостью 
генетического типа DFNB4. У пациента 3 обнаруже-
ны патогенный вариант c.6442G>A (p.D2148N) и ве-
роятно-патогенный вариант c.5429A>G (p.D1810G) 
в гетерозиготном состоянии в гене CDH23, ответ-
ственном за развитие синдрома Ушера и несиндро-
мальной тугоухости генетического типа DFNB12. 
У пациента 4 выявлены патогенный вариант 
c.7579_7580insCCAAGGCT и вероятно-патогенный 
вариант c.5693G>A (p.R1898Q) в гетерозиготном со-
стоянии в гене MYO15A, ответственном за развитие 
несиндромальной тугоухости генетического типа . 
DFNB3. 

Таким образом, причину нарушения слу-
ха удалось установить в четырех семьях. Для 
оценки реальной информативности данной па-
нели в настоящее время мы проводим допол-
нительное исследование на большем объеме  
выборки.

Муковисцидоз (МВ) – частое тяжелое аутосо-
мно-рецессивное заболевание, связанное с мута-
циями гена CFTR. Развитие методов и технологий 
ДНК-тестирования сделало возможным определе-
ние в большинстве случаев у больных нарушений 
синтеза, структуры и функции белка трансмем-
бранного регулятора проводимости муковисцидоза. 
Согласно современным стандартам, генетический 
анализ мутаций гена CFTR может считаться эф-
фективным при более чем 95%-ной вероятности 
обнаружения мутаций гена CFTR, что до настояще-
го времени для многих стран (вследствие недоста-
точности изученности популяционно-специфичных 
мутаций, приводящих к МВ) остается проблематич-
ным. В связи с этим несомненно актуальным оста-
ется описание всего спектра возможных мутаци-

НОВАЯ СПЛАЙСИНГОВАЯ МУТАЦИЯ ГЕНА CFTR ПРИ МУКОВИСЦИДОЗЕ

О.Н. Одинокова, Л.П. Назаренко

НИИ медицинской генетики Томского национального исследовательского медицинского центра РАН, г. Томск

онных событий, приводящих к заболеванию. Нами 
впервые описывается новая мутация, нарушающая 
сплайсинг третьего экзона гена CFTR у больного с 
МВ, выявленного в ходе реализации программы не-
онатального скрининга в Томской области. 

Первоначально у новорожденного с высоким уров-
нем иммунореактивного трипсина (ИРТ = 195 нг/мл),  
подтвержденным в ретесте, было проведено ДНК-те-
стирование с набором Elucigene® CF-EU2v1 на 50 
частых европейских мутаций гена CFTR. С образцом 
ДНК по протоколу фирмы ставилась мультиплексная 
аллель-специфическая амплификация в двух вари-
антах: «А» и «В» – с наборами праймеров, включаю-
щими меченые олигонуклеотиды, соответствующие 
мутантным (постановка «А») и нормальным (поста-
новка «В») ДНК-последовательностям гена CFTR. 
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Для ПЦР использовался амплификатор GeneAmp 
PCR System 9700. Анализ синтезированных фраг-
ментов ДНК осуществлялся на приборе для ка-
пиллярного электрофореза 3130xl Genetic Analyzer 
(Applied Biosystems, США) с модулем «Фрагментный 
анализ». В результате была выявлена только одна 
мутация F508del в гетерозиготном состоянии и ис-
ключены I507del, 1677delTA, del21kb, R334W, R347P, 
R347H, G551D, R553X, G542X, 394delTT, N1303R, 
W1282X, E60X, P67L, G85E, 444delA, R117C, R117H, 
Y122X, 621+1G>T, 711+1G>T, L206W, 1078delT, 
A445E, R560T, 1811+1.6kbA>T, 1898+1G>A, 2143delT, 
2184delA, 2347delG, W846X, 2789+5G>A, Q890X, 

3120+1G>A, 3272-26A>G, R1066C, Y1092X(C>A), 
M1101K, D1152H, V520F, 1717-1G>A, S549R(T>G), 
S549N, R1158X, R1162X, 3659delC, 3849+10kbC>T, 
S1251N, 3905insT.

Вместе с тем в постановке «B» (рис. 1) у боль-
ного отмечалось изменение профиля пиков ген-
ных фрагментов: отклонение от нормы по четырем 
пикам, каждый из которых расщеплялся на два с 
появлением, наряду с нормальным фрагментом, 
укороченного на пять нуклеотидов фрагмента ДНК. 
Анализ показал, что все измененные пики соответ-
ствуют фрагментам экзона 3, что позволяло пред-
полагать делецию ~5 bp в указанном участке гена.

Рис. 1. Фрагментный анализ (постановка «В») участков гена CFTR. Стрелками показаны измененные ДНК-фрагменты 
гена, включающие области тестируемых с набором мутаций (394delTT, G85E, P67L, E60X)

Рис. 2. Фрагмент сиквенса (с F-праймера) 3’-области экзона 3 гена CFTR.
Нормальный фрагмент: … ATC TTT TTA TAT TTA GGG gtaaggatctcatttgt …
Изменённый фрагмент: … ATC TTT TTA TAT TTA GGG gatctcatttgtacatt …

Секвенирование амплифицированного экзона 3 
выявило нарушение нуклеотидной последовательно-
сти в 3’-области экзона 3 на экзон-интронной границе 
(рис. 2; нарушения зафиксированы, начиная с нукле-
отидной позиции, указанной на рис. 2 стрелкой). 

Выявленное изменение нуклеотидной последо-
вательности может быть следствием одного из со-
бытий: 1) делеции Ggtaa – т.е. делеции последнего 
нуклеотида экзона 3 и первых четырех нуклеотидов 
интрона 3; 2) делеции первых пяти нуклеотидов ин-

трона 3 – gtaag; 3) делеции со 2-го по 6-й нуклеотид 
интрона 3, т.е. фрагмента taagg.

В соответствии с рекомендациями по но-
менклатуре мутация была обозначена нами как 
c.273+2_273+6delTAAGG или IVS3+2_6delTAAGG. 
Описываемая нами делеция пяти нуклеотидов раз-
рушает каноническую последовательность началь-
ной области соответствующего интрона, следствием 
чего должно быть нарушение процесса сплайсинга 
экзона 3 гена CFTR.
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Определение обеих мутаций при МВ важно 
для ранней точной диагностики, возможного инди-
видуального подхода к лечению пациентов, а так-
же для медико-генетического консультирования. В 
частности, вскоре после рождения описываемого 
пациента его семья решилась на рождение вто-
рого ребенка. В ходе пренатальной диагностики в 
ДНК плодных тканей нами была выявлена мута-
ция F508del в одной из двух копий гена CFTR, а 

описываемая в настоящей работе 5 bp-делеция в 
зоне сплайсинга 3-го экзона была исключена, что 
также исключало заболевание муковисцидозом  
у плода.

Таким образом, нами впервые у больно-
го муковисцидозом установлена не описанная 
ранее мутация c.273+2_273+6delTAAGG или 
IVS3+2_6delTAAGG гена CFTR, нарушающая сплай-
синг 3-го экзона гена CFTR.

Поясно-конечностные мышечные дистрофии 
(ПКМД) – наиболее генетически гетерогенная и рас-
пространенная группа заболеваний среди мышеч-
ных дистрофий. Всего различают 7 аутосомно-до-
минантных (АД) и 26 аутосомно-рецессивных (АР) 
форм ПКМД. Основная часть ПКМД (до 85%) на-
следуется по аутосомно-рецессивному типу. Другая 
классификация подразделяет ПКМД на синдромаль-
ные и несиндромальные. Частота несидоромальных 
форм значительно выше, однако подгруппа синдро-
мальных ПКМД более гетерогенна. Также существу-
ют заболевания со сходными с ПКМД клиническими 
проявлениями, относящиеся к другим группам, таким 
как наследственные миопатии. Для многих форм на-
следственных болезней обмена, заболеваний с по-
ражением мотонейронов и проводящих трактов так-
же характерны симптомы слабости и атрофии мышц 
поясов конечностей. Наиболее распространенным 
заболеванием, с которым необходимо проводить 
дифференциальную диагностику ПКМД, является 
миодистрофия Дюшенна / Беккера (МДД / МДБ). 
МДД / МДБ – X-сцепленное заболевание, встречаю-
щееся с частотой 1 : 3 500 новорожденных мальчи-
ков, тогда как расчетная частота всех аутосомно-ре-
цессивных ПКМД в РФ составляет 1 : 27 000, а  всех 
форм ПКМД – 1 : 23 000 [1, 2]. 

Показано, что в гене DMD, мутации которого 
приводят к развитию МДД / МДБ, наиболее часты-
ми вариантами являются протяженные делеции / 
дупликации (CNV) [3]. Исходя из частот заболеваний 
и схожести клинической картины, первым этапом 
диагностики мальчиков, больных несиндромальны-
ми формами ПКМД, должно быть исследование ука-
занных выше вариантов. Однако оставшиеся 30% 
мутаций рутинными методами выявлять трудоемко 
и затратно.

В РФ и большинстве европейских популяций 
наиболее распространенными генетическим вари-
антами, обусловливающими более половины всех 
случаев ПКМД, являются 2А и 2I типы. В выборке 
больных из РФ были выявлены «частые» мутации 
генов CAPN3 и FKRP [2, 4]. В дальнейшем были об-
наружены «частые» мутации, характерные для еще 
одной подгруппы ПКМД с клинической картиной, 
практически не отличающейся от МДД / МДБ, – сар-
когликанопатий. Эффективность систем выявления 

ПОИСК ПРИЧИН ПОЯСНО-КОНЕЧНОСТНЫХ МЫШЕЧНЫХ ДИСТРОФИЙ МЕТОДОМ  
МАССОВОГО ПАРАЛЛЕЛЬНОГО СЕКВЕНИРОВАНИЯ

 О.П. Рыжкова, А.Н. Логинова, Н.В. Комарова, М.В. Булах, Д.А. Полякова, А.В. Поляков 
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только «частых» мутаций генов саркогликонопатий –  
CAPN3, FKRP – составляет более 50%, поэтому 
вторым этапом молекулярной диагностики для муж-
чин и первым этапом для женщин является поиск 
именно этих мутаций. При их отсутствии в недавнем 
времени проводился дальнейший последователь-
ный анализ генов секвенированием по Сэнгеру в за-
висимости от частоты встречаемости той или иной 
формы. Однако в РФ для большинства форм ПКМД 
не проводились исследования и не были известны 
их частоты. Это приводило к увеличению сроков и 
критическому повышению стоимости диагностики. 

Для АД форм ПКМД наличие «частых» мутаций 
и «горячих» экзонов не описано, поэтому единствен-
ным методом анализа долгое время оставалось по-
следовательное секвенирование по Сэнгеру всех 
вовлеченных генов.

С появлением технологии массового параллель-
ного секвенирования (MPS) стало возможным иссле-
дование большого количества генов одновременно. 
Однако данная технология имеет ряд ограничений: 
метод не позволяет выявлять инсерции и делеции 
длиной более 10 п.н., вариации длины повторов (в 
том числе экспансии триплетов), а также мутации в 
генах, у которых в геноме существует близкий по по-
следовательности паралог (псевдоген).

Таким образом, исследования данным методом 
ни в коем случае не отменяют поиск протяженных 
СNV в гене DMD на первом этапе диагностики паци-
ентов мужского пола. Также при относительной де-
шевизне исследования на один нуклеотид данный 
метод остается достаточно дорогим для пациента 
в целом. Другой особенностью MPS в настоящее 
время является его длительность. Поэтому иссле-
дование «частых» мутаций все еще остается акту-
альным.

Методы MPS характеризуются получением 
большого количества данных, что приводит к слож-
ности их интерпретации. Чем большее число генов 
исследуется, тем дольше и сложнее диагностика. На 
сегодня выделяют несколько типов анализа метода-
ми MPS: исследование панелей генов, «клиническо-
го» экзома, полного экзома и генома. Исследование 
генома для диагностических целей не является оп-
тимальным по соотношению цена / эффективность. 
Выбор того или иного типа анализа определяется 
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несколькими характеристиками патологии: клини-
ческой гетерогенностью заболевания, количеством 
описанных и вновь выявляемых генов, наличием / 
отсутствием четких дифференцирующих признаков. 

Исходя из вышеуказанных характеристик, для 
ПКМД наиболее информативным исследованием 
является анализ экзома. Если поражение мышц 
является одним из многих симптомов, клиниче-
ская картина «размыта», непонятен этиопатогенез 
заболевания, более предпочтительным является 
исследование полного экзома с последующим пе-
реанализом данных при отсутствии «причинного» 
патогенного варианта. Если клиническая картина 
достаточно очерчена, имеются четкие клинические 
признаки поражения мышц поясов конечностей, а 
также небольшое количество дополнительных сим-
птомов, не связанных с патологией мышц, имеет 
смысл исследование «клинического» экзома. Одна-
ко в связи с открытием 500–600 новых генов в год, 
мутации в части из которых приводят к развитию мо-
ногенных заболеваний, предлагаемые производите-
лями коммерческие решения «клинического» экзома 
быстро устаревают, и для врачей-генетиков возника-
ет необходимость понимания «состава» данных па-
нелей. 

В ФГБНУ «МГНЦ» разработан «клинический» 
экзом, состоящий из более чем 6 300 генов, вы-
бранных по базам данных OMIM, HGMD и Orfanet, 
включающий все гены, для которых описана связь с 
моногенной патологией. На сегодня данный «клини-
ческий» экзом является наиболее полным.

Несмотря на всю клиническую и генетическую 
гетерогенность группы ПКМД, в ней выделяется от-
дельная подгруппа несиндромальных форм. Для них 
основными клиническими признаками являются по-
ражение мышц поясов конечностей, манифестация 

заболевания после периода нормального развития, 
отсутствие грубых нарушений в других системах ор-
ганов. Для диагностики таких пациентов нами была 
разработана панель, включающая 13 генов группы 
ПКМД, а также гены DMD и EMD. В нее не вошли те 
формы, которые описаны только однажды и только 
в одной не российской семье. Таким образом, дан-
ная панель подходит не только для исследования 
больных несиндромальными ПКМД, но и для диа-
гностики мальчиков, больных МДД / МДБ, у которых 
не найдено CNV в гене DMD.

В результате пересмотрен алгоритм исследо-
вания больных с ПКМД. Появившееся в последнее 
время разнообразие лабораторных методов позво-
ляет использовать различные подходы к молекуляр-
но-генетической диагностике больных как ПКМД, так 
и другими заболеваниями со сходной клинической 
картиной, позволяя дифференцировать заболева-
ния только на лабораторном этапе.
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Фибродисплазия оссифицирующая прогресси-
рующая (ФОП, FOP, MIM 135100) – редкое наслед-
ственное заболевание (частота – 1 : 2 000 000), 
характеризующееся генетически обусловленной ге-
теротопической оссификацией мягких тканей боль-
ного [1]. Течение патологического процесса имеет 
непредсказуемый прогрессирующий характер с 
чередованием «вспышек» возникновения костных 
образований. Формирование дополнительной пато-
логической костной ткани происходит в различных 
частях тела, в местах травмирования мышечной и 
соединительной тканей. У больных с ФОП допол-
нительные кости могут формироваться в суставах 
и приводить к нарушениям подвижности опор-
но-двигательного аппарата, глубокой инвалидиза-
ции больных, вплоть до полного обездвиживания. 
Попытки хирургического удаления оссификатов, как 
правило, запускают новую волну патологического 
процесса [2, 3].

МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИЧЕСКИЙ АНАЛИЗ ПРОГРЕССИРУЮЩЕЙ ОССИФИЦИРУЮЩЕЙ 
ФИБРОДИСПЛАЗИИ У РОССИЙСКИХ ПАЦИЕНТОВ

И.Г. Сермягина, А.В. Поляков

Медико-генетический научный центр, г. Москва

Фибродисплазия оссифицирующая прогресси-
рующая является аутосомно-доминантным заболе-
ванием. За развитие данного патологического со-
стояния ответственны мутации, возникающие в гене 
ACVR1, который локализован в локусе 2q23-q24. Ген 
состоит из 11 экзонов, первые два являются некоди-
рующими.  

В лаборатории ДНК-диагностики Медико-генети-
ческого научного центра с 2009 г. проводится поиск 
мутаций в четырех экзонах гена ACVR1, в которых 
описано наибольшее количество мутаций. Данный 
регион соответствует двум функционально важным 
участкам в структуре белка рецептора ACVR1: GS-
домен и домен протеинкиназы. Основное количе-
ство описанных патологических вариантов относит-
ся к типу миссенс-мутаций [4]. 

Были обследованы 68 неродственных боль-
ных. В результате исследований зарегистрированы 
мутации у 26 человек. В 23 случаях была выявле-
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на самая частая мутация c.617G>A (p.Arg206His), 
локализованная в экзоне 6. В трех других случа-
ях найдены ранее описанные мутации c.619C>G 
(p.Gln207Glu) в экзоне 6, c.974G>C (p.Gly325Ala) 
в экзоне 8 и c.1067G>A (p.Gly356Asp) в экзоне 9 
гена ACVR1 [5, 6]. В случаях, когда исследовали 
остальные экзоны гена ACVR1, мутации выявлены 
не были. 

Результаты ДНК-диагностики ФОП у российских 
пациентов соответствуют данным мировой научной 
литературы. 
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Катаракта – одно из наиболее частых заболе-
ваний органа зрения, нередко приводящее к сле-
поте. Частота наследственных врожденных изоли-
рованных (несиндромальных) случаев катаракты 
составляет 1–6 : 10 000 детей [1]. Наследственные 
врожденные катаракты (НВК) фенотипически и ге-
нетически гетерогенны, чаще наследуются по ауто-
сомно-доминантному, реже – по аутосомно-рецес-
сивному и Х-сцепленному типам. На сегодняшний 
день картировано 45 генных локусов, сцепленных с 
наследственными формами катаракты, идентифици-
ровано 39 генов (http://www.omim.org). Около полови-
ны мутаций, приводящих к развитию катаракты, вы-
явлено в генах кристаллинов – структурных белков 
хрусталика, примерно 15% – в генах коннексинов, 
10% – в генах транскрипционных факторов [2]. Му-
тации в известных генах, выявляемые у больных с 
НВК, проживающих в различных регионах мира, до-
статочно разнообразны, и накопление данных о по-
пуляционном разнообразии спектра мутаций и соот-
ветствующих фенотипических признаках катаракты 
представляет значительный интерес, способствует 
как совершенствованию методов медико-генетиче-
ского консультирования семей с данной патологией, 
так и познанию механизмов патогенеза заболевания. 

Целью данного исследования являлось опреде-
ление спектра мутаций в генах кристаллина альфа А 
(CRYAA), кристаллина альфа В (CRYAB), кристаллина 
гамма D (CRYGD), коннексина 46 (GJA3) и коннексина 
50 (GJA8) у больных с врожденной изолированной ка-
тарактой из Республики Башкортостан (РБ). 

Метериалы и методы

Объектом исследования послужили образцы 
ДНК больных, членов их семей (40 неродственных 
семей) и контрольных выборок (здоровых жителей 
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КАТАРАКТЫ В РЕСПУБЛИКЕ БАШКОРТОСТАН
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РБ различной этнической принадлежности: русских 
(60 чел.), татар (65 чел.) и башкир (60 чел.)). Ана-
лиз структурных особенностей кодирующих после-
довательностей исследуемых генов проведен ме-
тодом прямого секвенирования на автоматическом 
секвенаторе ABI PRISM 3130 XL (Applied Biosystems, 
США). Функциональная значимость выявленных 
миссенс-мутаций, помимо их скрининга в группах 
здоровых лиц, была оценена с помощью компьютер-
ных программ PolyPhen2 (http://genetics.bwh.harvard.
edu/pph2/) и SIFT (http://sift.bii.a-star.edu.sg/). Для 
предсказания функциональной значимости впер-
вые выявленной делеции была использована ком-
пьютерная программа Mutation tasting (http://www.
mutationtaster.org/).

Результаты

В результате проведенного нами исследования 
в гене CRYAA у трех  неродственных больных с на-
следственной врожденной катарактой выявлены 
две новые, ранее не описанные миссенс-мутации: 
c.253C>T (р.Leu85Phe) идентифицирована в семье 
с аутосомно-доминантной врожденной ядерной ка-
тарактой, ассоциированной с микрофтальмом и 
микрокорнеа; с.291С>G (p.His97Gln) обнаружена у 
двух неродственных пациентов с аутосомно-доми-
нантной врожденной изолированной ядерной ката-
рактой.  

В гене CRYAB у обследованных нами пациен-
тов было выявлено одно синонимичное измене-
ние нуклеотидной последовательности – c.165G>A 
(p.Leu55Leu), оказавшееся известным нейтральным 
полиморфным вариантом (rs2228387). Данный по-
лиморфный вариант был обнаружен у пяти нерод-
ственных пациентов, четыре из которых – башкиры, 
один – метис (украинец / башкирка). 
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В гене CRYGD идентифицированы две извест-
ные нуклеотидные замены: с.376G>A(p.Val126Met) 
(rs150318966) – миссенс-мутация, представленная 
в базе данных ClinVar (http://www.ncbi.nlm.nih.gav/
clinvar) как вариант, имеющий патогенное значение, 
и с.130A>G(p.Met44Val)(rs140206746) – миссенс-ва-
риант, характеризующийся, по данным предсказа-
тельных программ, как «доброкачественный» поли-
морфный вариант. Мутация с.376G>A(p.Val126Met) 
обнаружена нами у пациента русской этнической 
принадлежности с врожденной ядерной катарак-
той.

В гене GJA8 у четырех неродственных пациен-
тов с аутосомно-доминантной врожденной катарак-
той обнаружены три мутации: c.68G>T (p.Arg23Thr), 
179G>A (p.Gly60Asp) и с.133-142delTGGGGGGATG 
(p.Trp45SerfsX72), две последние из которых ранее 
не описаны. Миссенс-мутация c.68G>T(p.Arg23Thr) 
(rs80358203), идентифицированная ранее [3] в иран-
ской семье с наследственной катарактой, была вы-
явлена нами у двух неродственных больных русской 
этнической принадлежности в гетерозиготном со-
стоянии, у одного из которых установлена передняя 
полярная катаракта, у другого – ядерная катаракта. 
Ранее не описанная нуклеотидная замена с.179G>A 
(p.Gly60Asp) идентифицирована у пациента рус-
ской этнической принадлежности с врожденной 
аутосомно-доминантной зонулярной катарактой, 
сочетающейся с микрофтальмом и микрокорнеа. У 
одной больной башкирской этнической принадлеж-
ности с передней полярной катарактой идентифи-
цирована делеция 10 нуклеотидов в кодирующей 
части гена GJA8, приводящая к сдвигу рамки счи-
тывания и образованию стоп-кодона (с.del133_142 
(p.Trp45Serfs*72)). Данная делеция также ранее не 
описана в литературе и, предположительно, являет-
ся функционально значимой мутацией. 

В гене GJA3 в одной семье татарской этнической 
принадлежности с врожденной аутосомно-доминант-
ной зонулярной катарактой обнаружена делеция  

14 нуклеотидов –c.del1126_1139 (p.Asp376Glnfs*69). 
Данная делеция приводит к сдвигу рамки считыва-
ния, изменению сайта сплайсинга, в результате чего 
происходит удлинение СООН-концевого домена на 
26 аминокислот, что теоретически должно оказывать 
негативное влияние на сборку коннексонов и, соот-
ветственно, на последующее формирование меж-
клеточных ионных каналов. Это в итоге приводит к 
нарушению взаимодействия волокон хрусталика, 
обусловливая его помутнение. Наряду с этим в гене 
GJA3 в двух семьях башкирской этнической принад-
лежности были выявлены два известных, но редких 
полиморфных варианта – с.231C>T(p.Phe77Phe) и 
с.398G>A(p.Arg133Gln), которые, предположительно, 
являются нейтральными полиморфными вариантами.

Таким образом, в результате исследования пяти 
генов у пациентов с врожденной изолированной 
катарактой из РБ было идентифицировано девять 
различных мутаций, пять из которых – новые, ранее 
не описанные варианты; генетическая причина забо-
левания установлена у 22,5% больных. Полученные 
нами данные пополняют сведения о разнообразии 
мутаций в исследованных генах, приводящих к раз-
витию наследственной катаракты, об их фенотипи-
ческом проявлении. Это вносит вклад в познание 
патогенеза заболевания, а также его геногеографии, 
что служит основой для разработки оптимальных 
для исследуемого региона подходов ДНК-диагности-
ки и эффективных методов генетического консульти-
рования.
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Наследственные спастические параплегии 
(НСП) – группа клинически и генетически гетероген-
ных нейродегенеративных заболеваний, характе-
ризующихся прогрессирующей спастичностью и ги-
перрефлексией нижних конечностей. В настоящее 
время известно более 70 генетических локусов, свя-
занных с различными по типу наследования и кли-
ническим проявлениям формами НСП. В большин-
стве случаев гены НСП были идентифицированы в 
результате исследований, проведенных методами 
NGS секвенирования, в частности полноэкзомно-
го секвенирования. Значительная генетическая и 
клиническая гетерогенность НСП сочетается с по-
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пуляционной неоднородностью как по распростра-
ненности заболевания, так и по спектру и частоте 
мутаций в ответственных генах, что определяет ак-
туальность изучения этих показателей в отдельных 
регионах.

Целью настоящего исследования являлось 
изучение молекулярно-генетических основ НСП у 
больных из Республики Башкортостан (РБ), направ-
ленное на оптимизацию подходов ДНК-диагностики 
данной группы заболеваний в исследуемом реги-
оне. В задачи исследования входили анализ генов 
спастина (SPAST), атластина (ATL1), белка REEP1 
(REEP1) и NIPA1 (NIPA1) у пациентов из РБ и опре-
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деление особенностей клинической картины забо-
левания у лиц с идентифицированными мутациями. 
Наряду с этим была поставлена задача поиска гене-
тической причины заболевания в семье с аутосом-
но-доминантной (АД) НСП без мутаций в указанных 
четырех генах методом полноэкзомного секвениро-
вания.

Материалы и методы

Материалом для исследования послужили ДНК 
56 неродственных пациентов с диагнозом «наслед-
ственная спастическая параплегия» и членов их 
семей. Контрольную выборку составили образцы 
ДНК 150 здоровых индивидов. Поиск мутаций был 
осуществлен методами SSCP-анализа с последую-
щим секвенированием образцов с измененной элек-
трофоретической подвижностью, прямого секвени-
рования ряда экзонов гена SPAST, MLPA-анализа 
генов SPAST и ATL1. В одной семье у двух больных 
(мать и сын) исследование проведено методом пол-
ноэкзомного секвенирования с последующим биоин-
форматическим анализом, валидацией результатов 
методом секвенирования по Сэнгеру, поиском выяв-
ленных патогенных вариантов у двух других членов 
данной семьи – одного больного и одного здорового, 
а также скринингом на их наличие / отсутствие в об-
щей обследуемой группе неродственных пациентов 
с НСП и в контрольной группе здоровых индивидов.

Результаты

В гене SPAST методом MLPA-анализа было 
идентифицировано два типа мутаций: делеция  
1-го экзона (del 1 ex) и дупликация 1-го экзона (dup 1 
ex). Делеция 1-го экзона была выявлена в гетерози-
готном состоянии в четырех неродственных семьях 
пациентов татарской этнической принадлежности с 
аутосомно-доминантной формой НСП. Дупликация 
1-го экзона идентифицирована у одного пациента, 
единственного больного в своей семье. Методами 
секвенирования в гене SPAST были идентифици-
рованы три новые, ранее не описанные мутации: 
две микроделеции (с.322del29 (p.Val108SerfsX18) и 
с.885del10 (p.Thr295ThrfsX16)) и миссенс-мутация 
(c.1114A>G (p.Arg372Gly)). Микроделеции выявле-
ны соответственно в семьях татарской и башкир-
ской этнической принадлежности, в которых НСП 
имеет аутосомно-доминантный тип наследования. 
Миссенс-мутация обнаружена у пробанда марий-
ской этнической принадлежности, спастическая па-
раплегия у которого носит спорадический характер. 
Мутации обнаружены у больных НСП в гетерозигот-
ном состоянии; они не выявлены у здоровых членов 
семей пациентов и в контрольных популяционных 
выборках, и их функциональная значимость под-
тверждена рядом компьютерных предсказательных 
программ. Общий вклад формы SPG4, обусловлен-
ной мутациями в гене SPAST, в общую структуру 
НСП в РБ составил 14,3%.

В гене ATL1, мутации в котором ответствен-
ны за развитие НСП формы SPG3, методом 
MLPA была идентифицирована дупликация  
3-го экзона (dup 3 ex) в гетерозиготном состоянии у 
пробанда из русской семьи с АД НСП. Вклад гене-

тической формы SPG3 в структуру НСП в РБ соста- 
вил 1,8%.

В гене REEP1, мутации в котором приводят к 
развитию НСП формы SPG31, было обнаружено 
два изменения нуклеотидной последовательности. 
Ранее не описанная нонсенс-мутация с.225G>A 
(p.Trp75*) идентифицирована в гетерозиготном со-
стоянии у пациента русской этнической принадлеж-
ности со спорадической НСП, а известная мутация 
с.606+43G>T в 3’-UTR [1], также в гетерозиготном 
состоянии, была выявлена в семье башкирской эт-
нической принадлежности с АД НСП. Вклад генети-
ческой формы НСП SPG31 в общую структуру забо-
левания в РБ составил 3,6%.

В гене NIPA1 у пациентов с НСП патогенных му-
таций не обнаружено.

В результате полноэкзомного секвенирования и 
последующего анализа у трех пациентов из одной 
семьи с АД НСП была идентифицирована нукле-
отидная замена с.396C>A (p.Tyr132*) в гене NSG1 
(neuron speciic gene family member 1), известная как 
rs377273535, представленная в базе данных ExAC 
(частота регистрации замены – 4,9 х 10–5). Нуклео-
тидная замена с.396C>A в гетерозиготном состоя-
нии была обнаружена нами только у трех пациен-
тов из одной семьи и не выявлена как у здорового 
члена данной семьи, так и у других обследованных 
индивидов – больных НСП и контрольных здоро-
вых лиц. Других патогенных мутаций в известных 
генах, ответственных за развитие НСП, в данной 
семье выявлено не было. Ген NSG1 (NEEP21) ра-
нее не был описан как причастный к развитию НСП. 
Ген NSG1 (4р16.3) кодирует нейронспецифичный 
эндосомальный белок NEEP21, участвующий в та-
ких важных для нервных клеток процессах, как си-
наптический эндоцитоз, эндосомальный транспорт 
и регуляция рециркуляции АМРА-рецепторов, аксо-
нальный транспорт белков, а также апоптоз – через 
взаимодействие с транскрипционным фактором 
р53 [2]. Кроме того, согласно результатам анализа 
in silico в программе STRING (http://string-db.org/), 
белок NEEP21 взаимодействует с белком эндо-
плазматического ретикулума сейпином (BSCL2), 
определенные мутации в котором приводят к раз-
витию стресса ЭПР и вызывают одну из форм 
спастической параплегии – SPG 17. На основании 
этих предпосылок мы предполагаем, что ген NSG1 
может претендовать на роль нового гена-кандида-
та, а нуклеотидная замена с.396C>A (p.Tyr132*) –  
являться новой патогенной мутацией, приводящей 
к развитию АД НСП. Для доказательства этой ги-
потезы необходимы дальнейшие функциональные 
исследования.

При всех выявленных нами мутациях в иссле-
дованных генах клиническая картина заболевания 
в целом соответствовала неосложненной форме 
наследственной спастической параплегии, но харак-
теризовалась существенной меж- и внутрисемейной 
вариабельностью по возрасту манифестации и про-
явлению основных клинических признаков. Полу-
ченные данные вносят вклад в познание патогенеза 
НСП, их геногеографии и являются основой для раз-
работки оптимальных для населения РБ подходов 
ДНК-диагностики данной группы нейродегенератив-
ных заболеваний.
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Незавершенный остеогенез (НО) (МКБ-10 – 
Q78.0), известный также как синдром голубых склер, 
или несовершенный остеогенез, – клинически и 
генетически гетерогенное наследственное заболе-
вание, встречающееся с частотой от 1 : 10 000 до  
1 : 30 000 новорожденных в различных странах мира, 
приводящее к инвалидизации с детского возраста из-
за многочисленных переломов. По данным Минздра-
ва РФ, в России живут 12,3 тыс. человек с редкими 
наследственными заболеваниями, из них 556 взрос-
лых и детей с НО, который является самым частым 
генетическим заболеванием костей. На сегодняшний 
день идентифицировано 19 генов, ответственных за 
развитие 18 типов НО, которые наследуются как по 
аутосомно-доминантному, так и по аутосомно-рецес-
сивному типу, и продолжается поиск новых генов, 
вовлеченных в патогенез заболевания. У больных 
НО обнаружены мутации в генах, кодирующих бел-
ки коллагена 1-го типа (COL1A1, COL1A2), пролил-3 
гидроксилазы 1 (LEPRE1), хрящ-ассоциированного 
белка (CRTAP), пептидил-пролил-цис-транс-изоме-
разы B (PPIB), молекулярного шаперона проколла-
гена 1 FKBP65 (FKBP10), ингибиторов серпинпепти-
даз H1 и F1 (SERPINH1 и SERPIF1), костного 
морфогенетического белка 1 (BMP1), интерферон 
индуцированного трансмембранного белка BRIL  
(IFITM5), трансмембранного белка 38B, вовлечен-
ного в регулирование уровня внутриклеточного 
кальция (TMEM38B), сигнальной молекулы WNT1, 
необходимой для функционирования остеобластов 
и развития костей (WNT1), транскрипционных фак-
торов, регулирующих дифференцировку костных 
клеток (SP7) и экспрессию проколлагена 1-го типа 
(CREB3L1), пластина 3 (PLS3), участвующего в син-
тезе актиновых пучков, лизингидроксилазы (PLOD2), 
участвующий в формировании коллагеновых воло-
кон, остеонектина, регулирующего пролиферацию 
и взаимодействие клеток с матриксом путем связы-
вания ионов кальция с гидроксиапатитом (SPARC); 
гены SEC24D и P4HB идентифицированы недавно, 
молекулярный механизм, обусловливающий разви-
тие НО, до конца не выяснен. Большинство обнару-
женных мутаций в генах, обусловливающих НО, как 
правило, являются уникальными для каждой семьи, 
их профили не ограничиваются специфическими ре-
гионами генов, а разбросаны по всем структурным 
областям и характеризуются большим разнообра-
зием. Показано, что существуют мутации, характер-
ные только для отдельных популяций.

Учитывая тяжесть заболевания и инвалидизиру-
ющее течение, несмотря на трудоемкость процесса 
обнаружения мутаций, семьи больных НО нуждают-
ся в определении генетического дефекта заболева-
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ния для эффективного медико-генетического кон-
сультирования отягощенных семей.

Цель исследования – поиск изменений нуклео-
тидной последовательности генов COL1A1, COL1A2, 
LEPRE1, PPIB1, CRTAP, SERPINF1 и IFITM5 у паци-
ентов с НО, оценка патогенетической значимости, 
анализ генофенотипических корреляций идентифи-
цированных изменений с клинической формой и ти-
пом наследования заболевания.

Материалы и методы

В работе использованы образцы ДНК 99 больных 
незавершенным остеогенезом из 86 неродственных 
семей из нескольких регионов России и 72 контроль-
ных образца здоровых индивидов с нормальным 
уровнем МПКТ, соответствующих по возрасту, полу 
исследуемой выборке пациентов. Геномную ДНК вы-
деляли из лимфоцитов периферической крови ме-
тодом фенольно-хлороформной экстракции. Поиск 
изменений нуклеотидной последовательности про-
водили с применением методов SSCP-анализа (ана-
лиз конформационного полиморфизма однонитевой 
ДНК) и секвенирования. Для поиска описанных ранее 
вариантов использованы базы данных вариантов, 
найденных при проведении экзомного секвенирова-
ния (Exome Aggregation Consortium; Exome Variant 
Server), геномного и таргетного секвенирования (про-
ект «1 000 геномов»), коротких генетических вариан-
тов (dbSNP) и структурных вариантов (dbVar). Для ва-
риантов, которые не были описаны ранее, проведен 
анализ патогенности с использованием технологии 
in silico (компьютерное моделирование с примене-
нием предсказательных программ SIFT, Polyphen2, 
MutPred, MutationTaster, Human Splicing Finder).

Результаты и обсуждение

В результате проведенных исследований выяв-
лено 13 мутаций в пяти из семи изученных генов, 
пять из которых идентифицированы впервые.

В гене COL1A1 обнаружено девять мутаций, пять 
из которых нонсенс-мутации (с.358С>T (p.Arg120X), 
с.967G>T (p.Gly323X), с.1081C>T (p.Arg361X), 
с.1243C>T (p.Arg415X), c.2869C>T (p.Gln957X)), три 
мутации сдвига рамки считывания (c.3540_3541insC 
(p.Gly1181AlafsX293), c.579delT (p.Gly194ValfsX71), 
c.2444delG (p.Gly815AlafsX293)) и одна мутация 
сайта сплайсинга (c.40005+1G). Мутации с.967G>T 
(p.Gly323X) и c.3540_3541insC (p.Gly1181AlafsX293) 
описаны впервые. 

Анализ генов пролил-3-гидроксилирующего ком-
плекса (LEPRE1, CRTAP и PPIB) у больных незавер-
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шенным остеогенезом выявил ранее не описанные 
мутации с.641T>C (p.Val214Ala) в 10-м экзоне гена 
CRTAP и c.1724+4G>A в 11-м экзоне гена LEPRE1.

В гене SERPINF1 выявлена ранее не описанная 
миссенс-мутация с.913C>G (p.Leu305Val) у больного 
НО башкирской этнической принадлежности с пред-
положительно IV типом НО, у которого также обнару-
жена мутация с.641T>C (p.Val214Ala) в гене CRTAP. 

Идентифицирована ранее описанная мутация 
c.-14C>T в 5’-UTR гена IFITM5, которая создает но-
вый стартовый кодон инициации транскрипции, в ре-
зультате чего добавляется 5 аминокислот в N-конец 
белка. Данная мутация выявлена в гетерозиготном 
состоянии у пробанда башкирской этнической при-
надлежности и приводит к развитию V типа НО.

Все выявленные мутации определены в гетеро-
зиготном состоянии и являются уникальными для 
каждой семьи (за исключением мутации c.579delT 
(p.Gly194ValfsX71) в гене COL1A1, идентифициро-
ванной в двух неродственных семьях). Один паци-
ент с IV типом НО с аутосомно-рецессивным типом 
наследования является гетерозиготным носителем 
двух мутаций (с.641T>C (p.Val214Ala) в гене CRTAP 
и с.913C>G (p.Leu305Val) в гене SERPINF1). В генах 
COL1A2 и PPIB патогенных мутаций не обнаружено. 

Моделирование потенциального влияния впер-
вые идентифицированных мутаций на функциони-
рование кодируемого белка (с помощью предска-
зательных программ) оценило их повреждающий 
эффект для соответствующего белка с вероятно-
стью более 99%. 

Семь мутаций приводили к аутосомно-доми-
нантной форме, две – к аутосомно-рецессивной 

форме НО, три возникли de novo, из них мутация 
c.579delT (p.Gly194ValfsX71) в гене COL1A1 встреча-
лась в двух неродственных семьях, в одном случае 
имела аутосомно-доминантный тип наследования, в 
другом – возникла de novo.

Наши результаты согласуются с данными дру-
гих исследователей. Несмотря на большое количе-
ство мутаций, зарегистрированных в базе данных по 
незавершенному остеогенезу (https://oi.gene.le.ac.
uk), для каждой популяции характерен свой спектр, 
состоящий из небольшого числа мутаций, при этом 
большинство исследователей находят ранее не опи-
санные в литературе мутации наряду с известными. 

Таким образом, НО – гетерогенное наслед-
ственное заболевание, в развитие которого вовле-
чено множество генов, участвующих в формирова-
нии структуры основного белка костей – коллагена 
I-го типа, в его посттрансляционной модификации, 
фолдинге, секреции и процессинге, а также гены, 
участвующие в регуляции транскрипции генов, вов-
леченных в процессы костного ремоделирования. У 
российских пациентов с НО выявляются, наряду с 
известными, ранее не описанные мутации, и, учиты-
вая уникальность генофонда народов, проживающих 
в России, есть вероятность, что при использовании 
современных технологий геномного анализа можно 
выявить и ранее не известные гены, вовлеченные 
в патогенез НО. Несмотря на трудности в изучении 
молекулярно-генетических основ НО, разработка 
надежных способов диагностики и прогнозирования 
риска развития заболевания необходима для опти-
мизации медико-генетического консультирования 
отягощенных семей.

Наследственная моторно-сенсорная нейропатия 
(НМСН) – клинически и генетически гетерогенная 
группа наследственных болезней. На основе дан-
ных электронейромиографического обследования, с 
одной стороны, выделяют два типа НМСН: демие- 
линизирующий (НМСН1) и аксональный (НМСН2), 
базируясь на значении скорости проведения им-
пульса (СПИ) по срединному нерву 38 м/с. Однако 
внутри каждого из типов описаны более 30 генети-
ческих вариантов НМСН. С другой стороны, показа-
на условность выделения двух типов НМСН, так как 
мутации в одном и том же гене могут приводить как 
к аксональной, так и к демиелинизирующей форме 
заболевания. Описаны семьи, в которых у разных 
больных родственников регистрируются СПИ как 
больше, так и меньше 38 м/с; такие случаи НМСН 
предлагают относить к промежуточному типу.

С активным внедрением в клиническую прак-
тику полногеномных методов исследования перед 
врачом остро встал вопрос интерпретации данных и 
поиска генетического варианта, являющегося причи-

КЛИНИКО-ГЕНЕТИЧЕСКОЕ РАЗНООБРАЗИЕ ПЕРИФЕРИЧЕСКИХ НЕЙРОПАТИЙ  
С СОЧЕТАННОЙ ПАТОЛОГИЕЙ. РЕЗУЛЬТАТЫ ПОЛНОЭКЗОМНЫХ МЕТОДОВ ДИАГНОСТИКИ

О.А. Щагина1, А.В. Поляков1, Е.Л. Дадали1, Т.Б. Миловидова1, В.П. Федотов2

1 Медико-генетический научный центр, г. Москва 
2 Воронежская областная клиническая больница № 1, медико-генетическая консультация, г. Воронеж

ной заболевания у пробанда. Стала понятна реша-
ющая роль знания клинических нюансов и особен-
ностей заболевания в каждом конкретном случае. 
С появлением публикаций по результатам полноге-
номных исследований по разным наследственным 
патологиям становится очевидным, что различные 
синдромы, которые ранее считались независимы-
ми друг от друга, имеют одну молекулярную основу. 
Однако описано множество случаев, когда у одного 
и того же пробанда выявляются мутации различных 
генов, и его клинический фенотип обусловлен дей-
ствиями мутаций различных генов.

В течение 20 лет сотрудниками МГНЦ и Самар-
ской МГК наблюдалась семья, в которой в пяти поко-
лениях сегрегировала наследственная моторно-сен-
сорная полинейропатия у 12 членов семьи. На 
основании измерения скоростей проведения нерв-
ного импульса при электронейромиографическом 
обследовании не удалось четко дифференцировать 
НМСН 1-го и 2-го типов, так как СПИ по срединно-
му нерву имели промежуточные значения у разных 
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пораженных членов семьи. С 2000 по 2015 г. был 
проведен поиск мутации в частых и относительно 
частых генах, ответственных за НМСН: PMP22, P0, 
CX32, EGR, LITAF, MFN2, NEFL, HSPB1; мутаций в 
них выявлено не было. Число доступных для сбора 
материала членов семьи (6 человек) не позволило 
провести полногеномный анализ сцепления. В 2016 
г. был проведен анализ клинического экзома и выяв-
лена мутация c.271C>G (Arg91Gly) гена INF2, кото-
рый в 2011 г. был описан как причина Charcot-Marie-
Tooth disease, dominant intermediate E (OMIM 614455) 
– промежуточного типа НМСН с гломерулонефри-
том. Сегрегация данного варианта с заболеванием в 
семье была подтверждена секвенированием по Сэ-
нгеру. Интересно, что в доступных нам медицинских 
документах семьи не было никаких упоминаний о 
болезнях почек у пораженных членов семьи. Однако 
при запросе выяснилось, что у пораженных членов 
семьи с детского возраста регистрируется протеину-
рия, которую никак не связывали с наследственной 
нейропатией. В то же время ни у кого из больных 
данная протеинурия не имела исхода в хроническую 
почечную недостаточность, наблюдаемую у боль-
шинства больных с мутациями гена INF2. 

Так как большинство описанных при наслед-
ственной нейропатии мутаций гена INF2 локали-
зованы в экзоне 2, проведено исследование мето-
дом прямого автоматического секвенирования по  
Сэнгеру последовательности этого экзона у 140 не-
родственных больных НМСН. В результате у двух 
больных были выявлены мутации c.327_344del18 
и c.230T>C (Leu77Pro) в гетерозиготном состоянии. 
При анализе историй болезни установлено, что у 
обоих больных был диагностирован нефротический 
синдром, более того, у одной из больных была уда-
лена почка и проведена трансплантация донорской, 
однако данный синдром никак не связывали с прояв-
лениями нейропатии.

При исследовании обогащенной экзомной па-
нели у двух других неродственных больных с на-
следственной моторно-сенсорной нейропатией 2-го 
типа была выявлена одна и та же мутация c.110G>C 
(Arg37Pro) гена HINT1 в гомозиготном состоянии. 
Мутации в этом гене приводят к аутосомно-рецес-
сивной нейромиотонии с аксональной нейропати-
ей (OMIM 137200). Однако обследуемые пробанды 
предъявляли жалобы только на проявления ней-

ропатии: снижение мышечной силы и похудание 
дистальных отделов конечностей, невозможность 
хождения на пятках, изменение походки. Миотони-
ческие феномены были выявлены у этих пациентов 
при прицельном углубленном неврологическом ос-
мотре уже после получения результатов экзомного 
секвенирования. Кроме этих пациентов были выяв-
лены еще четыре неродственных больных НМСН2 с 
миотоническими феноменами, и у всех была выяв-
лена мутация c.110G>C (Arg37Pro) гена HINT1 в го-
мозиготном состоянии. Данная мутация описана как 
частая у греческих больных аксональной нейропати-
ей, неоднократно выявлялась у пробандов из других 
популяций, и есть основания предполагать высокую 
распространенность мутации c.110G>C (Arg37Pro) 
гена HINT1 как причину НМСН2 у российских боль-
ных.

Тем не менее встречаются случаи сочетания 
фенотипов, причиной которых являются мутации 
в разных генах у одного пробанда. В лаборатории 
ДНК-диагностики ФГБНУ МГНЦ обследована пара 
монозиготных близнецов. Причиной обращения за 
медико-генетической помощью явились прогресси-
рующая задержка моторного развития, трудности 
при ходьбе, атрофии дистальных мышц голеней 
и рук, снижение СПИ по срединному нерву до 4 и 
5,2 м/с, наличие множественных костных разраста-
ний трубчатых костей. При сборе генеалогического 
анамнеза было установлено, что экзостозы трубча-
тых костей наблюдались у отца и деда близнецов. 
У отца пробандов были жалобы на деформацию 
стоп, слабость рук и ног, неуверенность походки, 
при проведении электронейромиографии выявлено 
снижение СПИ по срединному нерву до 10,3 м/с. В 
результате молекулярно-генетического анализа у 
сестер и их отца были выявлены ранее описанные в 
базе HGMD мутации с.389А>G (p.Lys130Arg) гена P0 
(1q22), ответственного за НМСН1 типа, и с.678 С>А 
(p. Tyr226Stop) гена ЕХТ2 (11р12).

Таким образом, не только при анализе полноге-
номных данных, но и при определении спектра не-
обходимых больному молекулярно-генетических об-
следований следует особо внимательно относится к 
особенностям клинического фенотипа пробанда, так 
как это может существенно снизить материальные 
и временные затраты на установление причины бо-
лезни.

Множественная экзостозная хондродисплазия 
(МЭХД) (ОМIM 133700, OMIM 133701) – аутосом-
но-доминантное заболевание, распространенность 
которого в мире варьирует от 1 : 100 в небольшой 
популяции Гуама до 1,3 : 100 000 в европейской 
популяции [1]. В популяциях европейской части 
России распространенность данного заболевания 

МНОЖЕСТВЕННАЯ ЭКЗОСТОЗНАЯ ХОНДРОДИСПЛАЗИЯ В РЕСПУБЛИКЕ САХА (ЯКУТИЯ)

А.Е. Яковлева1, А.Л. Сухомясова1, 2, Н.Р. Максимова1, А.Л. Данилова1,  
С.И. Пономарева1, Е.Е. Гуринова2, Р.Н. Иванова2

1 Северо-Восточный федеральный университет им. М.К. Аммосова, г. Якутск 
2 Республиканская больница № 1 – Национальный центр медицины, г. Якутск

составляет: у башкиров – 0,06 : 100 000, у чувашей –  
0,34 : 100 000, в Тверской области – 0,39 : 100 000, 
в Ростовской области – 0,16 : 100 000, в Краснодар-
ском крае – 0,28 : 100 000 [2]. 

МЭХД характеризуется наличием множествен-
ных хрящевых экзостозов в районах костного роста. 
Появление и рост экзостозов происходят, как пра-
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вило, в период физиологического роста и полового 
созревания, когда идет активный рост скелета. В ос-
новном поражаются кости, обладающие наибольшей 
потенцией роста (плечевая и бедренная кости, кости 
предплечья и голени), несколько реже – плоские 
кости (ребра, лопатки, кости таза), очень редко –  
кости кистей, стоп, позвоночника. Кости соедини-
тельнотканного происхождения (свода черепа, ли-
цевого скелета и др.), которые в своем развитии не 
имеют хрящевой стадии, при данном заболевании 
не страдают [2]. 

Множественная экзостозная хондродисплазия –  
генетически гетерогенное заболевание. В насто-
ящее время картировано два гена: ЕХТ1 (ОMIM 
608177) (8q24.11-q24.13), содержит 11 экзонов, и 
ЕХТ2 (ОMIM 608210) (11p12-p11), состоит из 16 эк-
зонов, мутации в которых отвечают за 90% из всех 
случаев МЭХД [3–5]. Описаны 440 мутаций в гене 
ЕХТ1 и 230 мутаций в гене ЕХТ2. В зависимости от 
национальности около 56–78% мутаций обнаружи-
ваются в гене ЕХТ1, а в гене ЕХТ2 – 21–44% мута-
ций. Большинство мутаций являются точечными. 
Предполагается, что гены ЕХТ1 и ЕХТ2 являются 
генами-супрессорами канцерогенеза, так как уста-
новлено их участие при злокачественной трансфор-
мации хрящевой и костной ткани [6]. В Российской 
Федерации были проведены работы по изучению 
молекулярно-генетической причины заболевания и 
поиску хирургического лечения МЭХД [2, 3]. В Респу-
блике Саха (Якутия) (РС(Я)) ранее не проводились 
клинико-генеалогические и молекулярно-генетиче-
ские исследования МЭХД. 

Целью данной работы является анализ слу-
чаев с клинически установленным диагнозом «мно-
жественная экзостозная хондродисплазия» в Респу-
блике Саха (Якутия). 

Материалы и методы
Данные о больных получены из Республикан-

ского генетического регистра наследственной и 
врожденной патологии Медико-генетического цен-
тра Республиканской больницы № 1 – Национально-
го центра медицины. Проведен анализ половозраст-
ного состава, национальной принадлежности, мест 
проживания больных с МЭХД. 

Результаты
В Медико-генетическом центре Республикан-

ской больницы №1 – Национального центра меди-

цины с клинически установленным диагнозом «мно-
жественная экзостозная хондродисплазия» состоят 
на учете 70 больных из 40 семей, преимущественно 
якуты – 58 (82,9%).   

В настоящее время в РС (Я) МЭХД зарегистри-
рована в 16 улусах и в г. Якутске. Наибольшее число 
больных проживает в г. Якутске – 21 (30%), в Вилюй-
ском – 10 (14,3%), Кобяйском – 8 (11,4), Сунтарском 
и Жиганском – по 5 (7,1%) улусах. Распространен-
ность МЭХД в Республике Саха (Якутия) в среднем 
составила 7,27 на 100 тыс. населения, у якутов – 
12,43 на 100 тыс.  

Возраст больных варьирует от 7 до 59 лет,  
34 больных женского пола (48,6%) и 36 мужского 
(51,4%). Клиническая картина у больных МЭХД ха-
рактеризуется выраженным полиморфизмом, об-
условленным различным характером поражения 
костей экзостозами. Средний возраст появления эк-
зостозов – (6,25 ± 0,8) лет.  

Таким образом, множественная экзостозная хон-
дродисплазия является одним из распространенных 
наследственных заболеваний в РС (Я), в дальней-
шем планируется проведение молекулярно-генети-
ческих исследований генов EXT1 и EXT2. 
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Известно, что патогенные вариации в числе ко-
пий повторов ДНК (CNV) чаще всего ассоциированы 
с задержкой умственного и физического развития, 
психоневрологическими нарушениями и врожден-
ными пороками. Так, у пациентов с умственной от-
сталостью и нарушениями развития описаны более 
230 микроделеций и только порядка 80 микродупли-
каций с доказанной патогенетической значимостью. 
Дисбаланс по соотношению микроперестроек вы-
зывает предположение о том, что микродупликаци-
ям как причине нарушений интеллекта уделяется 
недостаточное внимание. Причин гиподиагностики 
микродупликационных синдромов, помимо устояв-
шегося мнения о меньшем клиническом значении 
избытка генетического материала по сравнению с 
гаплонедостаточностью при делециях ввиду более 
мягкого клинического проявления, может быть не-
сколько. Основными из них являются: особенности 
механизма генерации реципрокных CNVs, когда при 
внутрихроматидной неаллельной гомологичной ре-
комбинации реципрокные дупликации отсутствуют; 
неоднозначность генофенотипических корреляций –  
дупликации в зависимости от точек разрыва гена 
могут как быть нейтральными, так и приводить к ре-
ализации патологического фенотипа через усиление 
или снижение / потерю функции гена; частое насле-
дование частичных трисомий от условно здоровых 
родителей, что не позволяет сразу однозначно ин-
терпретировать их как патогенные; дупликации мо-
гут иметь неполную пенетрантность, вариабельную 
экспрессивность или затрагивать импринтирован-
ные локусы, ассоциированные с интеллектуальны-
ми нарушениями. 

Цель работы: поиск патогенетически значи-
мых хромосомных микродупликаций, установление 
их частоты и спектра среди пациентов с недиф-
ференцированными интеллектуальными наруше- 
ниями. 

Материалы и методы

Обследованы 216 пациентов с недифферен-
цированными формами интеллектуальных рас-
стройств (умственная отсталость, задержка пси-
хомоторного развития) в возрасте от 2 до 18 лет 

Раздел 6 
ЦИТОГЕНЕТИКА

КЛИНИЧЕСКАЯ И ГЕНЕТИЧЕСКАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА ПАЦИЕНТОВ  
С НЕДИФФЕРЕНЦИРОВАННЫМИ ИНТЕЛЛЕКТУАЛЬНЫМИ НАРУШЕНИЯМИ  

И ХРОМОСОМНЫМИ МИКРОДУПЛИКАЦИЯМИ
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методом матричной сравнительной геномной гибри-
дизации на микрочипах (array CGH). Исследование 
одобрено комитетом по биомедицинской этике НИИ 
медицинской генетики Томского НИМЦ и проводи-
лось после получения информированного согласия 
от родителей пробандов. Поиск микроструктурных 
хромосомных аберраций осуществлялся с помо-
щью микрочипов Human Genome CGH SurePrintG3 
HumanCGH 8×60K (Agilent Technologies, США) со-
гласно рекомендациям производителя микрочипов. 
Результаты были визуализированы в программе Cy-
togenomics (v3.0.2.11) (Agilent Technologies, США). 
Интерпретация клинической значимости CNV про-
водилась с использованием Базы данных геномных 
вариантов (DGV) и онлайн-версии Каталога наслед-
ственных болезней «Менделевское наследование у 
человека» (OMIM). С целью подтверждения наличия 
обнаруженных патогенетически значимых микро-
дупликаций у пробандов и определения их проис-
хождения были подобраны праймеры и проведена 
количественная ПЦР в режиме реального времени 
на приборе AriaMXReal-TimePCRSystem  (Agilent 
Technologies, США). 

Результаты

Среди выявленных патогенетически значимых 
вариаций числа копий участков ДНК, зарегистриро-
ванных у 81 пациента с недифференцированными 
интеллектуальными нарушениями (37%), было об-
наружено 17 микродупликаций (21%). При анализе 
происхождения частичных трисомий установлено, 
что в 8 случаях (47%) микродупликации возникли de 
novo, а в 9 случаях (53%) были унаследованы от фе-
нотипически здоровых родителей. 

Заключение

Доля патогенетически значимых микродупли-
каций среди выявленных CNVs в группе пациентов 
с недифференцированными интеллектуальными 
нарушениями составила 21%. Это подтверждает 
недоучет микродупликаций как причины развития 
патологических состояний и указывает на важ-
ность их более детального изучения. Расширение 
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знаний о генетике недифференцированных интел-
лектуальных расстройств показывает, что патоге-
нетическую значимость выявляемых микродупли-
каций при таких распространенных признаках, как 
умственная отсталость и задержка психомоторно-
го развития нельзя недооценивать. 

Работа проведена на базе Центра коллек-

тивного пользования «Медицинская геномика» 
(НИИ медицинской генетики Томского НИМЦ,  
г. Томск) с использованием материалов биологи-

ческой коллекции «Биобанк населения Северной  
Евразии». 

Развитие и активное применение высокомоле-
кулярных полногеномных технологий привели к вы-
явлению большого числа разнообразных делеций 
и дупликаций. Некоторые из этих мутаций повторя-
ются у разных пациентов, другие, по крайней мере 
пока, зарегистрированы единожды. Однако даже 
в случае, когда аберрации затрагивают один и тот 
же регион, их границы не всегда точно совпадают. 
Вследствие этого  мы имеем огромный список фак-
тически уникальных мутаций. Иногда делеции или 
дупликации затрагивают единичные гены, но чаще 
всего это протяженные аномалии, что затрудняет 
идентификацию гена или генов, изменение числа 
копий которых может привести к заболеванию. Не 
стоит думать, что ситуация сильно упрощается в 
случае моногенных аберраций. Иногда у пациента с 
делеций или дупликацией одного гена регистриру-
ется множество клинических симптомов, которые, 
на первый взгляд, никак не объяснить с помощью 
обнаруженного генетического дефекта [1, 2]. Но это 
все касается диагностики генетических причин пато-
логии. Когда же причина установлена, встает вопрос 
о медицинской помощи пациенту. К сожалению, в 
настоящее время практически не существует спосо-
бов эффективного лечения пациентов с хромосом-
ными болезнями. Однако недавно впервые была вы-
сказана идея о хромосомной терапии заболеваний, 
обусловленных протяженными мутациями. В осно-
ву лег феномен потери кольцевой хромосомы при 
культивировании индуцированных плюрипотентных 
стволовых клеток (ИПСК), полученных из фибробла-
стов пациентов с микроделеционными синдромами, 
возникающими вследствие терминальной микроде-
леции при образовании кольца [3, 4].  

В связи с этим целью данного исследования 
явилась разработка методов редактирования ге-
нома, содержащего хромосому с мутацией, путем 
замыкания ее в кольцо. При дальнейшем культиви-
ровании ИПСК с кольцевой хромосомой ожидаются 
ее спонтанная потеря и амплификация нормального 
гомолога. Работа выполняется на материале двух 
пациентов с задержкой развития, интеллектуальны-
ми расстройствами и дисморфиями, у которых на 
начальном этапе диагностики с помощью стандарт-
ного кариотипирования выявлены кольцевые хромо-
сомы 13 и 22. 

ЭЛИМИНАЦИЯ КОЛЬЦЕВОЙ ХРОМОСОМЫ КАК ОСНОВА КОРРЕКЦИИ  
КРУПНЫХ ХРОМОСОМНЫХ ДЕФЕКТОВ

А.А. Кашеварова1, Н.А. Скрябин1, Е.О. Беляева1, А.М. Никонов2,  
О.В. Плотникова2, Т.В. Никитина1, А.Г. Мензоров3, С.А. Васильев1,  
М.Е. Лопаткина1, Е.Н. Толмачёва1, Л.П. Назаренко1, И.Н. Лебедев1 

1 НИИ медицинской генетики Томского национального исследовательского медицинского центра РАН, г. Томск 
2 Диагностический центр Алтайского края, г. Барнаул  

3 Институт цитологии и генетики СО РАН, г. Новосибирск

Пациент Г. с кольцевой хромосомой 13. 17 лет. 
На момент осмотра вес 93 кг (97-й процентиль), рост 
178 см (50–75-й процентиль), окружность головы  
58 см (98-й процентиль). Отмечены глубоко поса-
женные глаза, изогнутая верхняя губа, аномальный 
рост волос на макушке, волосы жесткие, светлые, 
избыточный рост волос на предплечьях, микроор-
хидизм, сандалевидная щель стопы. Для уточнения 
границ делеции, повлекшей за собой образование 
кольца, нами проведена aCGH-диагностика и вы-
явлены микроделеция в области 13q34 (1,924 Mb) и 
трипликация 3q12.2 (74 kb). Клиническая значимость 
амплификации области 3q12.2 на сегодняшний день 
не ясна. Она выявляется как у относительно здоро-
вых людей, так и у онкологических больных [5]. С 
помощью ПЦР в реальном времени показано, что 
микроделеция возникла de novo, а трипликация име-
ет отцовское происхождение. В первичной культуре 
фибробластов кожи aCGH также выявлена микро-
делеция 13q34 (2,099 Mb), но дополнительно еще и 
полная моносомия по хромосоме 13 в части клеток. 
С помощью FISH-метода с зондами на центромеры 
хромосом 13 и 21 и субтеломерную область длинно-
го плеча хромосомы 13 было подтверждено наличие 
кольцевой хромосомы и обнаружено, что 50% фи-
бробластов имеют моносомию по хромосоме 13. 

Пациентка З. с кольцевой хромосомой 22.  
4 года. Вес – 14,5 кг (25-й процентиль), рост – 108 
см (95-процентиль). Телосложение астеничное, уз-
кое туловище. Имеется ряд лицевых дисморфий. 
На МРТ головного мозга визуализирована картина 
варианта Денди–Уолкера [6]. С помощью aCGH-а-
нализа идентифицирована микроделеция 22q13.32, 
обусловившая образование кольцевой хромосомы 
22, наличие которой было подтверждено с помощью 
FISH с зондами на центромеру хромосомы 22 и на 
ген TBC1D22A, локализованный вблизи микроде-
леции. Кроме того, при проведении микрочипового 
анализа была обнаружена микроделеция 3q13.31, 
по данным ПЦР в реальном времени унаследован-
ная от здоровой матери, которая, в свою очередь, 
унаследовала ее от своей матери. В фибробластах 
пациентки при использовании aCGH также выявлена 
микроделеция 22q13.32-q13.33. При подтверждении 
кольцевой хромосомы 22 с помощью FISH в куль-
туре фибробластов на первом пассаже нами было 
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обнаружено, что 24% клеток имели моносомию по 
хромосоме 22. Далее наблюдалось увеличение чис-
ла моносомных клеток с ростом числа пассажей, ко-
торое к 33-му пассажу достигло 42%. Доля ИПСК, 
моносомных по хромосоме 22, варьировала в пре-
делах 6,3–17% для разных клонов.  

Важно отметить, что моносомии у описанных 
пациентов были зарегистрированы только в фибро-
бластах с помощью FISH и не обнаружены в лимфо-
цитах при стандартном кариотипировании. Это под-
черкивает важность исследования более чем одной 
ткани в случае, если фенотип пациента невозможно 
объяснить уже обнаруженными мутациями или ни 
одной аномалии не было обнаружено в лимфоцитах 
периферической крови вовсе. Кроме того, что осо-
бенно важно для разработки технологий хромосом-
ной терапии, наличие моносомного клона указыва-
ет на нестабильность кольцевой хромосомы уже in 
vivo и дает надежду на эффективную ее коррекцию 
в ИПСК.

Работа проведена на базе Центра коллектив-

ного пользования «Медицинская геномика» (НИИ 
медицинской генетики Томского НИМЦ, г. Томск) 
с использованием материалов биологической кол-

лекции «Биобанк населения Северной Евразии» (№ 
0550-2017-0019). 

Исследование выполнено при финансовой под-

держке гранта РНФ № 16-15-10231.
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Стремительное развитие методов молекуляр-
ной цитогенетики с сопутствующим прогрессом 
высокоразрешающих технологий анализа генома 
обусловили наступление нового периода в истории 
цитогенетики, который вполне может быть обозна-
чен как цитогеномный. Ярким признаком этого яв-
ляется действующая версия цитогенетической но-
менклатуры хромосом человека, которая, начиная с 
последнего издания 2016 г., официально называется 
Международной цитогеномной номенклатурой хро-
мосом человека [1]. Взгляд на хромосому как на не-
которую последовательность нуклеотидов (сиквенс) 
определенного участка генома, по мнению самих же 
цитогенетиков, ознаменует не просто начало ново-
го периода, а начало «последней и финальной эры 
цитогенетики» [2]. Вместе с тем наблюдаемый про-
гресс в изучении организации генома человека уже 
привел к существенному развитию представлений о 
многообразии, этиологии и патогенезе особого клас-
са наследственных болезней человека – хромосом-
ных заболеваний.      

В 2004 г. появившееся высокоразрешающее 
молекулярное кариотипирование на основе метода 
матричной сравнительной геномной гибридизации 
(array-CGH) позволило открыть новый вид хромо-
сомного полиморфизма – изменчивость по числу 
копий блоков повторов ДНК (copy number variations, 
CNV) [3], клиническое значение которого до сих пор 
остается предметом непрекращающихся дискуссий. 

НОВЫЕ ХРОМОСОМНЫЕ БОЛЕЗНИ

И.Н. Лебедев

НИИ медицинской генетики Томского национального исследовательского медицинского центра РАН,  
г. Томск

Вместе с тем накапливающиеся в литературе дан-
ные показывают, что структура CNV при разных кли-
нических формах патологии, обычно проявляющих-
ся при хромосомных болезнях, по всей видимости, 
оказывается уникальной, затрагивая определенные 
хромосомные регионы и локализованные в них 
гены, при нарушениях интеллектуального развития, 
врожденных пороках развития, аномалиях преим-
плантационного и пренатального периодов онто-
генеза, нарушениях репродукции. Является ли это 
отражением особого, эволюционно закрепленного 
уровня организации наследственной информации, 
еще предстоит изучить.

Главенствующее изначально представление о 
том, что CNV, ассоциированные с хромосомными 
заболеваниями, могут быть ограничены только ми-
кроделециями, постепенно трансформируется в от-
крытие новых микродупликационных синдромов, а 
также клинически значимых хромосомных амплифи-
каций более высокого порядка – трипликаций, ква-
дрипликаций и т.д. [4]. Описаны новые механизмы 
генерации таких CNV, связанные как с эволюцион-
ными особенностями организации генома человека 
(блоки сегментных дупликаций), так и с процесса-
ми репарации и репликации ДНК, в том числе и в 
ряду поколений. Появился новый класс хромосо-
мных заболеваний – «сестринские геномные бо-
лезни» (genomic sister-disorders), объединяющий 
CNV-ассоциированные заболевания, связанные с 
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реципрокными изменениями копийности участка 
ДНК в одном и том же хромосомном регионе [5]. 
Число таких уже известных хромосомных регионов 
составляет более 60 и продолжает постоянно уве-
личиваться [6]. Активно развивается исследование 
генофенотипических корреляций при сестринских 
хромосомных болезнях, предполагающее, что в их 
основе могут лежать соответствующие изменения в 
характере экспрессии генов, затронутых CNV. Одна-
ко непосредственная оценка самого характера этих 
изменений представляет собой нетривиальную за-
дачу, одно из возможных решений которой связано 
с технологиями клеточного репрограммирования и 
получения индуцированных плюрипотентных ство-
ловых клеток с последующей направленной диффе-
ренцировкой последних в целевые типы клеток или 
тканей.

Другим итогом применения высокоразрешаю-
щего генотипирования в клинической цитогенетике 
явилось радикальное сужение размеров детекти-
руемых хромосомных аномалий, которые могут за-
трагивать отдельные гены (single gene chromosomal 
disorders) [7–9] либо даже его отдельные фрагменты 
и, более того, быть ограниченными только лишь не-
которыми типами клеток или тканей (соматический 
мозаицизм). Вместе с тем, несмотря на кажущееся 
стирание физических границ между моногенными и 
хромосомными мутациями, последние демонстри-
руют особенности своего фенотипического прояв-
ления, сохраняя характерную для хромосомных за-
болеваний множественность поражений различных 
систем органов. Предполагается, что такой эффект 
может быть связан с повреждением при хромосом-
ных перестройках, в том числе и сбалансированных, 
важных регуляторных топологических ассоцииро-
ванных доменов, отражающих трехмерный уровень 
организации хромосомного материала [10]. 

Таким образом, становится очевидным, что 
вхождение технологий высокоразрешающего секве-
нирования генома в цитогенетику человека не толь-
ко не ограничивает ее будущее, а наоборот, выводит 

на новые горизонты развития, связанные с изучени-
ем особенностей организации и функционирования 
хромосом на молекулярном и клеточном уровне, а 
также в онтогенетическом аспекте.

Исследование выполнено при поддержке гран-

та РНФ № 14-15-00772.
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Использование современных полногеномных тех-
нологий в практических целях ознаменовало собой 
новый этап в диагностике хромосомных болезней. 
Благодаря применению матричной сравнительной 
геномной гибридизации (aCGH) стали возможны-
ми обнаружение большого числа микроструктурных 
аберраций и, как следствие, выделение новой группы 
хромосомных болезней, получивших название син-
дромов микроделеций и микродупликаций. Одним из 

КЛИНИКО-ГЕНЕТИЧЕСКАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА ДВУХ НОВЫХ СЛУЧАЕВ  
СИНДРОМА МИКРОДЕЛЕЦИИ 15Q24 У ПАЦИЕНТОВ  

С НЕДИФФЕРЕНЦИРОВАННОЙ ФОРМОЙ УМСТВЕННОЙ ОТСТАЛОСТИ
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них является синдром микроделеции 15q24 (OMIM 
613406), впервые описанный A.J. Sharp в 2007 г. [1]. 
Основным симптомом, характерным для данной груп-
пы хромосомных синдромов, является нарушение 
интеллектуального и психомоторного развития инди-
вида. Умственная отсталость (УО) была и продолжа-
ет оставаться серьезной медицинской и социальной 
проблемой, а исследование патогенеза данного со-
стояния – актуальным научным вопросом [2].
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К 2017 г. в научной литературе была представле-
на информация о 50 пациентах с синдромом микро-
делеции 15q24 [3, 4]. При проведении aCGH-анализа 
среди пациентов с задержкой интеллектуального 
развития в лаборатории цитогенетики НИИ меди-
цинской генетики Томского НИМЦ было выявлено 
еще два новых случая микроделеции региона 15q24 
[5].

Целью нашей работы стали выявление наибо-
лее значимых клинических признаков синдрома ми-
кроделеции 15q24 и выделение кандидатных генов 
заболевания.

Материалы и методы

Для подтверждения хромосомной мутации в 
субсегементе 15q24 у двух пациентов c недиффе-
ренцированной формой УО, а также для установле-
ния происхождения микроделеции провели ПЦР в 
режиме реального времени с использованием двух 
пар праймеров на гены HCN4 и PPCDC, локали-
зованные в области делеции, и пары контрольных 
праймеров на конститутивный ген HEXB. Данные па-
циенты с микроделецией в субсегменте 15q24 были 
выявлены в ходе выполнения работы по гранту 7-й 
Рамочной программы Евросоюза CHERISH (2009–
2012 гг., № 223692), направленной на улучшение ди-
агностики УО у детей.

Результаты и обсуждение

Сравнительный анализ фенотипических при-
знаков, встречающихся у 50 ранее описанных па-
циентов и у двух обследованных нами пациентов, 
выявил ряд общих клинических проявлений микро-
делеции в субсегменте 15q24: задержку интеллек-
туального и психомоторного развития, дисморфич-
ные черты лица (98%), неврологические нарушения 
(87%), аномалии органов зрения (87%) и слуха 
(67%), нарушение речевого развития (63 %), ано-
малии пальцев верхних и нижних конечностей (62 
и 42 % соответственно), скелета (60%), носа (58%), 
нарушение развития половых органов (44%) и низ-
кий рост (42%). Были выявлены уникальные фе-
нотипические признаки, не встречавшиеся у ранее 
описанных индивидов с синдромом 15q24: корот-
кий фильтр, аплазия и поликистоз почек у пациен-
та № 1, а также короткие глазные щели и целиакия  
у пациента № 2.

В ходе исследования у пациента № 1 были об-
наружены и подтверждены две делеции de novo в 
области 15q24.1–q24.2 размером 3 Мб и 384,5 кб. В 
данных хромосомных регионах локализованы гены, 
вовлеченные в процессы нейрогенеза, синаптиче-
ской передачи и в патогенез аутизма [6]. Наличие 
двух микроделеций в одной области 15q24 у пациен-
та можно объяснить присутствием в организме не-
скольких клеточных клонов с разными аберрациями, 
т.е. мозаичным вариантом делеций. Данное предпо-
ложение требует проведения дополнительных ис-
следований. 

У пациента № 2 была обнаружена и подтвержде-
на микроделеция области 15q24.1–q25.2 размером 
8,1 Мб. Исследование происхождения аберрации 
показало, что мать не является носительницей дан-

ной мутации, а ДНК отца оказалась недоступной для 
исследования.

Важным этапом поиска генофенотипических кор-
реляций при данном синдроме стали определение 
минимального перекрывающегося региона делеции 
и анализ входящих в данную область генов. На ос-
новании координат точек хромосомных мутаций 
нами была построена карта микроделеций области 
15q23–15q24.3 и выделены два минимальных пе-
рекрывающихся региона делеции (МРД). МРД1 ока-
зался общим для 37 пациентов, составил ~ 417 кб, 
находился между блоками сегментных дупликаций 
LCR15q24B и LCR15q24C и включал 12 генов, среди 
которых нами были выделены 6 в качестве кандидат-
ных для развития интеллектуальных нарушений при 
синдроме микроделеции 15q24: SEMA7A, ARID3B, 
CLK3, EDC3, CSK и LMAN1L. Выделение альтерна-
тивного МРД2 (~ 266 кб) связано с изучением слу-
чаев микроделеций области 15q24 с атипичными 
координатами (между блоками сегментных дуплика-
ций LCR15q24C и LCR15q24D), а также с описанием 
нового самостоятельного синдрома Виттевин–Колка 
(Witteveen–Kolk syndrome, WITKOS; OMIM 613406), 
в основе патогенеза которого лежит гетерозиготная 
мутация в гене SIN3A [4]. Другие гены данного МРД2, 
NEIL1 и MAN2C1, также представляют интерес в ка-
честве кандидатных генов развития нейрокогнитив-
ных нарушений при синдроме микроделеции 15q24.

Заключение

Полученные при исследовании новых случаев 
синдрома микроделеции 15q24 клинические и ге-
нетические данные позволили дополнить и обоб-
щить имеющуюся информацию о фенотипических 
проявлениях данного заболевания и возможном 
механизме возникновения аберрации, сузить МРД1 
и выделить новый, альтернативный МРД2, а так-
же охарактеризовать девять кандидатных генов 
развития УО при данном хромосомном синдроме 
(SEMA7A, ARID3B, CLK3, EDC3, CSK, LMAN1L, SI-
N3A, NEIL1 и MAN2C1), каждый из которых может 
вносить свой вклад в развитие нейрокогнитивных 
нарушений. Дальнейшее изучение механизмов ра-
боты и регуляции кандидатных генов может, веро-
ятно, пролить свет на их роль в патогенезе УО при 
данном хромосомном синдроме.

Работа выполнена на базе Центра коллектив-

ного пользования «Медицинская геномика» (НИИ 
медицинской генетики Томского НИМЦ, г. Томск) 
с использованием материалов биологической кол-

лекции «Биобанк населения Северной Евразии»  
(№ 0550-2017-0019). 
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Геном человека характеризуется высокой вариа-
бельностью по изменчивости числа копий ДНК (copy 
number variations, CNV), размеры которых варьиру-
ют от нескольких тысяч до миллиона пар оснований. 
Значительная их часть (около 7 мм CNV) на данный 
момент интерпретируется как полиморфные вариан-
ты [1], тогда как только для 27 тыс CNV (0,4%) была 
доказана патогенетическая значимость [2]. Кроме 
того, большинство патогенетически значимых CNV 
характеризуется неполной пенетрантностью. Так, 
пенетрантность патогенетически значимых частых 
CNV при умственной отсталости в среднем со-
ставляет около 30% [3, 4]. Механизмы реализации 
неполной пенетрантности заболеваний, обуслов-
ленных CNV, на настоящий момент практически не 
изучены.  Одними из таких механизмов могут быть 
эпигенетические модификации ДНК, в частности ме-
тилирование ДНК.

Нами был проведен анализ статуса метилиро-
вания CpG-островков в промоторных участках ге-
нов IMMP2L, METTL4, ACAD10, GEMIN4, SMCHD1, 
KDM5A и GRPEL2 в восьми семьях с умственной от-
сталостью. Выбранные гены были локализованы в 
участках с вероятно патогенными унаследованными 
CNV. Детекция микроструктурных перестроек была 
проведена с использованием микрочипов SurePrint 
G3 Human CGH Microarray 8×60K (Agilent Technolo-
gies, США). С использованием количественной ПЦР 
в режиме реального времени были подтверждены 
все идентифицированные CNV и установлено роди-
тельское происхождение. 

Для анализа статуса метилирования было ис-
пользовано бисульфитное секвенирование амплико-
нов (Bisulite Amplicon Sequencing, BSAS) [5]. Метод 
основан на ПЦР амплификации бисульфит-конверти-
рованной ДНК с последующим секвенированием с по-
мощью NGS. После бисульфитной конвертации ДНК 
была проведена амплификация участков 300–800 п.н. 
в составе CpG-островков в промоторных регионах вы-
бранных генов с помощью ПЦР. Присоединение адап-
теров и индексов осуществлялось с помощью набора 
Nextera XT (Illumina, США). Секвенирование проводи-
лось на секвенаторе MiSeq с помощью набора MiSeq 
Reagent Nano Kit v2 (Illumina, США). Для цитозина в 
составе CpG-пар оценивался индекс метилирования 
(отношение числа ридов с С/T).

Наиболее интересные результаты были полу-
чены при анализе двух семей с унаследованной 
делецией 7q31.1, затрагивающей единственный 
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ген IMMP2L. Этот ген кодирует митохондриальный 
белок, принимающий участие в каталитической ак-
тивности пептидазы внутренней мембраны митохон-
дрий. Показано, что CNV в данном гене приводят к 
аномалиям развития нервной системы [6]. В обоих 
семьях делеции были унаследованы от клинически 
здоровых матерей.

При анализе статуса метилирования ДНК в про-
моторной области гена было идентифицировано, 
что все CpG-сайты деметилированы во всех иссле-
дованных образцах. В то время как в CpG-сайтах, 
локализованных в гене, было идентифицировано ги-
пометилирование у матерей по отношению к детям и 
отцам. Дифференциальное метилирование у здоро-
вых матерей, носителей патогенетически значимой 
CNV, по сравнению с больными детьми с аналогич-
ной мутацией может объяснять феномен неполной 
пенетрантности в обследованных семьях. 

Однако остается еще ряд вопросов, на кото-
рые предстоит найти ответы. В частности, о том, 
насколько часто эпигенетические механизмы ре-
гуляции экспрессии генов могут модифицировать 
фенотипическое проявления микроструктурных 
хромосомных аномалий? Каковы механизмы регу-
ляции экспрессии генов при дифференциальном 
метилировании CpG-сайтов в последовательности 
самих генов? Ответы на эти и другие вопросы мо-
гут помочь в идентификации механизмов неполной 
пенетрантности CNV. Прояснение механизмов реа-
лизации неполной пенетрантности позволит более 
точно прогнозировать наследуемость хромосом-
ных заболеваний, что является критически важ-
ным моментом при медико-генетическом консуль- 
тировании.

Исследование выполнено на базе Центра кол-

лективного пользования «Медицинская геноми-

ка» (НИИ медицинской генетики Томского НИМЦ,  
г. Томск) с использованием материалов биологиче-

ской коллекции «Биобанк населения Северной Ев-

разии» (№ 0550-2017-0019). 
Работа выполнена при поддержке гранта РНФ 

№ 16-15-10229 (№ 0550-2017-0019).
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Активное использование aCGH в диагности-
ке у детей с врожденными пороками сердца (ВПС) 
пока является сравнительно новым направлением и 
активно внедряется с 2014–2015 гг. Для ВПС доля 
патогенных вариантов числа копий ДНК может коле-
баться от  3 до 26% [1, 2]. Абсолютное большинство 
микроделеционных синдромов, в том числе затра-
гивающих области 22q11, 8p23.1, 7q11.23, 16p13, 
17p11, 17p13, приводя к множественным поврежде-
ниям органов и систем, сопровождаеются врожден-
ными пороками сердца. ВПС при микроделециях 
или микродупликациях хромосом являются столь 
же высокопенетрантным признаком, как и для хро-
мосомных аномалий. Например, при трисомии хро-
мосомы 21 ВПС характерны для 60–80% больных, 
а при синдроме микроделеции 22q11 – для 60–85% 
пациентов. 

Материал и методы

Проведен анализ ДНК 15 детей, перенесших 
оперативное лечение по поводу ВПС в 2016 г. Сред-
ний возраст больных (М ± s) соответствовал (20,7 ± 
13) мес (от 1 мес до 4 лет). Диагноз ВПС устанав-
ливался на основании эхокардиографических дан-
ных согласно рекомендациям РКО, а также клини-
ческих, электрокардиографических, биохимических 
и патологических характеристик этого заболевания 
с оценкой физиологических изменений кровото-
ка и гемодинамики порока [3]. Согласно протоколу 
исследования, критерием включения являлось со-
четание ВПС с множественными аномалиями раз-
вития, включая микроаномалии развития, лицевые 
дизморфии, анатомические особенности строения 
тела и внутренних органов, установленные забо-
левания и (или) глобальное отставание в развитии, 
задержку психического, психоречевого, речевого, 
психомоторного, интеллектуального и физического 
развития. 

Мечение обеих анализируемой и контроль-
ной ДНК проводилось с использованием набора 
SureTag Complete DNA Labeling Kit в соответствии 
с протоколом производителя (Agilent Technologies, 
США). Гибридизацию проводили на ДНК-микрочи-
пах SurePrint G3 Human Genome CGH Microarray Kit, 
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8×60K в соответствии с протоколом, рекомендован-
ным производителем (Agilent Technologies, США). 
Данные получали с помощью программы Scan (v. 
9.1.1.1), визуализировали в программе Cytogenomics 
(v. 3.0) (Agilent Technologies, США) и анализировали 
с использованием публично доступных баз данных 
DGV и DECIPHER. Описания функций генов, лока-
лизованных в областях CNV, были получены из баз 
данных NCBI Gene, GeneCards и OMIM. Верифика-
цию выявленных патогенных и условно патогенных 
вариантов проводили с использованием полимераз-
ной цепной реакции в режиме реального времени 
по ранее опубликованному подробному описанию 
технологии [4]. 

Результаты и обсуждение

Среди 15 пациентов с врожденными пороками  
сердца, сочетанными с множественными аномалия-
ми развития, с помощью a-CGH у 7 пациентов (46%)  
были выявлены патогенные и условно патогенные 
CNV. У пациентов № 1–4 – синдром микроделеции 
22q11.2: у пациентов № 1 и 3 выявлены идентич- 
ные микроделеции arr[hg18]22q11.21(17299942_ 
19770514)´1 размером 2,47 Мб, у пациента № 2 
– arr[hg18]22q11.21(17299942_18691763)´1 разме-
ром 1,39 Мб, у пациента № 4 – делеция arr[hg18]2
2q11.21(17299942_19709958)´1 размером 2,41 Мб. 
Во всех случаях они затрагивали ген TBX1, который 
лежит в основе патогенеза пороков сердца при дан-
ном синдроме.

Пациент № 5 с микроделецией arr[hg18]
7q11.23(72364514_73777326)´1, размером 1,41 Мб 
имел классический фенотип синдрома Вильям-
са. Делеция включала ген ELN, мутации в котором 
лежат в основе развития надклапанного стеноза  
аорты. У пациента № 6 выявлена микроделеция ar
r[hg18]1p36.33-p36.32(749625_3987303)´1 размером  
3,24 Мб, включающая критичный регион для разви-
тия аномалий сердца, содержащая два гена, уча-
ствующих в патогенезе пороков развития данного 
органа – SKI и PRDM16 [5, 6]. Данная аберрация об-
условливает синдром 1p36 микроделеции. 

Выявленная у пациента № 7 микродуплика-
ция arr[hg18]20p13(2412867_3824216)´3 размером 
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1,41 Мб была расценена как потенциально патоген-
ная, так как отсутствует в таком виде в DGV, содер-
жит несколько генов, вероятно, связанных с клини-
ческими проявлениями – EBF4, ADAM33, CENPB, 
GNRG2, OXT. 

Выявление наследственных заболеваний у де-
тей раннего младшего возраста с множественными 
аномалиями развития существенно влияет на хи-
рургическую тактику и исходы лечения, что лежит 
в основе требований к совершенствованию диагно-
стики микроделеционных и микродупликационных 
синдромов и применению полногеномного анализа 
с использованием ДНК-микрочипов.

Исследование выполнено на базе Центра коллек-

тивного пользования «Медицинская геномика» (НИИ 
медицинской генетики Томского НИМЦ, г. Томск). 
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Недавними исследованиями было установлено, 
что основным типом клеток плодной природы, цирку-
лирующих в крови беременной женщины, являются 
эндоваскулярные трофобласты [1]. Клетки трофоб-
ласта можно выделить и изолировать из перифе-
рической крови беременной женщины, используя 
метод фильтрации через поликарбонатный фильтр 
с последующей лазерной микродиссекцией [2]. Од-
нако основной трудностью в применении последую-
щих молекулярно-генетических и молекулярно-цито-
генетических методов является тот факт, что в 1 мл 
крови беременной женщины содержится 2–6 клеток 
плодной природы [3], что требует применения ме-
тодов полногеномной амплификации (ПГА). Поми-
мо этого, в процессе пробоподготовки выделенные 
методом фильтрации трофобласты подвергаются 
фиксации, что, в свою очередь, влияет на качество 
анализируемой ДНК.

Таким образом, была определена основная за-
дача исследования: в рамках модельного экспери-
мента оценить возможность применения методов 
ПГА для амплификации генетического материала 
единичных клеток цитотрофобласта, выделенных 
методом фильтрации и фиксированных в процессе 
пробоподготовки, в целях обнаружения анеуплои-
дии методом метафазной сравнительной геномной 
гибридизации. 

Материалы и методы

В качестве модели, отображающей присутствие 
клеток плода в крови беременной женщины, было 
приготовлено 10 искусственных (артифициальных) 
смесей, представляющих собой смесь клеток вор-
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син хориона замерших беременностей и перифе-
рической венозной крови взрослых индивидуумов. 
Все образцы поступали в лабораторию цитогенети-
ки ФГБНУ «МГНЦ» РАМН для стандартного карио-
типирования. Клетки цитотрофобласта выделяли, 
используя метод фильтрации, через поликарбонат-
ный фильтр с диаметром пор 8 мкм. Перед имму-
ноцитохимическим окрашиванием каждый образец 
фиксировался в смеси метанол : ацетон (3 : 1). Де-
текция цитотрофобластов осуществлялась иммуно-
цитохимическим окрашиванием моноклональными 
антителами к цитокератину-7. Клетки интереса были 
изолированы методом лазерной микродиссекции. 
ПГА генетического материала единичных клеток 
цитотрофобласта осуществлялась тремя метода-
ми: multiple displacement ampliication (MDA), linker 
adapter PCR (LA-PCR), degenerate oligonucleotide 
primed PCR (DOP-PCR). Определение длины про-
дуктов ПГА осуществлялось методом электрофоре-
за в 1%-м агарозном геле. Концентрация продуктов 
ПГА определялась флуориметрическим методом. 
Для обнаружения численных хромосомных анома-
лий была использована метафазная сравнительная 
геномная гибридизация.

Результаты

По результатам модельного эксперимента было 
определено, что не все методы ПГА применимы для 
анализа единичных клеток цитотрофобласта, вы-
деленных методом фильтрации и фиксированных 
в процессе пробоподготовки. На основании данных 
количественного и качественного анализа продук-
тов ПГА метод амплификации с использованием 
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вытеснения комплементарно синтезируемой цепи 
(MDA) продемонстрировал наибольшее значение 
концентрации и длин продуктов полногеномной ам-
плификации (таблица). Данные различия обуслов-
лены тем, что в отличие от LA-PCR и DOP-PCR, 
в состав реакционной смеси которых входит Taq-
полимераза, элонгацию цепи в методе MDA обе-
спечивает полимераза Phi29, обладающая большей 
процессивностью и корректирующей 3’-5’-экзону-
клеазной активностью. Однако по результатам ме-

тафазной сравнительной геномной гибридизации 
было установлено, что, способ амплификации на 
основе использования линкер-адаптеров (LA-PCR) 
показал наибольшую чувствительность (80%), 
специфичность (80%) и равномерность амплифи-
кации по сравнению с другими методами. Профили 
гибридизации после амплификации генетическо-
го материала единичных клеток цитотрофобласта 
методом DOP-PCR и MDA не подлежали анализу  
(рисунок). 

Сравнение трех методов полногеномной амплификации. Значение критерия Фридмана  
для концентрации амплифицированного продукта (N = 10, df = 2) = 20,00000, p < 0,00005

Метод ПГА LA-PCR DOP-PCR MDA
Концентрация продуктов ПГА, нг/мкл 27,5 ± 4,6 47,3 ± 5,2 97,3 ± 6,6

Длина продуктов ПГА, п.о. 200–1 000 100–500 > 1 000

Данные различия в полученных результатах 
CGH-анализа объясняются тем, что материалом 
исследования являлись фиксированные единичные 
клетки цитотрофобласта. Фиксация клеток ведет к 
фрагментации матричной ДНК, которая оказывает 
влияние на результаты амплификации и последую-
щего CGH-анализа и требует применения соответ-
ствующего метода ПГА [4].

Таким образом, в рамках модельного экспери-
мента было определено, что ПГА с использованием 
линкер-адаптеров (LA-PCR) является оптимальным 
методом амплификации генетического материала 
единичных клеток цитотрофобласта, выделенных 
методом фильтрации и фиксированных в процессе 
пробоподготовки, для последующего обнаружения 
численных хромосомных аномалий плода методом 
метафазной сравнительной геномной гибридизации.

Результаты CGH-анализа единичных цитотрофобластов с кариотипом 47,ХХ, +13, генетический материал которых ампли-
фицирован LA-PCR (А), DOP-PCR (Б), MDA (В)
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Маркерные хромосомы – это структурно ненор-
мальные хромосомы; они могут быть сверхчислен-
ными по отношению к кариотипу человека или заме-
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нять одну из нормальных хромосом. Большинство 
маркерных хромосом обнаруживаются при GTG-
окрашивании метафазных пластинок. Маркерные 
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хромосомы разделяют на две группы: дополнитель-
ные хромосомы и малые сверхчисленные маркер-
ные хромосомы. Главным условием для отнесения 
хромосомы ко второй группе является ее размер. 
Маркерная хромосома может заменять нормальную 
аутосому либо одну из половых хромосом [1]. Малые 
сверхчисленные маркерные хромосомы должны 
быть меньше размером, чем хромосома 20 на этой 
же метафазной пластинке. К этой группе относят и 
кольцевые хромосомы. Определение происхожде-
ния малых сверчисленных маркерных хромосом с 
помощью GTG-бэндинга является проблематичным 
в связи с их размерами. Поэтому для их идентифи-
кации необходимы молекулярно-цитогенетические 
методы анализа. Примерно 2,7 млн человек в мире 
имеют малые сверхчисленные маркерные хромосо-
мы [2]. Частота обнаружения у новорожденных со-
ставляет 0,044%, в абортивном материале – 0,075%, 
у умственно отсталых – 0,288% [3]. Фенотипические 
проявления наличия маркерных хромосом зависят 
от их размера, генетического содержания и степени 
мозаицизма. В 86% случаев малые сверхчисленные 
маркерные хромосомы происходят из акроцентри-
ческих хромосом, из них 75% происходят из хромо-
сомы 15. Случаи возникновения сверхчисленных 
маркерных хромосом из хромосом 13, 14, 21 и 22 
составляют всего лишь 7% [1]. Существует множе-
ство заболеваний, ассоциированных с наличием 
маркерных хромосом – синдром Эмануэля, синдром 
Шмида–Фраккаро, синдром Паллистера–Киллиа-
на, изохромосома i(5p), синдром пятнадцатой мар-
керной хромосомы, синдром Тернера с маркерной 
хромосомой и т.д. Около 70% маркерных хромосом 
возникают de novo, а в 30% случаев могут быть 
унаследованы от родителей [1]. Некоторые синдро-
мы, ассоциированные с маркерными хромосомами, 
проявляются интеллектуальной недостаточностью 
разной степени тяжести: от легкой до крайне тяже-
лой. Это такие синдромы, как синдром Тернера с 
маркерной хромосомой, синдром пятнадцатой мар-
керной хромосомы, синдром Эмануэля, синдром 
Шмида–Фраккаро (в некоторых случаях), der(22)
t(8;22)(q24.1;q11.1) синдром, изохромосома i (5p), 
изохромосома 9р, изохромосома 18р, синдром Пал-
листера–Киллиана [1].

Целью представленной работы является 
исследование происхождения и молекулярного 

состава маркерных хромосом в кариотипах вы-
борки пациентов с интеллектуальной недоста- 
точностью.

В ходе работы детально исследованы кариоти-
пы трех пациентов с интеллектуальной недостаточ-
ностью и выявленными маркерными хромосомами, 
а также кариотипы их ближайших родственников. В 
одном из случаев наличие маркерной хромосомы 
сочеталось с синдромом Тернера. У остальных па-
циентов маркерные хромосомы оказались сверхчис-
ленными по отношению к нормальному кариотипу. 
Показано, что в одном случае маркерная хромосома 
образовалась de novo. Морфологически обнаружен-
ные маркерные хромосомы являются акроцентриче-
скими. 

С помощью набора пэйнтинг-проб сортирован-
ных хромосом человека проведен анализ проис-
хождения обнаруженных маркерных хромосом. В 
случае пациентки с синдромом Тернера маркерная 
хромосома происходит из Х-хромосомы. Кариотип 
мозаичный: 46,X,+mar(X)/45,X. Маркерная хромо-
сома встречается в 33% метафазных пластинок. 
Второй пациент обладает кариотипом 47,XY,+invd-
up(15). У последней пациентки также мозаичный 
кариотип: 46,XX/47,XX+mar/48,XX+2mar. Получены 
микродиссекционные библиотеки всех исследо-
ванных маркерных хромосом, с помощью которых 
подтверждены их происхождение и, соответствен-
но, предполагаемый молекулярный состав. Подго-
товлены образцы для дальнейшего полногеномного 
секвенирования.

Работа выполнена при финансовой поддержке 
РНФ, грант № 15-15-10001.
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Фенотипические проявления транслокаций  
Х;аутосома, в отличие от транслокаций аутосома;ау-
тосома, часто зависят от нескольких факторов: рас-
положения точек разрыва на обеих хромосомах и 
особенностей инактивации Х-хромосомы. Благодаря 
развитию молекулярно-цитогенетических и генетиче-

ВЛИЯНИЕ ИНАКТИВАЦИИ Х-ХРОМОСОМЫ НА ФЕНОТИПИЧЕСКИЕ ПРОЯВЛЕНИЯ 
ТРАНСЛОКАЦИЙ Х;АУТОСОМА

Е.Н. Толмачёва1, 2, Н.А. Скрябин1, Г.Н. Сеитова1, Н.Н. Суханова1,  
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ских  методов в настоящее время мы можем более 
детально исследовать каждый конкретный случай 
таких транслокаций, что позволяет глубже понять 
причины проявления патологического фенотипа.

В настоящей работе мы оценили влияние 
процесса инактивации Х-хромосомы на клиниче-
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ское проявление различных транслокаций Х;ауто- 
сома.

У трех пациенток женского пола в возрасте от  
9 мес до 16 лет с различными транслокациями Х;ау-
тосома были проведены молекулярно-генетический 
анализ с использованием матричной сравнительной 
геномной гибридизации (8×60K, Agilent Technologies, 
США) и хромосомный микроматричный анализ (ми-
кроматрица Aimetrix на 2,67 млн проб), а также с по-
мощью метилчувствительной ПЦР оценен характер 
инактивации Х-хромосомы.

Пациентка А в возрасте 16 лет с предваритель-
ным диагнозом «синдром Шерешевского–Тернера». 
После стандартного цитогенетического и CISS-ана-
лиза с цельнохромосомной пробой WCP3 выявле-
на несбалансированная транслокация 46,X,der(X)
t(X;3). С помощью  arrayCGH была проведена вери-
фикация транслокации и  уточнены точки разрыва –  
46,X,t(X;3)(p11.3;q21.3). В лимфоцитах перифериче-
ской крови пациентки наблюдалась асимметричная 
инактивация Х-хромосомы (степень смещения – 
100%). У пациентки наряду с признаками синдрома 
Шерешевского–Тернера (гипоплазия матки и яични-
ков, короткая шея с крыловидными складками, низ-
кая граница роста волос на лбу и шее и т.д.) про-
являлись клинические признаки, характерные для 
дупликаций 3q21q-qter: гирсутизм, синофриз, поро-
ки опорно-двигательного аппарата [1, 2]. Мы предпо-
ложили, что у пациентки инактивируется перестро-
енная Х-хромосома, но из-за возможной неполной 
инактивации генов на аутосомной части [3] частично 
проявляются черты, связанные с избыточным ген-
ным балансом.

У пациентки Б в возрасте 9 мес была выявле-
на реципрокная транслокация 46X,t(X;9)(q22;q13) 
de novo. Последующий анализ с помощью метода 
aCGH показал, что  транслокация у пациентки явля-
ется сбалансированной, а в регионе 22q11.22 имеет-
ся небольшая делеция 65 т.п.н., затрагивающая два 
гена – PRODH, DGCR5. Микроделеция в этом реги-
оне является критической для синдрома Ди Джоржи 
(OMIM 611867).

У пациентки наблюдаются задержка умствен-
ного развития, врожденные аномалии головного 
мозга (пахигирия, лентовидная гетеротропия, гипо-
генезия мозолистого тела), задержка психомотор-
ного развития, миотонический синдром, эпилепсия 
симпомотическая фокальная, а также врожденная 
аномалия развития мочеполовой системы, пиэ-
локтозия двухсторонняя. В результате исследова-
ния было выявлено 100%-е смещение характера 
инактивации Х-хромосомы. В этом случае теоре-
тически инактивации может подвергаться как нор-
мальная Х-хромосома, так и дериват, так как у 
пациентки имеются клинические черты, сходные с 
клинической картиной пациентов с делецией del(9)
(q22-q32) и с другими пациентами с различными 

транслокациями Х;9, у которых либо был инактиви-
рован дериват, либо наблюдалась равновероятная 
инактивация Х-хромосомы. Однако мы не можем 
исключить влияния на фенотип микроделеции в ре-
гионе 22q11.2. Поэтому для прояснения вопроса о 
том, какая именно из Х-хромосом инактивирована 
в этом случае, необходимы дальнейшие исследо-
вания.

Пациентка В с задержкой психомоторного разви-
тия, мышечной гипотонией. По результатам электро-
энцефалографии выявляются признаки незрелости 
коркового ритма, активации и умеренной дисфунк-
ции срединно-стволовых структур мозга. В возрасте 
1 мес с помощью стандартного цитогенетического 
анализа у девочки была обнаружена  реципрокная 
транслокация 46,X,t(X;10)(p22.2;q11.2) de novo. По-
сле анализа ДНК пациентки на микрочипах Afemetrix 
Cytocsan HD (анализ был проведен в лаборатории 
молекулярной патологии «Геномед», г. Москва) не 
выявлено патогенного хромосомного дисбаланса. 
Анализ характера инактивации Х-хромосомы выя-
вил равновероятный характер инактивации Х-хро-
мосомы (60%). В этом случае инактивация Х-хромо-
сомы, скорее всего, никоим образом не повлияла на 
клинические проявления хромосомной перестройки, 
так как точка разрыва приходится на регион Xp22.2, 
который избегает инактивации.

Таким образом, на примере трех транслокаций 
Х;аутосома было показано, что процесс инактива-
ции Х-хромосомы может быть  как протективным, 
так нейтральным для фенотипических проявлений 
хромосомной перестройки, возможно даже, что он 
усугубляет тяжесть проявления клинических сим-
птомов. Для более точного прогноза фенотипиче-
ского проявления таких транслокаций необходимо 
использование комплекса цитогенетических, моле-
кулярно-цитогенетических и генетических методов 
диагностики.

Исследование выполнено на базе Центра кол-

лективного пользования «Медицинская геноми-

ка» (НИИ медицинской генетики Томского НИМЦ,  
г. Томск) с использованием материалов биологиче-

ской коллекции «Биобанк населения Северной Ев-

разии» (№ 0550-2017-0019). 
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Тандемно организованные повторяющиеся по-
следовательности ДНК (сателлитная ДНК – сатДНК) 
формируют протяженные области повторов вну-
три гетерохроматиновых районов (ГХР) хромосом, 
составляя значительную часть так называемого 
некодирующего компонента генома эукариот [1]. 
Транскрипционная инертность считалась фунда-
ментальным признаком сатДНК, а немногочислен-
ные работы, показывающие ее транскрипцию и вы-
полненные в основном на мейотически делящихся 
клетках – ооцитах птиц и амфибий, незаслуженно 
оставались незамеченными [2]. Накопленные к на-
стоящему времени экспериментальные данные 
свидетельствуют о том, что некодирующая РНК, 
транскрибируемая с последовательностей сатДНК, 
нить- и тканеспецифична, а ее транскрипция зави-
сит от типа клеток, стадии клеточного цикла или раз-
вития, клеточной дифференцировки и может быть 
индуцирована стрессовыми воздействиями [3]. 

В геноме человека примерно 30% приходится 
на долю сатДНК ГХР хромосом [4]. Особенно значи-
тельные и вариабельные по размерам блоки сатДНК 
локализованы в районах прицентромерного гете-
рохроматина хромосом 1, 9 и 16, а также в дисталь-
ном отделе длинного плеча Y-хромосомы. Этим рай-
онам издавна отводится особая роль в нарушениях 
репродукции у человека [5, 6], однако биологический 
смысл и механизмы участия этих районов в нор-
мальном и патологическом эмбриогенезе человека 
остаются предметом дискуссий. Особый интерес в 
этой связи представляет изучение транскрипции 
сатДНК человека, РНК транскрипты которых могут 
участвовать в процессах имплантации и раннего эм-
брионального развития, а также в регуляции работы 
эмбрионального генома.

В данной работе были проанализированы транс-
крипционная активность и трехмерная организация 
в интерфазном ядре прицентромерного сателлита 
3-го района 1q12 (HS3-1) в эмбриональных и экс-
траэмбриональных клетках человека. Материалом 
исследования послужили образцы хориона и эмбри-
ональных органов и тканей, полученные после пре-
рывания беременности по медицинским показаниям 
или по желанию женщины, а также образцы плацен-
ты после родоразрешения.

Анализ транскрипции HS3-1 проводили с помо-
щью RT-PCR в образцах хориона и эмбриональных 
органов от абортусов сроком 7–13 нед беременно-
сти. Транскрипты HS3-1 были обнаружены в хорионе 
только в срок 7 нед беременности, на более поздних 
стадиях, а также в образцах плацент транскрипты 
обнаружены не были. У 7- и 9-недельных эмбрионов 
транскрипты выявлены в почке, легком, продолгова-

ТРАНСКРИПЦИЯ И ТРЕХМЕРНАЯ ОРГАНИЗАЦИЯ САТЕЛЛИТНОЙ ДНК  
В ЭМБРИОНАЛЬНЫХ И ЭКСТРАЭМБРИОНАЛЬНЫХ ТКАНЯХ ЧЕЛОВЕКА

И.Л. Трофимова1, 2, Н.И. Енукашвили3, А.В. Горбунова3,  
Е.С. Вашукова4, Т.В. Кузнецова4, В.С. Баранов4

1 Северо-Западный федеральный медицинский исследовательский центр им. В.А. Алмазова  
Минздрава России, г. Санкт-Петербург 

2 Международный центр репродуктивной медицины, г. Санкт-Петербург 
3 Институт цитологии РАН, г. Санкт-Петербург 

4 НИИ акушерства, гинекологии и репродуктологии им. Д.О. Отта, г. Санкт-Петербург

том мозге, надпочечнике, сердце и кишечнике. В об-
разцах тканей после 11 нед беременности транскрип-
ты в проанализированных эмбриональных органах 
(продолговатый мозг, надпочечник, печень) выявлены 
не были. Транскрипты были длиной около 250 и 600 
п.н., при этом в сердце были обнаружены транскрипты 
длиной 100 п.н. Все выявленные транскрипты были 
полиаденилированы. Во всех тканях, кроме почек и 
сердца, транскрипция происходила со «смысловой» 
нити. В почках и сердце транскрипты считывались с 
антисмысловой цепи ДНК. Подобные исследования 
на мышах показали, что разнонаправленная транс-
крипция сатДНК необходима для развития эмбрио-
нов и формирования правильной структуры ядра [7]. 
Возможно, наблюдаемая нами транскрипция с одной 
цепи является элементом подобного процесса, одной 
из его завершающих стадий.

Ядерная периферия и ГХР традиционно счита-
ются репрессивными доменами, а внутренняя об-
ласть ядра – районом активной транскрипции [8]. 
Поэтому пространственную организацию районов 
1q12 оценивали с помощью 3D ДНК FISH на ядрах 
клеток хориона, а также ряда эмбриональных орга-
нов. Локализацию HS3-1 оценивали по отношению 
к границе ядра и относительно хромоцентра на оп-
тических срезах. Анализ результатов 3D FISH про-
водили с помощью конфокального лазерного скани-
рующего микроскопа LSM 510 META и программного 
обеспечения LSM 510 (Carl Zeiss, Германия). В срок 
8–10 нед беременности в ядрах эмбриональных 
клеток сателлит HS3-1, как правило, занимает пе-
риферическое положение и расположен в DAPI-по-
зитивных областях ядра (хромоцентрах). Однако 
около трети FISH-сигналов, соответствующих рай-
ону 1q12, в ядрах клеток почки располагались не в 
хромоцентрах. В ядрах клеток хориона абортусов  
4–5 нед беременности FISH-сигналы были локали-
зованы преимущественно во внутренней части ядра 
и на границе, но не внутри хромоцентров. Аналогич-
ные характеристики этого сателлита были отмечены 
при малигнизации клеток, их старении и дифферен-
цировке [9], а также в ядрах лимфоцитов больных 
синдромом ICF [10], ГХР хромосом 1, 9, 16 которых 
имеют схожие характеристики (деконденсация, ги-
пометилирование) с таковыми в клетках хориона. 
В ядрах клеток хориона абортусов 5–6 и 10–11 нед 
беременности FISH-сигналы занимали преимуще-
ственно периферическое положение и входили в 
состав хромоцентров. В плаценте HS3-1 также был 
выявлен в составе хромоцентров на периферии 
ядра, что согласуется с данными литературы [9, 11].

Таким образом, нами впервые показаны транс-
крипция и трехмерная ядерная организация HS3-1 
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в эмбриональных и экстраэмбриональных тканях 
человека.
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Аутосомные реципрокные транслокации (АРТ) 
являются наиболее частой структурной хромосом-
ной перестройкой и встречаются в популяции с ча-
стотой 0,08–0,3% [1]. Подавляющее большинство 
носителей АРТ фенотипически нормальны, но имеют 
повышенный риск рождения детей с умственной от-
сталостью и множественными врожденными анома-
лиями и (или) пороками развития (МВПР). Семейное 
носительство реципрокных транслокаций является 
одним из классических показаний для проведения 
пренатальной цитогенетической диагностики (ПЦД).

ПЦД проведена в 51 случае при носительстве 
49 АРТ одним из супругов. В 70,6% случаев (36/51) 
у плода был выявлен нормальный или сбалансиро-
ванный кариотип вследствие альтернативного типа 
мейотической сегрегации родительской транслока-
ции, причем сбалансированный кариотип диагности-
рован в 2 раза чаще, чем нормальный. 29,4% (15/51) 
плодов имели несбалансированный кариотип вслед-
ствие патологической сегрегации в гаметогенезе ро-
дителя носителя транслокации, среди которых в 12 
случаях хромосомный дисбаланс у плода обуслов-
лен совместным-1 типом сегрегации, в 2 случаях –  
совместным-2 типом сегрегации и в 1 случае –  
сегрегацией 3 : 1 с третичной трисомией. Таким об-
разом, в собственной выборке АРТ отмечается яв-
ная тенденция к преимущественной пренатальной 
селекции зигот вследствие альтернативного непато-
логического типа сегрегации, что в целом отражает 
тенденцию к расхождению гомологичных центромер 
к противоположным полюсам при клеточном деле-
нии [2, 3]. 

Риски формирования зигот с хромосомным дис-
балансом у носителей АРТ значительно варьируют 
от транслокации к транслокации. Эти риски зави-
сят от наиболее вероятного для каждой конкретной 
транслокации типа патологической сегрегации, при-

АУТОСОМНЫЕ РЕЦИПРОКНЫЕ ТРАНСЛОКАЦИИ: ПРЕНАТАЛЬНАЯ СЕЛЕКЦИЯ,  
СЕГРЕГАЦИЯ И ОЦЕНКА ЭМПИРИЧЕСКОГО РИСКА РОЖДЕНИЯ ЖИЗНЕСПОСОБНОГО  

РЕБЕНКА С ХРОМОСОМНЫМ ДИСБАЛАНСОМ ПРИ СЕМЕЙНОМ НОСИТЕЛЬСТВЕ 

Н.В. Шилова

Медико-генетический научный центр, г. Москва

водящей к формированию несбалансированных 
гамет и вероятной жизнеспособности несбаланси-
рованных зигот, эмбрионов, плодов или новорожден-
ных [4]. На основании характеристики пахитенных 
диаграмм была проведена сравнительная оценка 
предполагаемой и наблюдаемой патологической се-
грегации в каждом случае АРТ и установлено, что 
для подавляющего большинства транслокаций ха-
рактерна совместная-1 патологическая сегрегация 
(39/49). Во всех случаях, когда был известен факт 
регистрации случаев с несбалансированным кари-
отипом в семье, ожидаемая патологическая сегре-
гация соответствовала наблюдаемой, приводящей к 
определенному хромосомному дисбалансу.

Оценка жизнеспособности как плодов с выяв-
ленным хромосомным дисбалансом, так и потенци-
альных зигот с наиболее вероятным дисбалансом 
вследствие патологической сегрегации для каждой 
транслокации проводилась с использованием клас-
сической модели «размер хромосомного дисба-
ланса – выживаемость» и «поверхность жизнеспо-
собных дисбалансов», основанной на измерении 
хромосомных сегментов дистальнее точек разрывов 
и определении относительного размера хромосо-
много дисбаланса. Во всех случаях наблюдаемого 
хромосомного дисбаланса у плода относительный 
размер этого дисбаланса был наименьшим из всех 
возможных вариантов такой сегрегации и уклады-
вался в область «выживаемости», что свидетель-
ствует об in utero жизнеспособности плодов вплоть 
до их рождения. При анализе графиков «выживае-
мости», построенных для 8 базовых вариантов се-
грегации каждой из 49 АРТ, определено, что в 1 из  
49 случаев (8,1%) ни в одном из вариантов сегре-
гации зиготы не будут жизнеспособными. Таким 
образом, любая беременность у женщины – носи-
тельницы этой транслокации – при сегрегации по 
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альтернативному типу будет заканчиваться рожде-
нием ребенка с нормальным или сбалансированным 
кариотипом; при патологической сегрегации все зи-
готы нежизнеспособны. Оценка жизнеспособности 
зигот, основанная на сопоставлении относительного 
размера несбалансированных хромосомных сегмен-
тов, может быть дополнительным этапом при оценке 
повторного риска рождения ребенка с хромосом-
ной патологией при семейном носительстве АРТ. В 
случаях АРТ, которые сегрегируют с образованием 
гамет, из которых возможно формирование только 
нежизнеспособных зигот, ПЦД является нецелесоо-
бразной, поскольку риск прерывания беременности 
вследствие инвазивной процедуры превышает риск 
рождения больного ребенка.

Оценить значения повторного риска рождения 
жизнеспособного ребенка с хромосомным дисба-
лансом на основе эмпирических данных оказалось 
возможным только в 45 случаях АРТ. Из них в 36 слу-
чаях (80%) этот риск оценивается как низкий (0–5%), 
в 6 случаях (13,3%) – как средний (5–10%) и только 
в 3 случаях (6,7%) – как высокий (более 10%). Оцен-
ка эмпирического повторного риска в 31 случае при 
наличии МВПР у ребенка (плода) с учетом случай-
ного выявления хромосомного дисбаланса при про-
ведении ПЦД показала, что в 16,1% случаев (5/31) 
риск не повышен, в 48,4% случаев (15/31) является 
низким, в 25,8% случаев (8/31) – средним, в 9,7% 
случаев (3/31) – высоким. В 14 случаях транслока-
ций, при семейном носительстве которых не было 
зарегистрировано рождения детей с МВПР и (или) 
хромосомным дисбалансом, такой риск оценивается 
как нулевой в 28,6% случаев (4/14), как низкий – в 
57,1% случаев (8/14), как средний – в 7,15% случаев 
(1/14) и как высокий также в 7,15% случаев (1/14). В 
обеих группах как при наличии факта хромосомного 
дисбаланса у потомков, так и при его отсутствии от-
мечаются транслокации с различными рисками, при 

этом в первой группе частота транслокаций со сред-
ним и высоким риском оказалась в 2,5 раза выше, 
чем во второй. Эти данные подтверждают тот факт, 
что, хотя и отмечается тенденция низкого повторно-
го риска рождения жизнеспособного ребенка при се-
мейном носительстве АРТ, зарегистрированных по 
поводу привычного невынашивания беременности, 
эмпирический риск не может быть использован как 
единственный и решающий фактор при оценке по-
вторного риска рождения жизнеспособного ребенка 
с хромосомным дисбалансом.

Таким образом, пренатальная селекция АРТ 
происходит с преимущественным формированием 
сбалансированных гамет (зигот) вследствие альтер-
нативной мейотической сегрегации. При оценке по-
вторного риска рождения жизнеспособного ребенка 
с хромосомным дисбалансом у носителей АРТ по-
мимо эмпирического риска необходимо учитывать 
пахитенную конфигурацию квадривалента, относи-
тельный размер хромосомного дисбаланса и потен-
циальную жизнеспособность зигот. 
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Синдром ломкой Х-хромосомы является самой 
распространенной причиной наследственной ум-
ственной отсталости у человека. Частота встреча-
емости данного заболевания составляет 1 : 5 000  
среди мужчин и 1 : 4 000–6 000 среди женщин. Син-
дром развивается из-за экспансии тринуклеотид-
ного повтора (CGG)n в 5’ нетранслируемой обла-
сти гена FMR1, расположенного в районе Xq27.3. 
В норме размер повтора составляет не более 50 
триплетов. При количестве триплетов от 55 до 200 
развивается состояние, которое называется прему-
тацией. Оно характеризуется повышением транс-
крипции гена FMR1. При количестве триплетов 
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(CGG)n более 200 развивается полная мутация, 
при этом работа гена полностью прекращается, 
его промотор становится метилированным, у паци-
ентов развивается умственная отсталость. Кроме 
того, на Х-хромосоме пациентов с полной мутацией 
появляется ломкий сайт FRAXA. Размер полной му-
тации при данном синдроме может сильно варьиро-
вать. Особо стоит отметить уровень метилирования 
промотора гена FMR1, он также варьирует и прояв-
ляется в разной степени в зависимости от размера 
повтора. Устойчивое метилирование наблюдается 
лишь при достижении повтором размера 400 трип- 
летов [1].
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Показано, что профили белого и серого веществ 
головного мозга детей с синдромом ломкой Х-хро-
мосомы достоверно отличаются от таковых у де-
тей с идиопатическим аутизмом и отрицательных 
по синдрому ломкой Х-хромосомы [2]. Кроме того, 
показано, что на нейроанатомическом уровне син-
дром является гетерогенным. Основные изменения 
головного мозга пациентов с синдромом обнаруже-
ны в чечевицеобразном и хвостатом ядре, таламусе, 
миндалинах, мозжечке и еще ряде отделов [3].

Таким образом, ранее показана гетерогенность 
синдрома ломкой Х-хромосомы как на молекуляр-
ном, так и на анатомическом уровне, но степень 
влияния молекулярных изменений на изменения в 
головном мозге на сегодня не показана.

В ходе работы мы проводили исследование 
пациентов с синдромом ломкой Х-хромосомы и 
их матерей, устанавливали наличие метилирова-
ния промотора гена FMR1, размер CGG повтора и 
экспрессию ломкого сайта FRAXA на метафазных 
хромосомах. После этого всем исследованным па-
циентам и их матерям проводили обследование 
головного мозга методами МРТ и МР-трактогра-
фии. Пациентов разделяли на группы в соответ-
ствии с установленным размером повтора (CGG)n 
и наличием метилирования. Исследована взаимос-
вязь экспрессии ломкого сайта FRAXA и размера  
повтора.

С помощью МРТ исследовали морфологию го-
ловного мозга пациентов и их матерей, а МР-трак-
тография позволила реконструировать пучки белого 
вещества, потенциально затронутые генетическими 
изменениями. Пучки выбирались на основании их 
участия в реализации когнитивной функции и дан-
ных более ранних исследований в иных демографи-
ческих группах. Всего была произведена реконструк-
ция 11 пучков. Для пациентов с синдромом ломкой 
Х-хромосомы показана высокая асимметрия прово-
дящих пучков. Проведен анализ взаимосвязи степе-
ни изменений морфологии головного мозга и измене-
ний проводящих пучков с размером повтора (CGG)n 
и степени метилирования промотора гена FMR1.

Работа выполнена при финансовой поддержке 
гранта РНФ № 15-15-10001.
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В настоящее время не существует надежных 
систем для прогноза индивидуальной радиочувстви-
тельности человека, несмотря на то что она может 
отличаться у разных индивидов в 2 раза и более. 
Вместе с тем информация об индивидуальной чув-
ствительности к радиационному воздействию необ-
ходима в ряде ключевых областей, включая персо-
нализированную лучевую терапию злокачественных 
новообразований, профессиональный отбор и мони-
торинг космонавтов и работников атомной промыш-
ленности. Целью настоящего исследования стало 
выявление цитогенетических и экспрессионных 
маркеров индивидуальной радиочувствительности 
соматических клеток человека.

В лимфоцитах периферической крови 54 здоро-
вых индвидов после воздействия γ-излучения в дозе 
2 Гр in vitro были проанализированы спонтанные 
фокусы белков репарации γH2AX и радиационно-ин-
дуцированные микроядра. Анализ уровня фокусов 
γH2AX был осуществлен с помощью иммунофлуо- 
ресцентного анализа препаратов, тогда как для 
оценки частоты микроядер был использован микро-
ядерный тест на цитокинез-блокированных двухъ-
ядерных клетках в комбинации с флуоресцентной 
гибридизацией in situ (FISH) с панцентромерными 
ДНК-зондами. В результате исследования была об-
наружена обратная корреляция между спонтанным 
уровнем фокусов γH2AX и частотой центромеро-не-
гативных микроядер после облучения, являющих-
ся маркером потерь ацентрических хромосомных 
фрагментов (R = –0,37, р = 0,025). Сходная корре-
ляция была обнаружена и между спонтанным уров-
нем фокусов γH2AX до лучевой терапии и частотой 
аберраций хромосомного типа после окончания лу-
чевой терапии в группе больных злокачественными 
новообразованиями (R = –0,85, р = 0,0008). Это ука-
зывает на возможность использования спонтанного 
уровня фокусов γH2AX для прогноза индивидуаль-
ной радиочувствительности соматических клеток че-
ловека как in vitro, так и in vivo.

В результате полнотранскриптомного анализа 
экспрессии 27 958 генов (как кодирующих, так и не 
кодирующих белки) в лимфоцитах периферической 
крови наиболее радиочувствительных и радиорези-
стентных индивидов из проанализированной выбор-
ки после воздействия γ-излучения в дозе 2 Гр in vitro 
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были выделены дифференциально экспрессирующи-
еся гены, ответственные за межиндивидуальные раз-
личия в ответе клеток разных лиц на воздействие ра-
диации, ключевыми из которых являлись гены THBS1, 
ADAMTS1, WHSC1 и RBFOX2. Связь экспрессии ге-
нов ADAMTS1, WHSC1 и RBFOX2 с уровнем фокусов 
γH2AX и частотой радиационно-индуцированных ми-
кроядер была подтверждена и в другом типе клеток – 
экстраэмбриональных фибробластах плаценты чело-
века (фокусы γH2AX: ADAMTS1 (R = –0,66, p = 0,012); 
WHSC1 (R = –0,73, p = 0,005); RBFOX2 (R = –0,58,  
p = 0,037); микроядра: ADAMTS1 (R = –0,63, p = 0,016); 
WHSC1 (R = –0,56, p = 0,037). Это указывает на то, 
что выделенные гены действительно отражают об-
щие для различных клеток механизмы формирования 
ответа на действие радиации. Наконец, для дополни-
тельной проверки того, является ли активность этих 
генов причиной изменения радиочувствительности, а 
не побочным маркером, была использована техноло-
гия редактирования генома CRISPR/Cas9, с помощью 
которой на основе опухолевой клеточной линии HeLa 
были созданы нокаутные линии с мутациями в иссле-
дуемых генах. Как и ожидалось, это привело к изме-
нениям радиочувствительности опухолевых клеток (в 
2 и более раз). 

Анализ радиочувствительности нокаутных ли-
ний с помощью оценки клональной выживаемости 
после воздействия γ-излучения в дозе 2 Гр показал, 
что нокаут гена THBS1 приводил к снижению ради-
очувствительности в 2,4 раза относительно исход-
ной линии HeLa, а нокаут генов ADAMTS1, WHSC1 
и RBFOX2, наоборот, повышал радиочувствитель-
ность относительно исходной линии HeLa в 4,9; 2,4 
и 3,0 раза соответственно (p < 0,05). Кроме того, 
эффективность удаления фокусов белка 53BP1, 
являющегося маркером двунитевых разрывов ДНК, 
после воздействия γ-излучением в дозе 2 Гр была 
максимальной в клеточной линии, нокаутной по гену 
THBS1 (на 13% выше по сравнению с исходной ли-
нией HeLa), и минимальной в клеточных линиях, но-
каутных по генам ADAMTS1 и WHSC1 (на 13 и 21% 
ниже по сравнению с исходной линией HeLa). Нако-
нец, в клеточной линии, нокаутной по гену THBS1, 
был статистически значимо снижен уровень апопто-
за в контроле (в 2 раза) и после воздействия в дозе 
1 Гр (в 4 раза) (p < 0,05). 
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Выявленное влияние нокаута исследован-
ных генов на клеточную радиочувствительность 
подтверждает данные полнотранскриптомного 
и корреляционного анализа и указывает на не-
посредственное участие продуктов этих генов в 
радиационно-индуцированном ответе и обеспе-
чении репарации двунитевых разрывов ДНК. По-
мимо прогноза радиочувствительности, данная 
работа открывает перспективы по повышению 
эффективности лучевой терапии за счет созда-
ния радиосенсибилизаторов, селективно инги-
бирующих активность продуктов исследованных 

генов, для повышения радиочувствительности  
опухолей.

Экспериментальная часть работы проведена 
на базе Центра коллективного пользования «Ме-

дицинская геномика» (НИИ медицинской генетики 
Томского НИМЦ, г. Томск) с использованием мате-

риалов биологической коллекции «Биобанк населе-

ния Северной Евразии» (№ 0550-2017-0019). 
Исследование выполнено при поддержке гран-

та РФФИ № 16-34-50178 и стипендии Президента 
РФ СП-3647.2015.4.

Особое внимание на современном этапе 
уделяется проблемам генетической токсичности 
химических факторов и их негативного влияния 
на здоровье последующих поколений. Изучение 
механизмов формирования интоксикаций на фоне 
наследственного «химического груза» позволит 
прогнозировать персональный риск развития 
патологического процесса при действии химических 
факторов в онтогенезе. 

Целью настоящего исследования являлось 
изучение генетического статуса клеток головного 
мозга методом ДНК-комет у крыс первого и второго  
поколений со свинцовой интоксикацией. 

Материалы и методы

Экспериментальные исследования выполнены 
на беспородных белых крысах – 16  самцах и 96  сам- 
ках, а также на 80 самцах их половозрелого 
потомства, массой 200–220 г. Моделирование свин-
цовой интоксикации у белых крыс-самцов осущест-
вляли путем добавления ацетата свинца в питье-
вую воду ежедневно в течение 7 нед (доза 60 мг/
кг) (группа Pb). Сразу после окончания свинцовой 
экспозиции крыс-самцов подсаживали к интактным 
самкам (1 : 3) для получения потомства первого поко-
ления. В возрасте 3 мес проводили моделирование 
свинцовой интоксикации, а также оценку поврежден-

ОЦЕНКА УРОВНЯ ПОВРЕЖДЕНИЯ ДНК В КЛЕТКАХ ГОЛОВНОГО МОЗГА  
И СЕМЕННИКОВ У КРЫС ПОСЛЕ СВИНЦОВОЙ ИНТОКСИКАЦИИ И ИХ ПОТОМСТВА  

ПЕРВОГО И ВТОРОГО ПОКОЛЕНИЙ

В.А. Вокина, Л.М. Соседова, Е.А. Капустина

Восточно-Сибирский институт медико-экологических исследований, г. Ангарск

ности ДНК крыс-самцов из полученного потомства 
до и после экспозиции (группы F1 и F1 + Pb опыт). 
Сразу после окончания свинцовой экспозиции крыс-
самцов F1 подсаживали к интактным самкам (1 : 3) 
для получения потомства второго поколения, повре-
жденность ДНК которого оценивали в половозрелом 
возрасте (группа F2).

Для регистрации повреждения ДНК животных 
умерщвляли путем декапитации под легким 
эфирным наркозом, затем осуществляли забор 
материала для анализа методом ДНК-комет [1, 
2]. В качестве показателя поврежденности ДНК 
использовали процентное содержание фрагмен-
тов ДНК в хвосте комет (доля ДНК в хвосте, %). 
Для определения доли клеток с разной степенью 
поврежденности ДНК клетки были распределены 
в зависимости от величины показателя «доля ДНК 
в хвосте, % » по пяти группам: от 0 до 1 (клет- 
ка без повреждений); от 1,1 до 10 (клетка с незна- 
чительными повреждениями);от 10,1 до 30 (клетка 
со значительными повреждениями) и более 30% 
ДНК в хвосте (апоптоз-положительная клетка). 

Результаты

Результаты исследования степени поврежден-
ности ДНК в ткани головного мозга животных пред-
ставлены в таблице.

Уровень ДНК-повреждения и содержание свинца в тканях экспериментальных животных, Me (Q
25

–Q
75
)

Исследованные ткани

Вариант исследования
Группа Pb

n = 8
Группа F1

n = 8
Группа F1 + Pb

n = 8
Группа F2

n = 8
Поврежденность ДНК (% ДНК в хвосте)

Головной мозг –
0,6 (0,1–1,9)
0,2 (0–2,2)

15,5 (10,4–24,8)*
7,5 (4,9–11,2)

6,2 (0–37,8)
5,8 (0–32,9)

Семенники 0,1 (0,01–2,7)
0,1 (0–1,1)

0,05 (0–2,5)
0,1 (0–1,4)

0,1 (0–2,1)
0,2 (0–2)

0,2 (0–1,9)
0,15 (0–1,1)

П р и м е ч а н и е. n – число животных. Над чертой приведены показатели для опытной группы, под чертой – для контрольной 
группы. 
* различия статистически значимы по сравнению с контролем при р < 0,05.
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Результаты исследования степени поврежде
ния ДНК в клетках головного мозга животных пока
зали, что в группе F1 + Pb содержание ДНК в хвосте 
комет статистически значимо превышает показа
тель контрольной группы. При анализе распределе
ния клеток головного мозга с различной степенью 

Распределение клеток головного мозга по количеству ДНК в хвосте комет

Таким образом, исследование методом ДНК-ко
мет не выявило повреждения ДНК в сперматозоидах 
ни у экспонированных животных, ни у их потомства. 
Учитывая, что в настоящем эксперименте длитель
ность воздействия ацетата свинца на мужские роди
тельские особи составила 7 нед, что сопоставимо со 
сроками сперматогенеза у крыс, мы предполагаем, 
что наблюдаемый эффект может быть опосредован 
происходящими во время формирования половых 
клеток эпигенетическими нарушениями, обуслов
ливающими специфические изменения отдельных 
участков хромосом, что в дальнейшем может при

поврежденности ДНК выявлено, что количество 
клеток со значительными повреждениями ДНК (от 
10 до 30%) в группах F1 + Pb (опыт), F2 (контроль 
и F2 (опыт) значительно выше, чем в ткани семен
ников, и составляло 60,9, 24,8 и 26,8% соответст- 
венно (рисунок). 

Доля ДНК в хвосте 
комет, % 

Варианты исследования
F1 

(контроль)
F1

 (опыт)
F1+Pb
(опыт)

F2 
(контроль)

F2 
(опыт)

Меньше 1 31,55 8,2 0,9 0,2 0,1
1–10 52,6 89,8 23,2 78,8 72,5

10–30 15,4 1,9 60,9 24,8 26,8
Больше 30 0,35 15,7 0,2 0,5

водить к стойким функциональным различиям экс
прессии генов у потомства.
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Одной из приоритетных задач медицины труда 
является снижение заболеваемости работников про
мышленных предприятий. Перспективным подходом 
для решения данной проблемы с позиций современ
ной экологической и медицинской генетики является 
изучение индивидуальной чувствительности генома 
человека к комплексному воздействию химических 

ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТЬ ГЕНОМА РАБОТНИКОВ УГОЛЬНЫХ ШАХТ, СТРАДАЮЩИХ  
ПРОФЕССИОНАЛЬНОЙ ЛЕГОЧНОЙ ПАТОЛОГИЕЙ, И ЕЕ СВЯЗЬ С ПОЛИМОРФНЫМИ  
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и физических факторов производственной среды, 
провоцирующих общую и профессиональную забо
леваемость. В данной работе были изучены геноток
сические эффекты у работников угледобывающих 
шахт, страдающих легочными профзаболевания
ми, и их ассоциации с однонуклеотидными вариа
циями генов IL-1β (rs16944), IL6 (rs1800795),  

F1 (контроль)
F1 (опыт)
F1 + Pb (опыт)
F2 (контроль)
F2 (опыт)

                            0–1%                                   0–10%                                 10–30%                                   >30%
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ности ДНК крыс-самцов из полученного потомства 
до и после экспозиции (группы F1 и F1 + Pb опыт). 
Сразу после окончания свинцовой экспозиции крыс-
самцов F1 подсаживали к интактным самкам (1 : 3) 
для получения потомства второго поколения, повре
жденность ДНК которого оценивали в половозрелом 
возрасте (группа F2).

Для регистрации повреждения ДНК животных 
умерщвляли путем декапитации под легким 
эфирным наркозом, затем осуществляли забор 
материала для анализа методом ДНК-комет [1, 
2]. В качестве показателя поврежденности ДНК 
использовали процентное содержание фрагмен
тов ДНК в хвосте комет (доля ДНК в хвосте, %). 
Для определения доли клеток с разной степенью 
поврежденности ДНК клетки были распределены 
в зависимости от величины показателя «доля ДНК 
в хвосте, % » по пяти группам: от 0 до 1 (клет- 
ка без повреждений); от 1,1 до 10 (клетка с незна- 
чительными повреждениями);от 10,1 до 30 (клетка 
со значительными повреждениями) и более 30% 
ДНК в хвосте (апоптоз-положительная клетка). 

Результаты

Результаты исследования степени поврежден
ности ДНК в ткани головного мозга животных пред
ставлены в таблице.

Уровень ДНК-повреждения и содержание свинца в тканях экспериментальных животных, Me (Q –Q

Исследованные ткани

Вариант исследования
Группа Pb

= 8
Группа F1

= 8
Группа F1 + Pb

= 8
Группа F2

= 8
Поврежденность ДНК (% ДНК в хвосте)

Головной мозг 0,6 (0,1–1,9)
0,2 (0–2,2)

15,5 (10,4–24,8)
7,5 (4,9–11,2)

6,2 (0–37,8)
5,8 (0–32,9)

Семенники 0,1 (0,01–2,7)
0,1 (0–1,1)

0,05 (0–2,5)
0,1 (0–1,4)

0,1 (0–2,1)
0,2 (0–2)

0,2 (0–1,9)
0,15 (0–1,1)

П р и м е ч а н и е.  – число животных. Над чертой приведены показатели для опытной группы, под чертой – для контрольной 
группы. 
* различия статистически значимы по сравнению с контролем при р < 0,05.
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Результаты исследования степени поврежде-
ния ДНК в клетках головного мозга животных пока-
зали, что в группе F1 + Pb содержание ДНК в хвосте 
комет статистически значимо превышает показа-
тель контрольной группы. При анализе распределе-
ния клеток головного мозга с различной степенью 

Распределение клеток головного мозга по количеству ДНК в хвосте комет

Таким образом, исследование методом ДНК-ко-
мет не выявило повреждения ДНК в сперматозоидах 
ни у экспонированных животных, ни у их потомства. 
Учитывая, что в настоящем эксперименте длитель-
ность воздействия ацетата свинца на мужские роди-
тельские особи составила 7 нед, что сопоставимо со 
сроками сперматогенеза у крыс, мы предполагаем, 
что наблюдаемый эффект может быть опосредован 
происходящими во время формирования половых 
клеток эпигенетическими нарушениями, обуслов-
ливающими специфические изменения отдельных 
участков хромосом, что в дальнейшем может при-

поврежденности ДНК выявлено, что количество 
клеток со значительными повреждениями ДНК (от 
10 до 30%) в группах F1 + Pb (опыт), F2 (контроль 
и F2 (опыт) значительно выше, чем в ткани семен-
ников, и составляло 60,9, 24,8 и 26,8% соответст- 
венно (рисунок). 

Доля ДНК в хвосте 
комет, % 

Варианты исследования
F1 

(контроль)
F1

 (опыт)
F1+Pb
(опыт)

F2 
(контроль)

F2 
(опыт)

Меньше 1 31,55 8,2 0,9 0,2 0,1
1–10 52,6 89,8 23,2 78,8 72,5

10–30 15,4 1,9 60,9 24,8 26,8
Больше 30 0,35 0 15,7 0,2 0,5

водить к стойким функциональным различиям экс-
прессии генов у потомства.

Литература

1. Капустина Е.А. Трансгенерационные эффекты ви-
нилхлорида // Токсикологический вестник. 2015. № 1.  
С. 36–39.

2. Дурнев А.Д., Жанатаев А.К., Анисина Е.А. и др. При-
менение метода щелочного гель-электрофореза изоли-
рованных клеток для оценки генотоксических свойств 
природных и синтетических соединений: методические 
рекомендации. М., 2006. 27 с.

Одной из приоритетных задач медицины труда 
является снижение заболеваемости работников про-
мышленных предприятий. Перспективным подходом 
для решения данной проблемы с позиций современ-
ной экологической и медицинской генетики является 
изучение индивидуальной чувствительности генома 
человека к комплексному воздействию химических 
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и физических факторов производственной среды, 
провоцирующих общую и профессиональную забо-
леваемость. В данной работе были изучены геноток-
сические эффекты у работников угледобывающих 
шахт, страдающих легочными профзаболевания-
ми, и их ассоциации с однонуклеотидными вариа-
циями генов IL-1β (rs16944), IL6 (rs1800795), IL12b 

F1 (контроль)
F1 (опыт)
F1 + Pb (опыт)
F2 (контроль)
F2 (опыт)

                            0–1%                                   0–10%                                 10–30%                                   >30%
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(rs3212227), VEGFA (rs2010963), MMP1 (rs1799750), 
SFTPB (rs1130866), SFTPD (rs721917) и SFTPD 
(rs2243639). Панель SNV была выбрана по данным 
литературы в связи с их высокой значимостью для 
развития патологических состояний.

Материалы и методы

Материалом для исследования послужила пери-
ферическая венозная кровь, взятая: 

– у работников угольных шахт с диагностиро-
ванной легочной профпатологией антракоз – 100 че-
ловек, антракосиликоз (АС) – 100 человек; средний 
возраст в данной группе составил (57,2 ± 3,62) года, 
средний стаж работы в подземных условиях – (27,0 ± 
± 4,38) лет; 

– у работников угольных шахт без признаков 
патологии – 100 человек; средний возраст в данной 
группе составил (47,11 ± 9,11) лет, средний стаж ра-
боты в подземных условиях – (18,45 ± 11,62) лет; 

– у лиц, включенных в выборку популяционного 
контроля – 100 человек; средний возраст в данной 
группе составил 49,47± 8,91 лет. 

Все наблюдаемые индивиды относились к муж-
скому полу и не проходили лучевой диагностики в 
течение 3 мес до взятия крови. Уровень и спектр 
структурных хромосомных аберраций выявлялись 
методикой учета хромосомных аберраций в мета-
фазе культивированных лимфоцитов крови [1]. SNV 
определяли RealTime PCR с использованием TaqMan 
зондов «БиоСинТек» (Россия). Проводили статисти-
ческую обработку. Попарное сравнение частот гено-

типов в группах больных и здоровых лиц осуществля-
ли с использованием двустороннего критерия χ2 для 
таблиц сопряженности 2 × 2. Силу ассоциаций оце-
нивали в значениях показателя отношения шансов 
(оdds ratio, OR). Использовали тест Колмогорова–  
Смирнова для проверки соответствия данных нор-
мальному распределению. Анализ данных прово-
дился с использованием блока непараметрической 
статистики. Сравнения показателей хромосомных 
аберраций (ХА) между группой с профессиональной 
патологией и контролем осуществляли с помощью 
рангового U-теста Манна–Уитни. 

Результаты

Результаты изучения ХА у работников угледобы-
вающих предприятий, больных легочной патологией 
и в контрольных группах представлены в таблице. 
Наблюдалось значимое увеличение структурных 
хромосомных аберраций всех типов у шахтеров по 
сравнению с популяционным контролем (p < 0,001) 
и у шахтеров с профессиональной патологией по 
сравнению со здоровыми шахтерами (p < 0,01). В 
группе шахтеров с патологией было отмечено зна-
чимое повышение уровня парных фрагментов у 
больных антракозом по сравнению с АС (p < 0,01) и 
уровня дицентрических хромосом у больных АС по 
сравнению с антракозом (p < 0,01). После введения 
FDR-поправки была отвергнута значимость разли-
чий уровней одиночных фрагментов и аберраций 
хроматидного типа между группами с патологией и 
здоровыми шахтерами.

Уровни хромосомных аберраций

Показатель
Среднее значение [95% CI]

АС Антракоз Здоровые 
шахтеры

Популяционный
контроль

Уровень аберраций 5,12 [4,51–5,72] 5,53 [4,89–6,17] 3,56 [3,17–3,96] 1,13 [0,95–1,30]
Одиночные фрагменты 3,66 [3,08–4,24] 3,78 [3,25–4,32] 2,37 [1,97–2,77] 0,81 [0,67–0,95]
Аберрации хроматидного типа 3,72 [3,14–4,30] 3,88 [3,33–4,42] 2,50 [2,09–2,90] 0,80 [0,66–0,94]
Парные фрагменты 0,94 [0,69–1,18] 1,39 [1,16–1,63] 0,82 [0,60–1,04] 0,27 [0,19–0,34]
Дицентрики 0,37 [0,23–0,52] 0,17 [0,08–0,25] 0,08 [0,03–0,14] 0,04 [0,01–0,06]
Аберрации хромосомного типа 1,62 [1,33–1,91] 1,77 [1,51–2,04] 1,23 [0,93–1,54] 0,31 [0,21–0,41]

П р и м е ч а н и е. 95% CI – 95-й доверительный интервал.

В результате изучения SNV были получены 
данные о распределении частот генотипов этих 
вариантов в исследованной выборке пациентов 
и контрольных группах. Частоты всех генотипов 
соответствовали равновесию Харди–Вайнберга. 
Была обнаружена тенденция к увеличению частоты 
дицентрических хромосом для варианта гена IL-1β  
у пациентов с АС. Носители генотипа IL-1β T/T 
имели повышенные частоты дицентрических хро-
мосом (средняя частота 0,81 (95% CI: 0,27–1,36)) 
по сравнению с носителями гетерозиготного  (0,14 
(95% CI: 0,03–0,039)) и гомозиготного генотипа С/С 
(0,32 (95% CI: 0,03–0,61)). Однако эта связь не про-
шла процедуру FDR, поэтому ее следует интерпре-
тировать с осторожностью. Установлено значимое 
влияние минорного аллеля (средняя частота 2,71 
(95% CI: 2,01–3,41)) и гетерозиготного генотипа 
(средняя частота 3,09 (95% CI: 2,50–3,68)) гена 

SFTPD (rs2243639), по сравнению с мажорным ге-
нотипом (средняя частота 1,82 (95% CI: 1,24–2,40)), 
на повышенный уровень аберраций хроматид-
ного типа (р = 0,0029), в первую очередь за счет 
одиночных фрагментов (р = 0,0003), у шахтеров 
без легочной патологии. Был проведен анализ 
чувствительности для оценки прогнозирующего 
значения индивидуального генотипа для частоты 
хромосомных аберраций. Генотип T/T варианта 
гена IL-1β (rs16944) был определен как «удовлетво-
рительный предиктор» (AUC = 0,676) для увеличе-
ния частоты дицентрических хромосом у больных 
АС. Генотип A/A варианта гена SFTPD (rs2243639) 
определен как «хороший предиктор» (AUC = 0,758) 
для увеличения частоты аберраций хроматидного 
типа в группе здоровых шахтеров.

Значительное увеличение уровня аберраций 
хромосомного типа у лиц с легочной патологией при 

Экологическая генетика 177

отсутствии повышения частоты аберраций хрома
тидного типа представляет интерес, поскольку такие 
эффекты являются типичными в первую очередь 
для радиационного повреждения. В то же время на
копление данных о неблагоприятных биологических 
эффектах ионизирующей радиации в малых дозах 
приводит к убеждению, что метаболический стресс, 
а не повреждение ДНК в результате ионизационных 
событий, может быть основным фактором в опреде
лении судьбы клеток после облучения в малых до
зах [2]. Профессиональные легочные заболевания 
шахтеров сопровождаются активной гибелью макро
фагов и воспалением, что активизирует оксидатив
ный стресс, который, видимо, приводит к увеличе
нию уровня хромосомных обменов. Более высокая 
частота дицентрических хромосом у больных шах
теров с генотипом IL-1β (rs16944) T/T по сравнению 
с индивидами контрольной группы, обнаруженная в 
настоящем исследовании, согласуется с концепци

ей оксидативной природы увеличения уровня хро
мосомных аберраций. Наличие аллеля T приводит 
к увеличению уровня экспрессии IL-1-цитокина, что 
приводит к обострению патологического процесса и, 
как следствие, к сильному окислительному стрессу. 
SNV rs2243639 приводит к нарушению иммунологи
ческой функции коллагенового домена SP-D, в связи 
с чем усиливается интенсивность воспалительного 
процесса, что, вероятно, сказывается на увеличении 
аберраций хроматидного типа.
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Исследования по идентификации и оценке био
медицинской значимости воздействия генетически 
активных факторов среды на геном человека за 
последние десятилетия сформировались в рамках 
основных направлений генетической токсикологии. 
Перечень факторов среды, способных индуциро
вать мутации, включает широкий спектр воздей
ствий физической, химической и биологической при
роды. В этом обширном списке роль биологических 
мутагенов, включающих мобильные генетические 
элементы, экзогенную ДНК, патогенные бактерии, 
вирусы, антивирусные вакцины, остается наименее 
изученной [1]. 

До настоящего времени без должного внима
ния генетических токсикологов остается еще целая 
группа факторов, потенциально способных влиять 
на возникновение мутаций. Речь идет о многочис
ленных бактериях, населяющих наш организм. Ста
бильность генома человека, особенно в условиях 
экспозиции генотоксическими и канцерогенными 
факторами, может прямо (или опосредованно) зави
сеть от слаженности и эффективности работы ми
кробиальных сообществ, эволюционно закреплен
ных в составе микробиома. Известно, что мутагены 
и канцерогены окружающей среды, включая профес
сиональные вредности, ксенобиотики в продуктах 
питания, чрезмерное применение антибактериаль
ных препаратов, неправильное использование сла
бительных средств и другие факторы существенно 
влияют на состояние микрофлоры респираторных 
путей и желудочно-кишечного тракта, вызывая коли
чественные и качественные нарушения соотноше
ний между различными микробными популяциями. 
В свою очередь, бактерии влияют на способность 
организма к метаболизму мутагенных соединений, 
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таких как полициклические ароматические углево
дороды, ацетальдегид, N-нитрозосоединения и др. 
Отдельные представители микрофлоры способны 
повреждать ДНК клеток хозяина с помощью продук
ции генотоксинов – токсических активных форм кис
лорода и реактивного азота [2]. Классическими при
мерами генотоксинов являются колибактин, который 
производится некоторыми штаммами сапрофитной 
кишечной палочки (E. coli) [3], и цитотоксический не
кротический фактор (CDT), производимый B. Fragilis 
[4]. Генотоксины продуцируют также Helicobacter 

., Salmonella enterica, Serovar paratyphi. Имеют
ся сведения о способности бактерий блокировать 
механизм репарации ДНК [5]. Таким образом, мож
но предположить, что процессы индуцированного 
мутагенеза и канцерогенеза тесно взаимосвязаны 
с состоянием микробиома. Удивительно, но до сих 
пор проверка этой очевидной гипотезы практически 
не стала предметом системного анализа в генетиче
ской токсикологии человека.

Исходя из необходимости изучения данной 
проблемы, логично предположить, что возможная 
взаимосвязь статуса микробиома человека с мута
генными и канцерогенными эффектами способна 
наиболее ярко проявиться в условиях выраженной 
(профессиональной) экспозиции экологическими 
токсикантами. В ряду промышленных предприятий, 
относящихся к разряду опасных по параметрам за
грязнения окружающей среды мутагенами и канце
рогенами, особая роль отводится производствам 
угольного цикла (добыча и переработка). В произ
водственных циклах и отходах этих предприятий 
выделяется целый комплекс токсических факторов. 
Воздействие этих факторов на людей, обладающих 
высокочувствительным геномом, приводит к уве
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(rs3212227),  (rs2010963),  (rs1799750), 
 (rs1130866), (rs721917) и  

(rs2243639). Панель SNV была выбрана по данным 
литературы в связи с их высокой значимостью для 
развития патологических состояний.

Материалы и методы

Материалом для исследования послужила пери
ферическая венозная кровь, взятая: 

– у работников угольных шахт с диагностиро
ванной легочной профпатологией антракоз – 100 че
ловек, антракосиликоз (АС) – 100 человек; средний 
возраст в данной группе составил (57,2 ± 3,62) года, 
средний стаж работы в подземных условиях – (27,0 ± 
± 4,38) лет; 

– у работников угольных шахт без признаков 
патологии – 100 человек; средний возраст в данной 
группе составил (47,11 ± 9,11) лет, средний стаж ра
боты в подземных условиях – (18,45 ± 11,62) лет; 

– у лиц, включенных в выборку популяционного 
контроля – 100 человек; средний возраст в данной 
группе составил 49,47± 8,91 лет. 

Все наблюдаемые индивиды относились к муж
скому полу и не проходили лучевой диагностики в 
течение 3 мес до взятия крови. Уровень и спектр 
структурных хромосомных аберраций выявлялись 
методикой учета хромосомных аберраций в мета
фазе культивированных лимфоцитов крови [1]. SNV 
определяли RealTime PCR с использованием TaqMan 
зондов «БиоСинТек» (Россия). Проводили статисти
ческую обработку. Попарное сравнение частот гено

типов в группах больных и здоровых лиц осуществля
ли с использованием двустороннего критерия χ2 для 
таблиц сопряженности 2 × 2. Силу ассоциаций оце
нивали в значениях показателя отношения шансов 
(оdds ratio, ). Использовали тест Колмогорова–  
Смирнова для проверки соответствия данных нор
мальному распределению. Анализ данных прово
дился с использованием блока непараметрической 
статистики. Сравнения показателей хромосомных 
аберраций (ХА) между группой с профессиональной 
патологией и контролем осуществляли с помощью 
рангового U-теста Манна–Уитни. 

Результаты

Результаты изучения ХА у работников угледобы
вающих предприятий, больных легочной патологией 
и в контрольных группах представлены в таблице. 
Наблюдалось значимое увеличение структурных 
хромосомных аберраций всех типов у шахтеров по 
сравнению с популяционным контролем ( < 0,001) 
и у шахтеров с профессиональной патологией по 
сравнению со здоровыми шахтерами ( < 0,01). В 
группе шахтеров с патологией было отмечено зна
чимое повышение уровня парных фрагментов у 
больных антракозом по сравнению с АС ( < 0,01) и 
уровня дицентрических хромосом у больных АС по 
сравнению с антракозом ( < 0,01). После введения 
FDR-поправки была отвергнута значимость разли
чий уровней одиночных фрагментов и аберраций 
хроматидного типа между группами с патологией и 
здоровыми шахтерами.

Уровни хромосомных аберраций

Показатель
Среднее значение [95% CI]

АС Антракоз Здоровые 
шахтеры

Популяционный
контроль

Уровень аберраций 5,12 [4,51–5,72] 5,53 [4,89–6,17] 3,56 [3,17–3,96] 1,13 [0,95–1,30]
Одиночные фрагменты 3,66 [3,08–4,24] 3,78 [3,25–4,32] 2,37 [1,97–2,77] 0,81 [0,67–0,95]
Аберрации хроматидного типа 3,72 [3,14–4,30] 3,88 [3,33–4,42] 2,50 [2,09–2,90] 0,80 [0,66–0,94]
Парные фрагменты 0,94 [0,69–1,18] 1,39 [1,16–1,63] 0,82 [0,60–1,04] 0,27 [0,19–0,34]
Дицентрики 0,37 [0,23–0,52] 0,17 [0,08–0,25] 0,08 [0,03–0,14] 0,04 [0,01–0,06]
Аберрации хромосомного типа 1,62 [1,33–1,91] 1,77 [1,51–2,04] 1,23 [0,93–1,54] 0,31 [0,21–0,41]

П р и м е ч а н и е. 95% CI – 95-й доверительный интервал.

В результате изучения SNV были получены 
данные о распределении частот генотипов этих 
вариантов в исследованной выборке пациентов 
и контрольных группах. Частоты всех генотипов 
соответствовали равновесию Харди–Вайнберга. 
Была обнаружена тенденция к увеличению частоты 
дицентрических хромосом для варианта гена IL-1β  
у пациентов с АС. Носители генотипа IL-1β T/T 
имели повышенные частоты дицентрических хро
мосом (средняя частота 0,81 (95% CI: 0,27–1,36)) 
по сравнению с носителями гетерозиготного  (0,14 
(95% CI: 0,03–0,039)) и гомозиготного генотипа С/С 
(0,32 (95% CI: 0,03–0,61)). Однако эта связь не про
шла процедуру FDR, поэтому ее следует интерпре
тировать с осторожностью. Установлено значимое 
влияние минорного аллеля (средняя частота 2,71 
(95% CI: 2,01–3,41)) и гетерозиготного генотипа 
(средняя частота 3,09 (95% CI: 2,50–3,68)) гена 

 (rs2243639), по сравнению с мажорным ге
нотипом (средняя частота 1,82 (95% CI: 1,24–2,40)), 
на повышенный уровень аберраций хроматид
ного типа (р = 0,0029), в первую очередь за счет 
одиночных фрагментов (р = 0,0003), у шахтеров 
без легочной патологии. Был проведен анализ 
чувствительности для оценки прогнозирующего 
значения индивидуального генотипа для частоты 
хромосомных аберраций. Генотип T/T варианта 
гена IL-1β (rs16944) был определен как «удовлетво
рительный предиктор» (AUC = 0,676) для увеличе
ния частоты дицентрических хромосом у больных 
АС. Генотип A/A варианта гена  (rs2243639) 
определен как «хороший предиктор» (AUC = 0,758) 
для увеличения частоты аберраций хроматидного 
типа в группе здоровых шахтеров.

Значительное увеличение уровня аберраций 
хромосомного типа у лиц с легочной патологией при 

Экологическая генетика 177

отсутствии повышения частоты аберраций хрома-
тидного типа представляет интерес, поскольку такие 
эффекты являются типичными в первую очередь 
для радиационного повреждения. В то же время на-
копление данных о неблагоприятных биологических 
эффектах ионизирующей радиации в малых дозах 
приводит к убеждению, что метаболический стресс, 
а не повреждение ДНК в результате ионизационных 
событий, может быть основным фактором в опреде-
лении судьбы клеток после облучения в малых до-
зах [2]. Профессиональные легочные заболевания 
шахтеров сопровождаются активной гибелью макро-
фагов и воспалением, что активизирует оксидатив-
ный стресс, который, видимо, приводит к увеличе-
нию уровня хромосомных обменов. Более высокая 
частота дицентрических хромосом у больных шах-
теров с генотипом IL-1β (rs16944) T/T по сравнению 
с индивидами контрольной группы, обнаруженная в 
настоящем исследовании, согласуется с концепци-

ей оксидативной природы увеличения уровня хро-
мосомных аберраций. Наличие аллеля T приводит 
к увеличению уровня экспрессии IL-1-цитокина, что 
приводит к обострению патологического процесса и, 
как следствие, к сильному окислительному стрессу. 
SNV rs2243639 приводит к нарушению иммунологи-
ческой функции коллагенового домена SP-D, в связи 
с чем усиливается интенсивность воспалительного 
процесса, что, вероятно, сказывается на увеличении 
аберраций хроматидного типа.
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Исследования по идентификации и оценке био-
медицинской значимости воздействия генетически 
активных факторов среды на геном человека за 
последние десятилетия сформировались в рамках 
основных направлений генетической токсикологии. 
Перечень факторов среды, способных индуциро-
вать мутации, включает широкий спектр воздей-
ствий физической, химической и биологической при-
роды. В этом обширном списке роль биологических 
мутагенов, включающих мобильные генетические 
элементы, экзогенную ДНК, патогенные бактерии, 
вирусы, антивирусные вакцины, остается наименее 
изученной [1]. 

До настоящего времени без должного внима-
ния генетических токсикологов остается еще целая 
группа факторов, потенциально способных влиять 
на возникновение мутаций. Речь идет о многочис-
ленных бактериях, населяющих наш организм. Ста-
бильность генома человека, особенно в условиях 
экспозиции генотоксическими и канцерогенными 
факторами, может прямо (или опосредованно) зави-
сеть от слаженности и эффективности работы ми-
кробиальных сообществ, эволюционно закреплен-
ных в составе микробиома. Известно, что мутагены 
и канцерогены окружающей среды, включая профес-
сиональные вредности, ксенобиотики в продуктах 
питания, чрезмерное применение антибактериаль-
ных препаратов, неправильное использование сла-
бительных средств и другие факторы существенно 
влияют на состояние микрофлоры респираторных 
путей и желудочно-кишечного тракта, вызывая коли-
чественные и качественные нарушения соотноше-
ний между различными микробными популяциями. 
В свою очередь, бактерии влияют на способность 
организма к метаболизму мутагенных соединений, 
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таких как полициклические ароматические углево-
дороды, ацетальдегид, N-нитрозосоединения и др. 
Отдельные представители микрофлоры способны 
повреждать ДНК клеток хозяина с помощью продук-
ции генотоксинов – токсических активных форм кис-
лорода и реактивного азота [2]. Классическими при-
мерами генотоксинов являются колибактин, который 
производится некоторыми штаммами сапрофитной 
кишечной палочки (E. coli) [3], и цитотоксический не-
кротический фактор (CDT), производимый B. Fragilis 
[4]. Генотоксины продуцируют также Helicobacter 
spp., Salmonella enterica, Serovar paratyphi. Имеют-
ся сведения о способности бактерий блокировать 
механизм репарации ДНК [5]. Таким образом, мож-
но предположить, что процессы индуцированного 
мутагенеза и канцерогенеза тесно взаимосвязаны 
с состоянием микробиома. Удивительно, но до сих 
пор проверка этой очевидной гипотезы практически 
не стала предметом системного анализа в генетиче-
ской токсикологии человека.

Исходя из необходимости изучения данной 
проблемы, логично предположить, что возможная 
взаимосвязь статуса микробиома человека с мута-
генными и канцерогенными эффектами способна 
наиболее ярко проявиться в условиях выраженной 
(профессиональной) экспозиции экологическими 
токсикантами. В ряду промышленных предприятий, 
относящихся к разряду опасных по параметрам за-
грязнения окружающей среды мутагенами и канце-
рогенами, особая роль отводится производствам 
угольного цикла (добыча и переработка). В произ-
водственных циклах и отходах этих предприятий 
выделяется целый комплекс токсических факторов. 
Воздействие этих факторов на людей, обладающих 
высокочувствительным геномом, приводит к уве-



Раздел 7178

личению общей и онкологической заболеваемости 
в контингентах работников угольной индустрии. В 
этих условиях маркерами повышенной индивиду-
альной чувствительности к действию генотоксиче-
ских агентов и показателем повышенного канце-
рогенного риска, с одной стороны, может служить 
накопление хромосомных аберраций и микроядер в 
соматических клетках [6]. С другой стороны, генети-
чески предопределенная специфическая активность 
генома человека в экспрессии ферментов биотранс-
формации ксенобиотиков, репарации ДНК, контроля 
апоптоза и клеточного цикла и др., т.е. систем защи-
ты генома от повреждений, также способны значимо 
влиять на чувствительность организма человека к 
воздействию генотоксических канцерогенов. Кроме 
того, важную информацию об индивидуальной чув-
ствительности к условиям канцерогенопасного про-
изводства может дать анализ экспрессии комплекса 
генов, обеспечивающих стабильность генома. Нако-
нец, свой вклад в определение стабильности гено-
ма, поддержание генетического гомеостаза в усло-
виях экспозиции комплексом негативных факторов 
угледобывающего производства (согласно пред-
ложенной нами гипотезе) должны вносить количе-
ственные и качественные особенности микробиома 
респираторного тракта.

В докладе обсуждаются результаты выполнения 
пилотного проекта по изучению состава микрофло-

ры респираторных путей у жителей шахтерского 
региона. В рамках исследования впервые дается 
оценка взаимосвязи повреждений хромосом вслед-
ствие влияния генотоксических факторов угледобы-
вающей промышленности с составом микрофлоры в 
когортах шахтеров и больных с профессиональными 
заболеваниями верхних дыхательных путей и пло-
скоклеточным раком легкого.
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Человечество активно использует в своей жизни 
«мирный» атом. Это привело к образованию когорты 
работников радиационно опасного производства и 
жителей прилежащих территорий, подвергающихся 
хроническому радиационному облучению. Ионизи-
рующее излучение (ИИ) может вызывать негативные 
биологические эффекты в человеческом организме, 
в частности образование хромосомных и генных му-
таций в различных клетках-мишенях [1–4]. В этой 
связи все большее значение приобретает оценка 
эффектов воздействия ИИ на организм человека, в 
том числе в «малых» и «средних» дозах. Наиболее 
объективным и достаточно хорошо разработанным 
способом биологической индикации мутагенного 
воздействия на организм человека ионизирующего 
излучения является цитогенетическое исследование 
лимфоцитов периферической крови, которое заклю-
чается в учете хромосомных аберраций (ХА) в куль-
тивируемых лимфоцитах периферической крови [5].

Цель настоящей работы – исследование ча-
стоты и спектра нестабильных цитогенетических 
аномалий в лимфоцитах крови у здоровых работни-
ков ядерного производства, подвергавшихся хрони-
ческому радиационному воздействию низкой интен-
сивности.

ЦИТОГЕНЕТИЧЕСКИЕ АНОМАЛИИ В ЛИМФОЦИТАХ КРОВИ  
У РАБОТНИКОВ ЯДЕРНОГО ПРОИЗВОДСТВА, ПОДВЕРГАВШИХСЯ ИОНИЗИРУЮЩЕМУ 
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Материалы и методы

В исследуемую группу вошли 1 300 работников 
Сибирского химического комбината (СХК), которые 
подвергались хроническому воздействию внешнего 
(γ-излучение), внутреннего (за счет инкорпорирован-
ного 239Pu) или сочетанного (внешнего и внутреннего) 
облучения в процессе профессиональной деятель-
ности. Контрольная группа состояла из 100 ра- 
ботников СХК, которые не подвергались облучению. 
Объектом исследования служила периферическая 
кровь. Всем обследованным работникам был про-
веден стандартный цитогенетический анализ лим-
фоцитов периферической крови. Для постановки 
культуры использовали цельную кровь, которую сме-
шивали с культуральной средой и инкубировали в 
культуральных флаконах при 37 ºС в суховоздушном 
термостате в течение 48 ч. Для получения метафаз 
использовали гипотонизацию с помощью 0,56% рас-
твора KCl. Рутинную окраску хромосом проводили 
красителем Гимза, приготовленным на фосфатном 
буфере. У каждого индивида обследовали не менее 
300 метафаз. Анализировали все виды аберраций 
хромосом: аберрантные клетки, аберрации хромо-
сомного типа, хроматидные фрагменты, точечные 
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фрагменты, дицентрические хромосомы, кольцевые 
хромосомы, хроматидные обмены и др.

Результаты

В ходе проведенного исследования установле
но, что частота ХА не коррелировала с возрастом в 
диапазоне 40–65 лет. При оценке зависимости ча
стоты ХА от пола при равнозначной радиационной 
нагрузке гендерных различий также не обнаружено. 

Изучив зависимость выхода ХА от разных видов 
облучения, мы выявили, что для индукции ХА опре
деляющим фактором является хроническое внеш
нее облучение. При дополнительной радиационной 
нагрузке за счет инкорпорированного 239Рu в крови 
работников с сочетанным облучением по сравнению 
с работниками, подвергавшимися только внешнему 
облучению (при равных дозовых нагрузках по внеш
нему облучению), частота ХА снижена.

На следующем этапе мы оценили зависимость 
частоты и спектра ХА от дозы внешнего облучения. 
Нелинейный характер дозовой зависимости на
блюдался для частоты аберрантных клеток, абер
раций хромосомного типа, точечных фрагментов и 
дицентрических хромосом. При облучении в дозе 
> 0–10 мЗв наблюдалось статистически значимое 
уменьшение частоты аберрантных клеток, аберра
ций хроматидного и хромосомного типов по срав
нению с контролем, что соответствует явлению ра
диационного гормезиса [6, 7]. Вероятно, одним из 
механизмов уменьшения частоты ХА может быть 
стимуляция активности апоптоза, что обеспечивает 
высокий уровень элиминации поврежденных клеток 
[8]. При хроническом радиационном воздействии в 
дозах менее 40 мЗв не отмечается значимого по
вышения частоты ХА, что может свидетельствовать 
в пользу известной пороговой модели. Начиная с 
диапазона доз > 40–100 мЗв (для дицентриков с 
диапазона > 100–200 мЗв), отмечается статистиче
ски значимое увеличение выхода ХА. В диапазоне 
доз 100–500 мЗв на дозовой зависимости имеется 
плато, уровень цитогенетических аномалий не уве
личивается и только возрастает статистическая зна
чимость различий с контролем. Предположительно, 
в образовании плато участвует система репарации 
и апоптоза [8, 9]. После 500 мЗв частота ХА линей

но возрастает с дозой внешнего облучения. Однако 
для хроматидных и парных фрагментов ранее уста
новленная нами [4] нелинейная зависимость не под
твердилась. Для хроматидных фрагментов и парных 
фрагментов отмечается линейная дозовая зависи
мость. У носителей, имеющих в лимфоцитах крови 
транслокации и хроматидные обмены, наблюдается 
статистически значимо более высокий уровень дозы 
внешнего облучения. Дозовая зависимость не была 
показана для кольцевых хромосом, хроматидных об
менов, мультиаберрантных клеток и транслокаций.
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Генотоксическая опасность условий труда в 
угольных шахтах является предметом эколого-генети
ческих и гигиенических исследований во всем мире. 
Наиболее опасные токсиканты, связанные с добычей 
и переработкой угля, – это угольные пылевые части

ПОВРЕЖДЕНИЯ ХРОМОСОМ В ЛИМФОЦИТАХ КРОВИ  
У ШАХТЕРОВ КЕМЕРОВСКОЙ ОБЛАСТИ
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цы разного размера (преимущественно от 20 до 50 
мкм), кварц, полициклические ароматические углево
дороды, тяжелые металлы. Кроме того, уголь содер
жит природные радиоактивные вещества уранового, 
актиноуранового и ториевого рядов. Комплексное 
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личению общей и онкологической заболеваемости 
в контингентах работников угольной индустрии. В 
этих условиях маркерами повышенной индивиду
альной чувствительности к действию генотоксиче
ских агентов и показателем повышенного канце
рогенного риска, с одной стороны, может служить 
накопление хромосомных аберраций и микроядер в 
соматических клетках [6]. С другой стороны, генети
чески предопределенная специфическая активность 
генома человека в экспрессии ферментов биотранс
формации ксенобиотиков, репарации ДНК, контроля 
апоптоза и клеточного цикла и др., т.е. систем защи
ты генома от повреждений, также способны значимо 
влиять на чувствительность организма человека к 
воздействию генотоксических канцерогенов. Кроме 
того, важную информацию об индивидуальной чув
ствительности к условиям канцерогенопасного про
изводства может дать анализ экспрессии комплекса 
генов, обеспечивающих стабильность генома. Нако
нец, свой вклад в определение стабильности гено
ма, поддержание генетического гомеостаза в усло
виях экспозиции комплексом негативных факторов 
угледобывающего производства (согласно пред
ложенной нами гипотезе) должны вносить количе
ственные и качественные особенности микробиома 
респираторного тракта.

В докладе обсуждаются результаты выполнения 
пилотного проекта по изучению состава микрофло

ры респираторных путей у жителей шахтерского 
региона. В рамках исследования впервые дается 
оценка взаимосвязи повреждений хромосом вслед
ствие влияния генотоксических факторов угледобы
вающей промышленности с составом микрофлоры в 
когортах шахтеров и больных с профессиональными 
заболеваниями верхних дыхательных путей и пло
скоклеточным раком легкого.
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Человечество активно использует в своей жизни 
«мирный» атом. Это привело к образованию когорты 
работников радиационно опасного производства и 
жителей прилежащих территорий, подвергающихся 
хроническому радиационному облучению. Ионизи
рующее излучение (ИИ) может вызывать негативные 
биологические эффекты в человеческом организме, 
в частности образование хромосомных и генных му
таций в различных клетках-мишенях [1–4]. В этой 
связи все большее значение приобретает оценка 
эффектов воздействия ИИ на организм человека, в 
том числе в «малых» и «средних» дозах. Наиболее 
объективным и достаточно хорошо разработанным 
способом биологической индикации мутагенного 
воздействия на организм человека ионизирующего 
излучения является цитогенетическое исследование 
лимфоцитов периферической крови, которое заклю
чается в учете хромосомных аберраций (ХА) в куль
тивируемых лимфоцитах периферической крови [5].

Цель настоящей работы – исследование ча
стоты и спектра нестабильных цитогенетических 
аномалий в лимфоцитах крови у здоровых работни
ков ядерного производства, подвергавшихся хрони
ческому радиационному воздействию низкой интен
сивности.
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Материалы и методы

В исследуемую группу вошли 1 300 работников 
Сибирского химического комбината (СХК), которые 
подвергались хроническому воздействию внешнего 
(γ-излучение), внутреннего (за счет инкорпорирован
ного 239Pu) или сочетанного (внешнего и внутреннего) 
облучения в процессе профессиональной деятель
ности. Контрольная группа состояла из 100 ра- 
ботников СХК, которые не подвергались облучению. 
Объектом исследования служила периферическая 
кровь. Всем обследованным работникам был про
веден стандартный цитогенетический анализ лим
фоцитов периферической крови. Для постановки 
культуры использовали цельную кровь, которую сме
шивали с культуральной средой и инкубировали в 
культуральных флаконах при 37 ºС в суховоздушном 
термостате в течение 48 ч. Для получения метафаз 
использовали гипотонизацию с помощью 0,56% рас
твора KCl. Рутинную окраску хромосом проводили 
красителем Гимза, приготовленным на фосфатном 
буфере. У каждого индивида обследовали не менее 
300 метафаз. Анализировали все виды аберраций 
хромосом: аберрантные клетки, аберрации хромо
сомного типа, хроматидные фрагменты, точечные 
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фрагменты, дицентрические хромосомы, кольцевые 
хромосомы, хроматидные обмены и др.

Результаты

В ходе проведенного исследования установле-
но, что частота ХА не коррелировала с возрастом в 
диапазоне 40–65 лет. При оценке зависимости ча-
стоты ХА от пола при равнозначной радиационной 
нагрузке гендерных различий также не обнаружено. 

Изучив зависимость выхода ХА от разных видов 
облучения, мы выявили, что для индукции ХА опре-
деляющим фактором является хроническое внеш-
нее облучение. При дополнительной радиационной 
нагрузке за счет инкорпорированного 239Рu в крови 
работников с сочетанным облучением по сравнению 
с работниками, подвергавшимися только внешнему 
облучению (при равных дозовых нагрузках по внеш-
нему облучению), частота ХА снижена.

На следующем этапе мы оценили зависимость 
частоты и спектра ХА от дозы внешнего облучения. 
Нелинейный характер дозовой зависимости на-
блюдался для частоты аберрантных клеток, абер-
раций хромосомного типа, точечных фрагментов и 
дицентрических хромосом. При облучении в дозе 
> 0–10 мЗв наблюдалось статистически значимое 
уменьшение частоты аберрантных клеток, аберра-
ций хроматидного и хромосомного типов по срав-
нению с контролем, что соответствует явлению ра-
диационного гормезиса [6, 7]. Вероятно, одним из 
механизмов уменьшения частоты ХА может быть 
стимуляция активности апоптоза, что обеспечивает 
высокий уровень элиминации поврежденных клеток 
[8]. При хроническом радиационном воздействии в 
дозах менее 40 мЗв не отмечается значимого по-
вышения частоты ХА, что может свидетельствовать 
в пользу известной пороговой модели. Начиная с 
диапазона доз > 40–100 мЗв (для дицентриков с 
диапазона > 100–200 мЗв), отмечается статистиче-
ски значимое увеличение выхода ХА. В диапазоне 
доз 100–500 мЗв на дозовой зависимости имеется 
плато, уровень цитогенетических аномалий не уве-
личивается и только возрастает статистическая зна-
чимость различий с контролем. Предположительно, 
в образовании плато участвует система репарации 
и апоптоза [8, 9]. После 500 мЗв частота ХА линей-

но возрастает с дозой внешнего облучения. Однако 
для хроматидных и парных фрагментов ранее уста-
новленная нами [4] нелинейная зависимость не под-
твердилась. Для хроматидных фрагментов и парных 
фрагментов отмечается линейная дозовая зависи-
мость. У носителей, имеющих в лимфоцитах крови 
транслокации и хроматидные обмены, наблюдается 
статистически значимо более высокий уровень дозы 
внешнего облучения. Дозовая зависимость не была 
показана для кольцевых хромосом, хроматидных об-
менов, мультиаберрантных клеток и транслокаций.
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Генотоксическая опасность условий труда в 
угольных шахтах является предметом эколого-генети-
ческих и гигиенических исследований во всем мире. 
Наиболее опасные токсиканты, связанные с добычей 
и переработкой угля, – это угольные пылевые части-

ПОВРЕЖДЕНИЯ ХРОМОСОМ В ЛИМФОЦИТАХ КРОВИ  
У ШАХТЕРОВ КЕМЕРОВСКОЙ ОБЛАСТИ

В.И. Минина1, 2, Ю.Е. Кулемин1, 2, Я.А. Савченко1, А.А. Тимофеева1, Т.А. Головина1, 2,  
М.Л. Баканова1, А.В. Рыжкова1, В.П. Волобаев2, В.Г. Дружинин1, 2, И.А. Вафин3
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г. Кемерово  

2 Кемеровский государственный университет, г. Кемерово 
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цы разного размера (преимущественно от 20 до 50 
мкм), кварц, полициклические ароматические углево-
дороды, тяжелые металлы. Кроме того, уголь содер-
жит природные радиоактивные вещества уранового, 
актиноуранового и ториевого рядов. Комплексное 
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действие этих радиационных и химических факторов 
способно вызывать различные виды повреждений 
ДНК, возможно появление эпигенетических анома-
лий, изменение экспрессии генов, а на уровне попу-
ляции – повышение онкологической заболеваемости 
населения [1, 2]. «Золотым стандартом» экогенети-
ческих исследований уже на протяжении многих лет 
является классический тест на хромосомные абер-
рации в лимфоцитах крови человека, позволяющий 
оценивать уровень и спектр структурных перестро-
ек и разрывов хромосом [3]. В России крупнейшим 
угледобывающим регионом является Кемеровская 
область, на территории которой функционируют  
58 шахт и 36 угольных разрезов. В связи с этим целью 
исследования стал анализ цитогенетических наруше-
ний у шахтеров Кемеровской области. 

Материалы и методы

Были обследованы 873 жителя Кемеровской об-
ласти, в том числе: 520 мужчин, работающих на шах-
тах Кемеровской области (шахты Кемеровского, Ле-
нинск-Кузнецкого, Новокузнецкого районов; средний 
«подземный» стаж составил 26 лет; средний возраст – 
50 лет); и 353 мужчины, проживающие в той же местно-
сти и не работающие на промышленных предприятиях 
(средний возраст – 49,7 лет). Критерии исключения 
для всех изученных групп: психические, наследствен-
ные, инфекционные, аллергические, аутоиммунные, 
онкологические заболевания, рентгенологическое 
облучение и прием лекарственных препаратов до за-
бора крови для анализа; повышенная температура, 
субъективно плохое самочувствие в момент исследо-
вания. План исследования был утвержден комитетом 
по этике Института экологии человека Федерального 
исследовательского центра угля и углехимии СО РАН. 
Участие людей в исследовании базировалось на прин-
ципах добровольности и информированности о целях, 
методах и результатах работы. Все обследованные 
индивиды подписывали форму информированного со-
гласия на участие в исследовании. 

Материалом для исследования хромосомных 
аберраций (ХА) служила цельная периферическая 
кровь, которая забиралась квалифицированным 
медицинским работником в асептических условиях 
в системы «Вакутейнер» с гепарином в качестве ан-
тикоагулянта. Культивирование клеток крови и реги-
страцию повреждений хромосом проводили в соот-
ветствии с общепринятыми рекомендациями [3–5]. 
Статистическая обработка материала осуществля-
лась с использованием программы Statistica 10.0 
(StatSoft Inc., США). Для анализа цитогенетических 
показателей рассчитывались медианы, размахи, 
нижняя / верхняя квартиль, средние величины, стан-
дартные отклонения, стандартные ошибки, асимме-
трии, эксцессы. С использованием критерия Колмо-
горова–Смирнова проводили проверку соответствия 
распределения количественных показателей закону 
нормального распределения. Было установлено ста-
тистически значимое отклонение распределений от 
нормального всех изучаемых цитогенетических па-
раметров (p < 0,05). Сравнение групп проводилось с 
помощью непараметрических критериев: теста Кра-
скела–Уоллиса (для сравнения нескольких групп), 
U–критерия Манна–Уитни (для парных сравнений).

Результаты

В результате проведенного исследования уста-
новлено, что средняя частота ХА у шахтеров соста-
вила 4,42 ± 0,11%, что значимо выше, чем у в группе 
сравнения у неработающих на производстве инди-
видов – 1,99 ± 0,09% (р = 0,000001), как по уровню 
аберраций хроматидного типа (2,79 ± 0,09% против 
1,58 ± 0,08%; р = 0,000001), так и по уровню абер-
раций хромосомного типа (1,83 ± 0,06% против 0,43 
± 0,03%; р = 0,000001). Наибольшие различия меж-
ду группами были отмечены для таких вариантов, 
как дицентрические хромосомы (с фрагментами и 
без, суммарно – в 4 раза), кольцевые хромосомы  
(в 10 раз), атипичные моноцентрики (в 26 раз).

Статистически значимой корреляции между 
стажем работы во вредных условиях и частотой 
ХА выявлено не было. Хотя в целом можно было 
отметить тенденцию к повышению частоты метафаз 
с ХА по мере возрастания стажа работы во вредных 
условиях.

Самые высокие значения ХА отмечались у 
шахтеров-проходчиков (5,76 ± 0,51%), машинистов 
горно-выемочных машин (5,20 ± 0,76%), электросле-
сарей (5,26 ± 1,15%), горнорабочих очистного забоя 
(4,29 ± 0,525%). Все данные профессии связаны с 
работой под землей в течение полной смены. Кон-
центрация угольной пыли в воздухе рабочих мест 
у них достигала 180 мг/м3, что в 45 раз превышает 
ПДК. У двух рабочих горноочистного забоя помимо 
повышенной средней частоты клеток с ХА (4,5%) 
были дополнительно выявлены roque-клетки со мно-
жественными повреждениями хромосом обменного 
типа. Природа roque-клеток пока вызывает дискус-
сии, но многие сходятся в том, что существует зна-
чимый вклад радиационного фактора в их формиро-
вание, в частности high LET-радиации с внутренним 
облучением организма ɑ-частицами.

Таким образом, результаты изучения хромосом 
у шахтеров свидетельствуют о мутагенном характе-
ре воздействия факторов производственной среды 
на организм работающих индивидов и указывают на 
необходимость разработки мер комплексной про-
филактики заболеваний, обусловленных накопле-
нием повреждений ДНК. Для формирования групп 
повышенного риска у всех обследованных шахтеров 
проводили забор крови в системы «Вакутейнер» с 
антикоагулянтом 0,25 мМ ЭДТА-Na. ДНК выделяли 
из периферической крови стандартным методом 
фенольно-хлороформной экстракции. Собранная 
коллекция ДНК послужит основой для поиска моле-
кулярно-генетических маркеров повышенной токси-
ко-генетической чувствительности к факторам про-
изводственной среды.

Работа выполнена при финансовой поддержке 
гранта РНФ № 16-15-00034.
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Доказательства наличия связи между радиаци
ей и развитием стохастических эффектов получены 
в исследованиях популяций, подвергшихся облуче
нию в высоких дозах при значительных мощностях 
доз. Нормы радиационной безопасности разработа
ны на основе исследований эффектов у лиц, пере
живших атомную бомбардировку, а также у профес
сионалов, начинавших свою деятельность на заре 
становления атомной промышленности. Опасность 
воздействия на здоровье людей малых и средних 
доз широко обсуждается в научном мире. 

Цель работы заключалась в исследовании экс
прессии гена BCL-2 у лиц, подвергшихся хроническому 
радиационному воздействию вследствие сбросов жид
ких радиоактивных отходов ПО «Маяк» в реку Теча.

Оценку экспрессии гена BCL-2 провели у 80 об
лученных лиц (образцы крови получены через 60–70 

ЭКСПРЕССИЯ ГЕНА  У ЛИЦ, ПОДВЕРГШИХСЯ  
ХРОНИЧЕСКОМУ РАДИАЦИОННОМУ ВОЗДЕЙСТВИЮ

 В.С. Никифоров 

Уральский научно-практический центр радиационной медицины, г. Челябинск

лет после хронического воздействия). Средняя доза 
на красный костный мозг составила 84 ± 7 сГр. Кон
трольную группу составили лица, проживающие в 
сходных социально-экономических условиях на тер
ритории Южного Урала, накопленные дозы у кото
рых не превышали 7 сГр.

Оценку уровней экспрессии проводили методом 
ПЦР в реальном времени. Данные анализировали 
с использованием метода порогового значения цик
ла сравнения с нормализацией по экспрессии гена 
«домашнего хозяйства» в каждом образце. Стати
стический анализ выполняли с использованием ПО 
SPSS. 

Предварительные результаты: оценки экс
прессии гена BCL-2 в клетках периферической кро
ви облученных лиц статистически не отличались от 
показателей, полученных в группе сравнения. 

Дисбаланс в системе антиоксидантной защиты у 
шахтеров развивается в связи с гипоксией и выделе
нием свободных радикалов вследствие фагоцитоза 
частиц угольной пыли и является одной из важней
ших причин развития воспаления, которое усугубля
ет нарушения редокс-потенциала и способствует 
развитию окислительного стресса. В связи с этим ис
следованию полиморфизма генов антиоксидантной 
защиты в развитии хронических профессиональных 
заболеваний легких (ХПЗЛ) у шахтеров следует уде
лять особое внимание. Параллельно с изучением 
частот распределения генотипов необходимо учиты
вать изменения в клетках тканей, непосредственно 
контактирующих с флогогенными факторами произ
водственной среды. 

Целью настоящего исследования стала оцен
ка уровня цитогенетических, пролиферативных и де
структивных нарушений в буккальных эпителиоцитах 
шахтеров Кемеровской области с ХПЗЛ с включени
ем в ассоциативное исследование полиморфных ва
риантов генов  (rs4880),  (rs1050450).

РОЛЬ ПОЛИМОРФИЗМОВ ГЕНОВ АНТИОКСИДАНТНОЙ ЗАЩИТЫ  
В ФОРМИРОВАНИИ ЦИТОГЕНЕТИЧЕСКОГО СТАТУСА ШАХТЕРОВ  

С ПРОФЕССИОНАЛЬНЫМИ ЛЕГОЧНЫМИ ПАТОЛОГИЯМИ

Т.А. Толочко , А.В. Мейер , В.И. Минина1, 2, О.А. Соболева , А.В. Литвин 

 Кемеровский государственный университет, г. Кемерово
 Институт экологии человека Федерального исследовательского центра угля и углехимии СО РАН, 
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Материалы и методы

В группу шахтеров с ХПЗЛ вошли 88 мужчин, 
средний возраст обследованных составил (54,54 ± 
0,49) лет, стаж работы на вредном производстве –  
(27,86 ± 0,51) лет; группа сравнения включила  
119 шахтеров, средние значения соответствующих 
характеристик составили (51,67 ± 0,75) лет и (25,59 ± 
0,94) лет. Материалом для исследования послужили 
образцы венозной крови и эпителия ротовой поло
сти. Для тестирования цитогенетических и цитоток
сических эффектов проведен развернутый микроя
дерный тест на буккальных эпителиоцитах с учетом 
цитогенетических (микроядро, протрузии «пузырек», 
«яйцо», «язык»), пролиферативных (двуядерность, 
сдвоенное ядро, ядерная насечка) и деструктивных 
(ядерная вакуолизация, перинуклеарная вакуоль, 
конденсация хроматина, кариопикноз, кариорексис, 
кариолизис, лизис ядерной мембраны) показателей 
[1]. Молекулярно-генетическое типирование прово
дилось с использованием метода амплификации 
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действие этих радиационных и химических факторов 
способно вызывать различные виды повреждений 
ДНК, возможно появление эпигенетических анома
лий, изменение экспрессии генов, а на уровне попу
ляции – повышение онкологической заболеваемости 
населения [1, 2]. «Золотым стандартом» экогенети
ческих исследований уже на протяжении многих лет 
является классический тест на хромосомные абер
рации в лимфоцитах крови человека, позволяющий 
оценивать уровень и спектр структурных перестро
ек и разрывов хромосом [3]. В России крупнейшим 
угледобывающим регионом является Кемеровская 
область, на территории которой функционируют  
58 шахт и 36 угольных разрезов. В связи с этим целью 
исследования стал анализ цитогенетических наруше
ний у шахтеров Кемеровской области. 

Материалы и методы

Были обследованы 873 жителя Кемеровской об
ласти, в том числе: 520 мужчин, работающих на шах
тах Кемеровской области (шахты Кемеровского, Ле
нинск-Кузнецкого, Новокузнецкого районов; средний 
«подземный» стаж составил 26 лет; средний возраст – 
50 лет); и 353 мужчины, проживающие в той же местно
сти и не работающие на промышленных предприятиях 
(средний возраст – 49,7 лет). Критерии исключения 
для всех изученных групп: психические, наследствен
ные, инфекционные, аллергические, аутоиммунные, 
онкологические заболевания, рентгенологическое 
облучение и прием лекарственных препаратов до за
бора крови для анализа; повышенная температура, 
субъективно плохое самочувствие в момент исследо
вания. План исследования был утвержден комитетом 
по этике Института экологии человека Федерального 
исследовательского центра угля и углехимии СО РАН. 
Участие людей в исследовании базировалось на прин
ципах добровольности и информированности о целях, 
методах и результатах работы. Все обследованные 
индивиды подписывали форму информированного со
гласия на участие в исследовании. 

Материалом для исследования хромосомных 
аберраций (ХА) служила цельная периферическая 
кровь, которая забиралась квалифицированным 
медицинским работником в асептических условиях 
в системы «Вакутейнер» с гепарином в качестве ан
тикоагулянта. Культивирование клеток крови и реги
страцию повреждений хромосом проводили в соот
ветствии с общепринятыми рекомендациями [3–5]. 
Статистическая обработка материала осуществля
лась с использованием программы Statistica 10.0 
(StatSoft Inc., США). Для анализа цитогенетических 
показателей рассчитывались медианы, размахи, 
нижняя / верхняя квартиль, средние величины, стан
дартные отклонения, стандартные ошибки, асимме
трии, эксцессы. С использованием критерия Колмо
горова–Смирнова проводили проверку соответствия 
распределения количественных показателей закону 
нормального распределения. Было установлено ста
тистически значимое отклонение распределений от 
нормального всех изучаемых цитогенетических па
раметров (  < 0,05). Сравнение групп проводилось с 
помощью непараметрических критериев: теста Кра
скела–Уоллиса (для сравнения нескольких групп), 
U–критерия Манна–Уитни (для парных сравнений).

Результаты

В результате проведенного исследования уста
новлено, что средняя частота ХА у шахтеров соста
вила 4,42 ± 0,11%, что значимо выше, чем у в группе 
сравнения у неработающих на производстве инди
видов – 1,99 ± 0,09% (р = 0,000001), как по уровню 
аберраций хроматидного типа (2,79 ± 0,09% против 
1,58 ± 0,08%; р = 0,000001), так и по уровню абер
раций хромосомного типа (1,83 ± 0,06% против 0,43 
± 0,03%; р = 0,000001). Наибольшие различия меж
ду группами были отмечены для таких вариантов, 
как дицентрические хромосомы (с фрагментами и 
без, суммарно – в 4 раза), кольцевые хромосомы  
(в 10 раз), атипичные моноцентрики (в 26 раз).

Статистически значимой корреляции между 
стажем работы во вредных условиях и частотой 
ХА выявлено не было. Хотя в целом можно было 
отметить тенденцию к повышению частоты метафаз 
с ХА по мере возрастания стажа работы во вредных 
условиях.

Самые высокие значения ХА отмечались у 
шахтеров-проходчиков (5,76 ± 0,51%), машинистов 
горно-выемочных машин (5,20 ± 0,76%), электросле
сарей (5,26 ± 1,15%), горнорабочих очистного забоя 
(4,29 ± 0,525%). Все данные профессии связаны с 
работой под землей в течение полной смены. Кон
центрация угольной пыли в воздухе рабочих мест 
у них достигала 180 мг/м3, что в 45 раз превышает 
ПДК. У двух рабочих горноочистного забоя помимо 
повышенной средней частоты клеток с ХА (4,5%) 
были дополнительно выявлены roque-клетки со мно
жественными повреждениями хромосом обменного 
типа. Природа roque-клеток пока вызывает дискус
сии, но многие сходятся в том, что существует зна
чимый вклад радиационного фактора в их формиро
вание, в частности high LET-радиации с внутренним 
облучением организма ɑ-частицами.

Таким образом, результаты изучения хромосом 
у шахтеров свидетельствуют о мутагенном характе
ре воздействия факторов производственной среды 
на организм работающих индивидов и указывают на 
необходимость разработки мер комплексной про
филактики заболеваний, обусловленных накопле
нием повреждений ДНК. Для формирования групп 
повышенного риска у всех обследованных шахтеров 
проводили забор крови в системы «Вакутейнер» с 
антикоагулянтом 0,25 мМ ЭДТА-Na. ДНК выделяли 
из периферической крови стандартным методом 
фенольно-хлороформной экстракции. Собранная 
коллекция ДНК послужит основой для поиска моле
кулярно-генетических маркеров повышенной токси
ко-генетической чувствительности к факторам про
изводственной среды.

Работа выполнена при финансовой поддержке 
гранта РНФ № 16-15-00034.
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Доказательства наличия связи между радиаци-
ей и развитием стохастических эффектов получены 
в исследованиях популяций, подвергшихся облуче-
нию в высоких дозах при значительных мощностях 
доз. Нормы радиационной безопасности разработа-
ны на основе исследований эффектов у лиц, пере-
живших атомную бомбардировку, а также у профес-
сионалов, начинавших свою деятельность на заре 
становления атомной промышленности. Опасность 
воздействия на здоровье людей малых и средних 
доз широко обсуждается в научном мире. 

Цель работы заключалась в исследовании экс-
прессии гена BCL-2 у лиц, подвергшихся хроническому 
радиационному воздействию вследствие сбросов жид-
ких радиоактивных отходов ПО «Маяк» в реку Теча.

Оценку экспрессии гена BCL-2 провели у 80 об-
лученных лиц (образцы крови получены через 60–70 

ЭКСПРЕССИЯ ГЕНА BCL-2 У ЛИЦ, ПОДВЕРГШИХСЯ  
ХРОНИЧЕСКОМУ РАДИАЦИОННОМУ ВОЗДЕЙСТВИЮ

 В.С. Никифоров 

Уральский научно-практический центр радиационной медицины, г. Челябинск

лет после хронического воздействия). Средняя доза 
на красный костный мозг составила 84 ± 7 сГр. Кон-
трольную группу составили лица, проживающие в 
сходных социально-экономических условиях на тер-
ритории Южного Урала, накопленные дозы у кото-
рых не превышали 7 сГр.

Оценку уровней экспрессии проводили методом 
ПЦР в реальном времени. Данные анализировали 
с использованием метода порогового значения цик-
ла сравнения с нормализацией по экспрессии гена 
«домашнего хозяйства» в каждом образце. Стати-
стический анализ выполняли с использованием ПО 
SPSS. 

Предварительные результаты: оценки экс-
прессии гена BCL-2 в клетках периферической кро-
ви облученных лиц статистически не отличались от 
показателей, полученных в группе сравнения. 

Дисбаланс в системе антиоксидантной защиты у 
шахтеров развивается в связи с гипоксией и выделе-
нием свободных радикалов вследствие фагоцитоза 
частиц угольной пыли и является одной из важней-
ших причин развития воспаления, которое усугубля-
ет нарушения редокс-потенциала и способствует 
развитию окислительного стресса. В связи с этим ис-
следованию полиморфизма генов антиоксидантной 
защиты в развитии хронических профессиональных 
заболеваний легких (ХПЗЛ) у шахтеров следует уде-
лять особое внимание. Параллельно с изучением 
частот распределения генотипов необходимо учиты-
вать изменения в клетках тканей, непосредственно 
контактирующих с флогогенными факторами произ-
водственной среды. 

Целью настоящего исследования стала оцен-
ка уровня цитогенетических, пролиферативных и де-
структивных нарушений в буккальных эпителиоцитах 
шахтеров Кемеровской области с ХПЗЛ с включени-
ем в ассоциативное исследование полиморфных ва-
риантов генов SOD2 (rs4880), GPX1 (rs1050450).

РОЛЬ ПОЛИМОРФИЗМОВ ГЕНОВ АНТИОКСИДАНТНОЙ ЗАЩИТЫ  
В ФОРМИРОВАНИИ ЦИТОГЕНЕТИЧЕСКОГО СТАТУСА ШАХТЕРОВ  

С ПРОФЕССИОНАЛЬНЫМИ ЛЕГОЧНЫМИ ПАТОЛОГИЯМИ
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Материалы и методы

В группу шахтеров с ХПЗЛ вошли 88 мужчин, 
средний возраст обследованных составил (54,54 ± 
0,49) лет, стаж работы на вредном производстве –  
(27,86 ± 0,51) лет; группа сравнения включила  
119 шахтеров, средние значения соответствующих 
характеристик составили (51,67 ± 0,75) лет и (25,59 ± 
0,94) лет. Материалом для исследования послужили 
образцы венозной крови и эпителия ротовой поло-
сти. Для тестирования цитогенетических и цитоток-
сических эффектов проведен развернутый микроя-
дерный тест на буккальных эпителиоцитах с учетом 
цитогенетических (микроядро, протрузии «пузырек», 
«яйцо», «язык»), пролиферативных (двуядерность, 
сдвоенное ядро, ядерная насечка) и деструктивных 
(ядерная вакуолизация, перинуклеарная вакуоль, 
конденсация хроматина, кариопикноз, кариорексис, 
кариолизис, лизис ядерной мембраны) показателей 
[1]. Молекулярно-генетическое типирование прово-
дилось с использованием метода амплификации 
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специфических участков исследуемых генов с флуо-
ресцентной детекцией результатов в режиме реаль-
ного времени (real-time ПЦР). Статистическую обра-
ботку осуществляли с помощью программы Statistica 
8.0 (StatSoft Inc., США). Сравнение средних значе-
ний частот выявления кариологических нарушений 
проводилось с применением Mann–Whitney U-test. 
Расчет ассоциаций различных генотипов (отдельно 
и в сочетаниях) с кариологическими показателями 
буккального эпителия с использованием U-критерия 
Манна–Уитни проводился с учетом поправки Бон-
феррони (Pcor-Bf) на множественные сравнения.

Результаты
Сравнительный анализ средних значений ча-

стот выявления кариологических повреждений в 
анализируемых группах установил для группы с 
ХПЗЛ значимое превышение по всем показателям 
(р < 0,01), за исключением перинуклеарной вакуо-
лизации. Полученные результаты свидетельствуют, 
что наличие ХПЗЛ, сопровождающееся образовани-
ем медиаторов воспаления, снижением жизненной 
емкости легких и гипоксией, оказывает негативное 
воздействие на цитогенетические, пролифератив-

ные и деструктивные показатели буккальных эпите-
лиоцитов. 

Анализ частот распределения генотипов по ло-
кусам SOD2 (rs4880) и GPX1 (rs1050450) установил 
соответствие равновесию Харди–Вайнберга для 
обеих анализируемых групп. Сопоставление распре-
делений частот генотипов в группах сравнения по 
локусу SOD2 (rs4880) не выявило значимых отличий 
(χ2 = 1,7482, р = 0,4177), так же как и по локусу GPX1 

(rs1050450) (χ2 = 0,9389, р = 0,6253). 
Известно, что полиморфизм Ala16Val (Т/С) гена 

SOD2 приводит к снижению эффективности перено-
са фермента в матрикс, что способствует накоплению 
супероксида. Ассоциативное исследование показа-
ло (таблица), что у гомозигот Ala/Ala в буккальных 
эпителиоцитах шахтеров с ХПЗЛ статистически зна-
чимо чаще выявляются протрузии «разбитое яйцо» 
(р = 0,0488), в контрольной группе – клетки с микро-
ядрами (р = 0,0396). Тем не менее наличие в геноти-
пе аллеля С оказалось сопряжено с повышенной ча-
стотой гибели клеток путем некроза. Так, для группы 
с ХПЗЛ буккальные эпителиоциты с лизированными 
ядрами встречаются значимо чаще (р = 0,0348) у го-
мозигот Val/Val по сравнению с гомозиготами Ala/Ala.

Значимые ассоциации кариологических повреждений буккальных эпителиоцитов с полиморфизмами  
генов SOD2 Ala16Val и GPX1 Pro198Leu

Показатель Генотипы
Шахтеры с ХПЗЛ

SOD2 Ala16Val Ala/ Ala (N = 23) Ala/Val (N = 48) Val/Val (N = 17)
Протрузия «яйцо» 0,74 ± 0,17 0,48 ± 0,12 0,18 ± 0,09
Кариолизис 163,68 ± 16,51 193,8 ± 13,76 265,29 ± 44,96

GPX1 Pro198Leu Pro/Pro (N = 42) Pro/Leu (N = 38) Leu/Leu (N = 8)
Протрузия «язык» 0,31 ± 0,08 0,26 ± 0,08 0,75 ± 0,25
Кариолизис 172,46 ± 17,87 213,47 ± 18,48 283,75 ± 36,32
Кариопикноз 26,0 ± 2,08 26,03 ± 1,86 39,88 ± 5,82

Контроль
SOD2 Val16Ala Ala/Ala (N = 29) Ala/Val (N = 58) Val/Val (N = 33)

Микроядро 1,79 ± 0,57 1,21 ± 0,20 0,82 ± 0,19
GPX1 Pro198Leu Pro/Pro (N = 61) Pro/Leu (N = 51) Leu/Leu (N = 7)

Двуядерность 6,52 ± 0,68 4,41 ± 0,48 7,71 ± 1,08
Лизис ядерной мембраны 7,52 ± 0,95 8,24 ± 1,19 13,71 ± 3,05

П р и м е ч а н и е. N – число индивидов с соответствующим генотипом.

Для полиморфизма Pro198Leu (C/T) гена GPX1 

установлено, что наличие аллеля Leu в гомозиготном 
состоянии ассоциировано с повышенной частотой 
выявления ядерной протрузии «язык» (р = 0,0376) и 
деструктивных изменений ядра, таких как кариопик-
ноз (р = 0,0425, р = 0,0191), кариолизис (р = 0,0027,  
р = 0,0159), у шахтеров с ХПЗЛ, а в группе срав-
нения – с частотой выявления двуядерных клеток  
(р = 0,0394, р = 0,0110) и с лизисом кариолеммы  
(р = 0,0339) относительно когорт с генотипом Pro/Pro 
или Pro/Leu (см. таблицу). Таким образом, наличие 
в генотипе аллеля Т, обусловливающего снижение 
каталитической активности фермента, связанной с 
детоксикацией H2O2, усиливает развитие деструктив-
ных процессов. 

Анализ сочетанного влияния аллелей SOD2 и 
GPX1 для группы с ХПЗЛ показал, что у гетерозигот 
по обоим локусам чаще выявляются клетки с карио- 
лизисом относительно сочетанной гомозиготности 
по локусам Ala/Ala и Pro/Pro, соответствующие зна-

чения составили 212,81 ± 21,45 и 125,15 ± 11,79  
(р = 0,0102). В то же время частота выявления апоп-
тозных тел, напротив, статистически значимо ниже в 
сопоставлении с гомозиготами Val/Val и Pro/Pro, со-
ответствующие значения – 0,14 ± 0,05 и 0,67 ± 0,33 
(р = 0,0087).

Таким образом, на данном этапе работы можно 
заключить, что полиморфизмы генов антиоксидант-
ной защиты оказывают модифицирующее влияние 
на цитогенетический статус клеток буккального эпи-
телия шахтеров как при наличии ХПЗЛ, так и у прак-
тически здоровых рабочих.

Работа выполнена при финансовой под-

держке грантов РФФИ № 16-44-420087 р_а, РНФ  
№ 16-15-00034. 
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Раздел 8 
ПРЕНАТАЛЬНАЯ И ПРЕИМПЛАНТАЦИОННАЯ ДИАГНОСТИКА.  

ГЕНЕТИКА РЕПРОДУКЦИИ

В последние два десятилетия в связи с актив
ным развитием методов преимплантационной гене
тической диагностики (ПГД) и преимплантационного 
генетического скрининга (ПГС) появилась возмож
ность изучить генетические механизмы развития 
эмбриона человека на самых ранних этапах [1]. В 
2013 г. было показано наличие внеклеточной ДНК 
(внДНК) во внутриполостной жидкости бластоцисты 
[2]. Хотя известно, что источником внДНК являются 
клетки эмбриона, до сих пор однозначно не установ
лено, является ли молекулярный кариотип внДНК 
из полости бластоцисты интегральным кариотипом 
погибших клеток либо отражает в большей степе
ни кариотипы клеток одной из тканей [3]. Сравне
ние молекулярных кариотипов внеклеточной ДНК  
(внДНК) из внутриполостной жидкости человека и 
клеток эмбриобласта (ЭБ) и трофэктодермы (ТЭ) 
дает уникальную возможность для понимания цито
генетических механизмов формирования постзиго
тических митотических анеуплоидий. Кроме того, он 
дает возможность оценить диагностическую значи
мость внДНК как дополнительного источника инфор
мации об эмбриональном кариотипе. Целью насто-
ящей работы явилось проведение сравнительного 
молекулярно-цитогенетического анализа эмбрио- 
бласта, трофэктодермы и ДНК из внутриполостной 
жидкости бластоцисты. 

Материалы и методы

В настоящем исследовании проанализировано 
29 бластоцист человека 5-х сут развития, которые 
были получены после подписания информирован
ного согласия от пациентов Томского областного 
перинатального центра и Красноярского центра ре
продуктивной медицины. Для каждой бластоцисты 
проводилась аспирация внутриполостной жидкости. 
Забранная жидкость переносилась в стерильную 
микропробирку, содержащую 2,5 мкл раствора PBS 
(Qiagen, США), и замораживалась при температу
ре –20 °С. Затем проводилось разделение ЭБ и ТЭ 
бластоцисты. Для всех образцов были проведены 
лизис клеток и полногеномная амплификация (ПГА). 
ДНК из клеток ЭБ, ТЭ и из полости 15 бластоцист 
была амплифицирована набором Rubicon PicoPlex 
(Rubicon Genomics, США), 14 бластоцист – набором 
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REPLI-g MiniKit #150023 (Qiagen, США). Для 15 эм
брионов был проведен анализ с помощью метода 
aCGH (arrayCGH), 14 бластоцист были проанали
зированы методом CGH на метафазных пластин
ках. Для этой цели были использованы микрочипы 
SurePrint G3 Human CGH Microarrays 8×60K (Agilent 
Technologies, США). 

Результаты и обсуждение

ДНК из внутриполостной жидкости была успешно 
амплифицирована в 86,2% (25/29) образцов. По ре
зультатам анализа ТЭ в 31% (9/29) случаев бласто
цисты оказались эуплоидными. При этом молеку
лярное кариотипирование ЭБ и внДНК не выявило 
анеуплоидий у 36% (10/28) и 28% (7/25) эмбрионов 
соответственно. У 7 бластоцист в ЭБ и ТЭ отсутство
вали хромосомные аберрации, и лишь 3 эмбриона из 
29 имели нормальный кариотип по результатам ана
лиза всех трех образцов. Полное совпадение карио
типов было зафиксировано только для эуплоидных 
бластоцист. При наличии во внутриполостной жид
кости и тканях хромосомных аберраций нами было 
отмечено лишь частичное совпадение кариотипов 
либо их полное несоответствие. Таким образом, за 
исключением эуплоидных образцов и образцов, для 
которых не было получено продукта ПГА, при срав
нении кариотипов внДНК/ЭБ частичное совпадение 
было выявлено в 3 случаях (3/21), для внДНК/ТЭ – в 
6 случаях (6/22), а для ЭБ /ТЭ – в 8 случаях (8/22). 
По спектру хромосом наибольшее совпадение хро
мосом, вовлеченных в анеуплоидию, было выявле
но при сравнении молекулярных кариотипов ЭБ и 
ТЭ (21 совпадение). Сравнение кариотипов внДНК/
ЭБ и внДНК/ТЭ продемонстрировало совпадение по 
19 и 16 хромосомам соответственно. 

Всего было выявлено 175 анеуплоидий. Три
сомии, моносомии, частичные три- и моносомии 
встречались с частотой 47,4; 46,9; 5,1 и 0,5% соот
ветственно. Во внДНК зарегистрировано 67 (34,2%) 
анеуплоидий, в ЭБ – 68 (34,7%) и в ТЭ – 61 (31,1%). 
Было отмечено преобладание трисомий в ЭБ (40 : 
28), в то время как во внутриполостной жидкости и 
трофэктодерме соотношение трисомий и моносо
мий было близко к единице (32 : 35 и 31 : 30 соот
ветственно). Хромосомный мозаицизм, а именно 


