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АНАЛИЗ ПОЛИМОРФИЗМА ДНК В УЧАСТКАХ, 
ТЕСНО СЦЕПЛЕННЫХ С ГЕНОМ МУКОВИСЦИДОЗА, 
В ПОПУЛЯЦИИ КИЕВА 

В работе представлены результаты исследования рестрикционного полиморфизма в ло-
кусах, тесно сцепленных с геном муковисцидоза (MB, кистозного фиброза поджелудоч-
ной железы), в популяции здоровых людей-доноров и в семьях с высоким риском MB 
(Киев). 

Неравновесное сцепление мутации MB с определенными гаплотипами локуса 
D7S23 (в системах KM-19 и CS.7) обнаружено в семьях с MB. Этот факт позволяет 
осуществлять выявление гетерозиготного носительства у здоровых сибсов в данных 
семьях и проводить пренатальную диагностику методом ДНК-анализа, плода в сочета-
нии с анализом ферментов амниотической жидкости на 18—19-й неделях беременности 
в семьях, утративших больного ребенка, но имеющих высокий риск повторного рожде-
ния детей, больных MB. 

Введение. MB относится к числу тяжелых моногенных патологий чело-
века с аутосомно-рецессивным типом наследования. Показано [1], что 
для европейского населения частота встречаемости MB составляет 
1 : 2 000 новорожденных [2]. Каждый 20-й житель Европы может яв-
ляться носителем мутантного аллеля гена MB. Однако до сих пор по-
пытки идентифицировать точное местонахождение и характер мутации, 
приводящей к этому тяжелому заболеванию, не увенчались успехом. 
В ходе исследований были обнаружены локусы 7-й хромосомы чело-
века (—7q31), фланкирующие ген MB и имеющие полиморфные сайты 
рестрикции. ДНК-фрагменты этих локусов были клонированы и в на-
стоящее время широко используются для пренатальной диагностики и 
выявления гетерозиготного носительства MB в семьях с высоким рис-
ком рождения больного ребенка [2—4]. Особый интерес представляет 
локус D7S23, в состав которого входят участки КМ-19 и CS.7. Было 
показано, что он находится достаточно близко от гипотетического геніа 
MB [3]. Наличие полиморфных сайтов рестрикции, а также анализ 
нуклеотидной последовательности, фланкирующей данные сайты, поз-
воляют проводить изучение полиморфизма длины рестрикционных 
фрагментов (ПДРФ) методом специфической амплификации с помо-
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щыо полимеразной цепной реакции для эффективной пренатальной 
диагностики MB [5, 6]. 

Диагностическая ценность П Д Р Ф ДМК в данной конкретной по-
пуляции определяется частотой встречаемости аллелей и сцепления 
их с мутацией MB. В разных популяциях эти характеристики разли-
чаются [7—9J. Учитывая это, необходимо проведение анализа П Д Р Ф 
ДІ ІК в популяциях отдельных регионов для отбора диагностически ин-
формативных систем зонд — рестриктаза. 

Целью данной работы был анализ І ІДРФ ДІ ІК в локусе D7S23 
(системы KM-19 и CS.7), тесно сцепленном с геном MB, у здоровых 
доноров и в семьях с MB Киева. 

Материалы и методы. Д Н К из клеток крови получали по методу [10]. Олигонук-
леотидпые праймеры к участкам KAi-J9 [5] и CS.7 [6] синтезированы сотрудниками 
Ии-та молекулярной биологии и генетики АН УССР Г. В. Паиасенко и С. С. Огнянни-
ком фосфитанидпым способом в автоматическом варианте на синтезаторе «Geneassemb-
1ег» производства фирмы «Pharmac ia» (Швеция) . После деблокироьания олигонуклео-
тпды очищали вначале на колонке для гель-хроматографии и затем — электрофорезом 
в полиакрплампдпом геле (ПААГ) в денатурирующих условиях. Д а л е е олпгонуклео-
тидный материал элюировали из геля и снова наносили па гель-фильтрационную колон-
ку. Препараты анализировали на гомогенность электрофорезом в денатурирующих ус-
ловиях, предварительно введя в 5'-конец я -Р-метку. 

Полимеразную цепную реакцию проводили в инкубационной среде: 50 мкл содер-
ж а л и 67 мМ трис-HCl, рН 8,8, 6,7 мМ M g C b , Ю мМ меркаптоэганол, 16,6 мМ 
( N H i ) 2 S O i , 6,7 мкМ ЭДТА, 170 мкг/мл бычьего сывороточного альбумина, 1,0 мМ 
к а ж д о г о из четырех XTP, пару праймеров (0,03 мкг к а ж д о г о ) , 1 мкг Д Н К . Д Н К дена-
турировали при 98 °С в течение 10 мин, затем добавляли 2 ед. активности тсрмоста-
бпльной ДНК-иолимеразы и проводили синтез при 72 °С в течение 4 мин. Последую-
щие циклы включали денатурацию (1 мин, 94 °С), отжиг праймеров (1 мин, 55 c C ) , 
синтез Д Н К (3 мин, 72 °С). После 30 циклов амплификации пробы выдерживали в те-
чение 10 мин при температуре 72 °С и затем охлаждали [11]. Отбирали алпквоты по 
20 мкл, добавляли по 5 ед. акт. рестриктаз PstI, Hitibl и в течение 2 ч вели ре-
стрикцию при температуре 37 °С. Затем материал фракционировали в 6 %-ном ПААГ 
[12]. В качестве маркеров молекулярної! массы использовали Д Н К бактериофага λ, 
гидролизованную рсстриктазой HindiII. 

Результаты и обсуждение. Проведенный анализ ПДРФ-гаплотипов 
в популяции здоровых людей-доноров, в семьях которых не обнаружено 
больных MB, свидетельствует о высокой частоте встречаемости (0,623 
и 0,377) аллелей ПДРФ (фрагменты 0,95; 0,65 и 0,30 т. п. н.) в систе-
ме КМ-19—рестриктаза PsiL Аналогичные исследования ПДРФ-гап-
лотипов в группе гетерозиготных носителей MB (родители больных 
детей) выявили достоверные различия по частоте встречаемости соот-
ветствующих аллелей (0,426 и 0,574) по сравнению с таковой в группе 
здоровых доноров в данной системе. 

Наиболее интересными представляются результаты, полученные 
при анализе гаплотипов больных MB. Приведенные в табл. 1 данные 
свидетельствуют о существенных различиях по частоте встречаемости 
гаплотипов у больных MB по сравнению с таковыми в группе здоровых 
доноров и в группе облигатных носителей MB. Так, если хромосомы 
с отсутствием сайта рестрикции по PstI в локусе КМ-19 (размер фраг-
ментов 0,95 т. п. н.) встречаются в группе здоровых доноров с часто-
той 0,623, то в группе облигатных носителей MB и в группе детей, 
больных MB — с частотой 0,426 и 0,182 соответственно. 

В свою очередь, частота встречаемости хромосом 7 с наличием в 
данном локусе сайта рестрикции для PstI1 выявляемого по образова-
нию ДНК-фрагментов размером 0,65 и 0,30 т. п. н., составляет в группе 
здоровых доноров 0,377, тогда как аналогичный показатель в группах 
гетерозиготных носителей мутантного гена MB и у детей, больных MB, 
имеет существенно отличные величины (0,574 и 0,818 соответственно). 

Аналогичные частоты встречаемости ПДРФ-аллелей в системе 
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CS.7—рестриктаза Ніпбі в тех же анализируемых группах приведены 
в табл. 2. Из нее следует, что частота встречаемости хромосом 7 с от-
сутствием сайта рестрикции (длина фрагмента 0,33 т. п. н.) в группе 

Т а б л и ц а 1 

Частота встречаемости гаплотипов по локусу КМ-19 (Киев) 
Gaplotype frequencies for the alleles of polymorphic locus KM-19 in healthy donors, 
obligatory heterozygotes and affected CF-children in Kiev 

Анализируемая группа 
Число проана-
лизированных 

хромосом 

Число выявленных 
гаплотипов 

Частота выявленных 
гаплотипов 

Анализируемая группа 
Число проана-
лизированных 

хромосом Bl B2 B1 в. 

Гетсрозпготпыс носители (роди-
тели детей с M B ) 54 23 31 0,425 0,574 
Дети , больные M B 22 4 18 0,182 0,818 
К о н т р о л ь н а я группа (доноры) 48 30 18 0,623 0,377 

П р и м е ч а н и е . Гаплотип Bx соответствует отсутствию, гаплотип B2—наличию сай-
та рестрикции. Р а з л и ч и я м е ж д у частотами а н а л и з и р у е м ы х групп достоверны при P c 
<0 ,001 . 

Т а б л и ц а 2 
Частота встречаемости гаплотипов по локусу CS.7 (Киев) 
Gaplotype frequencies for the alleles for polymorphic locus CS. 7 in healthy donors, 
obligatory heterozygotes and affected CF-children in Kiev 

Анализируемая группа 
Число проана-
лизированных 

хромосом 

Число выявленных 
гаплотипов 

Частота выявленных 
гаплотипов 

Анализируемая группа 
Число проана-
лизированных 

хромосом 
A1 A2 А A2 

Гетерозиготные носители (роди-
тели детей с M B ) 46 20 26 0,435 0,565 
Дети , больные M B 22 3 19 0,136 0,864 
З д о р о в ы е доноры 18 10 8 0,556 0,444 

П р и м е ч а н и е . Гаплотип A\ соответствует отсутствию, гаплотип А г — наличию сай-
та рестрикции. Р а з л и ч и я м е ж д у частотами гаплотипов в а н а л и з и р у е м ы х группах до-
стоверны при P < 0 , 0 0 1 . 

T а б л и ц а 3 
Частота встречаемости ПДРФ-генотипов по локусам КМ-19 и CS.7 (Киев) 
Genotype frequencies for the alleles of polymorphic locus KM-19 and CS. 7 in healthy 
donors, obligatory heterozygotes and affected CF-children in Kiev 

Анализируемая группа 

Частота встречаемости генотипов 

Анализируемая группа 
A1A1 A1A2 B1B1 B1B2 B2B2 

Гетерозиготные носители 
M B (родители детей с M B ) 0,143 0,572 0,285 0,103 0,586 0,313 
Д е т и , больные M B — 0,25 0,75 — 0,243 0,727 
З д о р о в ы е д о н о р ы 0,33 0,45 0,22 0,375 0,5 0,125 

П р и м е ч а н и е . Р а з л и ч и я м е ж д у частотами д о с т о в е р н ы при P < 0 , 0 0 1 . 

здоровых доноров составляет 0,556 и существенно отличается от тако-
вой в группах гетерозиготных носителей MB и детей, больных MB 
(0,435 и 0,136 соответственно). 

С другой стороны, частота встречаемости хромосом 7 с наличием 
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сайта рестрикции для фермента рестрикции НіпбІ (длина фрагментов 
0,164 и 0,166 т. п. н., выявляемых с помощью электрофореза как фраг-
мент размером приблизительно 0,165 т. п. н.) составила в группе здо-
ровых доноров 0,444 и значительно отличалась от таковой в группах 
гетерозиготных носителей мутации MB и больных MB (0,565 и 0,864 
соответственно). 

Анализ частоты встречаемости генотипов в системе CS.7 свиде-
тельствует о неравновесном сцеплении аллели A2 (наличие сайта ре-
стрикции для фермента НіпбІ) с мутаци-
ей MB. Так, среди здоровых доноров гено-
тип А\А\ (гомозиготы по отсутствию сайта 
рестрикции) встречается с частотой 0,33, 
тогда как у гетерозиготных носителей MB 
этот генотип встречается гораздо реже 
(0,143), а у больных MB этот генотип не 
встречается вовсе. Напротив, генотип A2A2 
(гомозиготы по наличию сайта рестрикции) 
встречается с частотой всего лишь 0,12, в то 
время как среди гетерозиготных носителей 

Анализ П Д Р Ф Д Н К , сцепленного с геном MB, в 
семье С. с больным ребенком методом специфиче-
ской амплификации (система КМ-19): а — Д Н К ма-
тери ( / ) ; Д Н К отца (2); б — Д Н К здорового брата 
(7); Д Н К пробанда (2). Размер рестрикционных 
фрагментов указан в т. п. н. 
R F L P ana lys i s in family С. with cystic f ibrosis child 
by means of po lymerase chain reaction (KM-19): a — 
mate rna l DNA sample ( I ) 1 pa te rna l DNA sample (2): 
б — unaffec ted child DNA sample (1), CF-child's 
DNA sample (2) DNA f r a g m e n t size in kb 

MB этот показатель возрастает до 0,285, а у больных MB составляет 
0,75. Доля гетерозигот AiA2 для здоровых доноров составляет 0,45, для 
облигатных носителей мутантного гена MB и больных MB — 0,572 и 
0,25 соответственно. 

Сходные результаты имеют место при анализе ГІДРФ-генотипов 
системы KM-I9 (табл. 3). 

Полученные результаты позволяют сделать вывод о статистически 
достоверном неравновесном сцеплении MB с аллелью A2 в системе CS.7 
и аллелью B2 в системе КМ-19, что подтверждается соответствующими 
величинами стандартного коэффициента неравновесия As//As/ = 0,49 
и Δ$/ = 0,32 для аллелей A2 и B2 соответственно [13]. Эти данные дос-
товерно отличаются (Р<0 ,001) от таковых, полученных при исследо-
вании семей с высоким риском MB в системах KM-19/PstI и CS.7/ 
/Hinf6I в некоторых городах Италии [8j. 

На основании вышеперечисленных данных можно сделать вывод 
о высокой информативности пренательной диагностики в семьях с вы-
соким риском MB. На рисунке представлены результаты семейного 
ДНК-анализа в системе КМ-19 — рестриктаза PstI. Данная семья яв-
ляется полностью информативной для последующей пренатальнон диаг-
ностики MB. 

Неравновесность сцепления A2 и B2 аллелей с MB позволяет ис-
пользовать вышеописанный ДНК-анализ методом полимеразной цепной 
реакции для верификации диагноза MB, выявления гетерозиготного 
носительства и пренатальной диагностики в семьях, утративших боль-
ного ребенка. 
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L. A. Livshitz, V. I. Gryshko , S. A. Kravchenko, Т. E. lvashchenko, 
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S u m m a r у 

The allelic po lymorphism of human DNA loci linked with cystic f ibrosis gene ( D 7 S 2 3 ) 
was studied us ing polymerase chain reaction in the popula t ion of heal thy donors in Kiev. 
The marked l inkage disequil ibrium between cystic f ibrosis mu ta t ion and par t icu lar R E L P 
al le les in D7S23) loci (KM-19-cndonuclease Ps t I and CS.7-endonuclease НіпбІ sys tems) 
w a s found in the famil ies with the affected children. 
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