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СУБПОПУЛЯЦІЇ НЕЙТРОФІЛІВ 
ПЕРИФЕРИЧНОЇ КРОВІ ТА МОЖЛИВОСТІ 

HCT-ТЕСТУ В ДІАГНОСТИЦІ ЗАХВОРЮВАНЬ 
НОВОНАРОДЖЕНИХ

І.Г. Герасимов

На підставі аналізу літературних даних показані нові 

можливості застосування НСТ-тесту в діагностиці захво-

рювань і станів новонароджених. Наведені особливості 

проведення і результатів, що одержують, в порівняні з 

дорослими. Проаналізовані зміни вмісту субпопуляцій 

нейтрофілів, що визначаються за допомогою НСТ-тесту, 

а також кінетичні параметри процесу.

SUBPOPULATIONS NEUTOPHILS 
OF PERIPHERAL BLOOD AND NST-TEST 

POSSIBILITY IN DIAGNOSTICS 
OF DISEASES OF NEWBORNS

I.G. Gerasimov

On the basis of the analysis of literary data new possibili-

ties of the NBT-test in diagnostics of diseases and conditions 

of newborns are shown. Features of carrying out and results 

received thus in comparison to adults are specified. Changes 

in the maintenance of subpopulations neutophils, defined by 

means of the NBT-test, and also kinetic parameters of pro-

cess are analyzed.

УДК 616.37-008.6-056.7:577.21

Г.В. Макух

АЛГОРИТМ МОЛЕКУЛЯРНО-

ГЕНЕТИЧНОГО АНАЛІЗУ МУТАЦІЙ ГЕНА 

ТРБМ ДЛЯ ПРАКТИЧНОЇ ДІАГНОСТИКИ 

МУКОВІСЦИДОЗУ

ДУ “Інститут спадкової патології НАМН України”, 
м. Львів, Україна

Муковісцидоз (МВ, Cystic fibrosis: OMIM 

219700) — моногенне захворювання з поліорган-

ною маніфестацією, причиною якого є мутації 

гена трансмембранного регуляторного білка 

муковісцидозу (ТРБМ, CFTR). Для захворювання 

є характерним значний клінічний та генетичний 

поліморфізм. У хворих на МВ секрети екзокрин-

них залоз густішають, що призводить до розвитку 

мультисистемного захворювання з ураженням 
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бронхолегеневої системи, системи травлення, 

у першу чергу підшлункової залози і печінки, 

репродуктивної системи і, у результаті, до пе-

редчасної загибелі. Завдяки більш агресивним 

методикам терапії за останні кілька десятиліть 

медіана віку виживання хворих на МВ у розви-

нутих країнах перевищила рівень 30 років [13].

Молекулярно-генетичне тестування мутацій 

гена ТРБМ є необхідною складовою верифіка-

ції діагнозу МВ, диференціальної діагностики 

складних форм MB, детекції здорових гетеро-

зиготних носіїв захворювання, пренатальної 

діагностики МВ, визначення характеру перебігу 

хвороби і нових етіопатогенетичних підходів до 

її лікування [2, 8, 9]. На сьогодні виявлено 1864 

мутації гена, відповідальних за розвиток симп-

томів MB, з яких більшість є рідкісними або 

навіть унікальними [www.genet.sickkids.on.ca]. 

Мутації гена CFTR можна розділяють на п’ять 

загальних класів у залежності від типу відомого 

чи передбачуваного молекулярного порушення. 

Вплив специфічної CFTR мутації на важкість 

захворювання залежить від різних факторів та-

ких, як тип мутації (міссенс-мутації, делеційний 

зсув рамки і т.д.), впливу мутації на структуру 

і функцію (клас мутації) і положення мутації 

усередині гену (локалізація у функціональних 

або структурних регіонах).

Незважаючи на велике число мутацій яке 

характерне для гена ТРБМ, для практичної мо -

лекулярно-генетичної діагностики проводить-

ся дослідження найбільш поширених мутацій. 

Рекомендації про стратегію проведення моле-

кулярно-генетичного тестування МВ на основі 

частот мутацій гена ТРБМ у конкретних популя-

ціях сформульовані Європейською робочою 

групою із проблем МВ [8]. Такий підхід дозволяє 

зменшити фінансові та робочі витрати на про-

ведення молекулярно-генетичної діагностики 

МВ, одночасно підвищуючи її ефективність.

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ

Проводили виділення та очистку ДНК із лей -

коцитів периферійної крові модифікованим стан-

дартним метом фенол-хлороформної екстракції 

або методом висолювання [5]. У випадках прена-

тальної діагностики МВ виділяли ДНК із клітин 

амніотичних вод та хоріона. На подальших етапах 

дослідження проводили ампліфікацію послі-

довностей ДНК in vitro, використовуючи метод 

полімеразної ланцюгової реакції (ПЛР) [3, 4]. 

ПЛР проводили в автоматич ному режимі на тер-

моциклері “Терцик” (“ДНК-технология”, Росія). 

Олігонуклеотидні праймери були синтезовані в 

Інституті Біоорганічної хімії РАН (м. Москва, 

Росія) та фірмою “Fermentas” (Вільнюс, Литва). 

Використовували ендонуклеази рестрикції та 

термостабільну Taq-полімеразу (“Fermentas”, 

Вільнюс, Литва). Для ідентифікації мутацій гена 

ТРБМ застосовували метод рестрикійного аналі-

зу, гетеродуплексний аналіз, делеційний аналіз 

продуктів ПЛР, DGGE. Залежно від типу дослід-

жуваних мутацій проводили аналіз продуктів 

ПЛР шляхом електрофорезу у агарозному або 

поліакриламідному гелях. Секвенування окремих 

зразків ДНК проводили методом капілярного 

електрофорезу на приладі 3130xl Genetic Analyzer 

(Applied Biosystems).

Щорічно, починаючи із 2005 року, лабора-

торія успішно бере участь у Європейській схемі 

зовнішнього контролю якості ДНК діагностики 

муковісцидозу (CF EQA, http://cf.eqascheme.

org/).

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

З 1998 по 2010 рік молекулярно-генетичне 

тестування мутацій гена ТРБМ проведено у 515 

осіб з підозрою на МВ (рецидивуючі бронхо-

обструктивні захворювання та/або позитивний 

результат потової проби та/або пролонгована 

стеаторея та/ або гіпотрофія) та у 778 їх родичів 

першого ступеню спорідненості. Діагноз МВ 

було встановлено у 170 пробандів у віці від 2 — 

місяців до 18 років відповідно до рекомендацій 

B.J. Rosenstein, G.R. Cutting [12]. У дослідженні 

ідентифіковано 23 алелі та 39 різних генотипів 

гена ТРБМ. Частота та спектр ідентифікованих 

нами мутацій гена ТРБМ у 170 хворих на МВ 

наведено у табл. Як і в інших популяціях, най-

більш інформативною для генетичної діагнос-

тики МВ є делеція трьох нуклеотидів — мутація 

F508del (55,9% усіх мутантних алелів, табл.), яка 

є мажорною для усіх вивчених етнічних груп у 

Європейсько-азіатській популяції. Високий від-

соток серед ідентифікованих мутацій гена ТРБМ 

становить протяжна делеція CFTRdele2,3(21kb), 

яка охоплює інтрони 1–3, екзони 2 і 3 даного 

гена та має розмір 21 т.п.н і носить назву сло-

в’янської мутації. Першим етапом молеку ляр-

но-генетичної діагностики МВ є аналіз мута-

ції F508del, одночасно, із яким ми проводимо 

детекцію делеції CFTRdele2,3(21kb) [3]. Для 

детекції мутацій G542X та N1303K розроблено 

умови мультилокусної ПЛР, із використанням 
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двох пар праймерів: фланкуючі локус можливої 

мутації ділянці ДНК екзона 11 гена ТРБМ та 

гомологічні фрагменту екзона 21 гена ТРБМ, 

оскільки, обидві мутації спричинюють зміну 

сайтів рестрикції однієї ендонуклеази. Такий 

підхід на 50% зменшує кількість усіх розхідних 

реагентів та скорочує робочі витрати на про-

ведення дослідження [3].

Серед пацієнтів із неідентифікованими му-

таціями гена ТРБМ переважну більшість стано-

вили ті, у яких в одному алелі виявлено мутацію 

F508del, а інший алель залишається неіденти-

фікованим. Такі результати спонукали до по-

шуку інших специфічних мутацій, що подібно 

як мутація CFTRdele2,3(21kb) значно поширені 

у хворих на МВ слов‘янського походження, про-

те зовсім не зустрічаються у інших популяціях. 

Після секвенування екзону 13 гена ТРБМ ми ви-

явили, що у 16 зразках ДНК є одна і та ж мутація 

2184insA [3, 7]. Даний локус екзону 13 гена ТРБМ 

містить полі-А послідовність і делеція одного 

чи двох нуклеотидів є поширеною мутацією 

гена ТРБМ, яка включена у панель тестування 

комерційних наборів для аналізу мутацій гена 

ТРБМ. Проте, 2184insA є за типом перебудови 

інсерцією, яка спричинює зсув рамки зчитування 

і не виявляється стандартними тест-системами 

[10]. Встановивши високу інформативність тес-

тування мутації 2184insA у хворих з підозрою 

на МВ з України, ми розробили та запровадили 

аналіз даної мутації для практичної молеку-

лярно-генетичної діагностики МВ [6, 7].

Частота інших мінорних мутацій гена ТРБМ, 

згідно отриманих результатів, становить мен-

ше 2% (табл.). Окремі алелі, що виявлені в 

одиноч них випадках, були ідентифікованими 

у результаті співпраці з іншими науковим цен-

трами. Спектр мутацій, тестування яких до-

ступно в молекулярно-генетичній лабораторії 

ДУ “Інститут спадкової патології НАМНУ” 

є таким: F508del, I507del, F508C, 1677delTA, 

G542X, N1303K, CFTRdele2,3(21kb), 2184insA, 

2143delT, W1282Х, G551D, R553X, R117H, R334W, 

G551S, R347P, R347H, R347L, R347C, D1270N, 

I336K, R560T, S549I, S549N, Y122X, 621+1G-T, 

3849+10kbC/T, 1898+1G>A, 1717-1G>A. Повну 

панель генетичного тестування мутацій гена 

ТРБМ, включно із аналізом поліморфного локу-

су IVS8 polyT (5T/7T/9T), ми застосовуємо при 

ДНК діагностиці у чоловіків із клінічними озна-

ками генітальної форми МВ.

Як видно із результатів, наведених у табл., 

загальне число ідентифікованих алелів серед 170 

пацієнтів становить 88,3% й зросло у порівнянні 

із попередніми дослідженнями. Отримані показ-

ники відповідають вимогам щодо впровадження 

програми дво-крокового (IRT/DNA) неонаталь-

ного скринінгу на муковісцидоз, який покращить 

ступінь раннього виявлення випадків МВ [11].

Як свідчать результати роботи, при невели-

ких обсягах генетичної діагностики МВ в об -

ласних МГК, нерентабельним є введення тес-

тування широкого спектру мутацій ТРБМ. Як 

свідчить досвід європейських лабораторних цент-

рів, доцільним є організація кількох (2-3 як для 

території України) високо спеціалізованих лабо-

раторій, де б проводилося секвенування зразків 

Таблиця

Частота та спектр ідентифікованих 
мутацій гена ТРБМ

Мутація гена ТРБМ

Кількість 
вияв-
лених 
алелів

Частота, 
%

F508del (c.1520_1522delTCT) 190 55,9

2184insA (c.2052_2053insA) 26 7,6

N1303K (c.3909C>G) 20 5,9

c.CFTRdele2,3(21kb) 14 4,1

G542X (c.1624G>T) 10 2,9

3849+10kbC>T 
(c.3717+12191C>T)

6 1,8

W1282X (c.3846G>A) 6 1,8

1898+1G>A (c.1766+1G>A) 4 1,2

R553X (c.1657C>T) 3 0,9

2143delT (c.2012delT) 3 0,9

621+1G>T (c.489+1G>T) 3 0,9

R334W (c.1000C>T) 2 0,6

3272-11 A>G (c.3140-11A>G) 2 0,6

185+1G>T (c.53+1G>T) 2 0,6

E92K (c.274G>A) 1 0,3

R347H (c.1040G>A) 1 0,3

Y362X (c.1086T>A) 1 0,3

1717-1G>A (c.1585-1G>A) 1 0,3

2183AA>G (c.2051_2052delAA) 1 0,3

L257G (c.436G>A) 1 0,3

R1186X (19 ex) 1 0,3

W79X(c.236G>A) 1 0,3

2721del11 (c.2589_2599del 
AATTTGGTGCT)

1 0,3

Разом 300 88,3

Неідентифікованих 40 11,7
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Рис. Рекомендований алгоритм молекулярно-генетичного тестування мутацій гена ТРБМ

ДНК пацієнтів із діагнозом МВ та неіденти-

фікованою однією чи двома мутаціями гена 

ТРБМ. Ґрунтуючись на результатах проведених 

десятирічних досліджень, вважаємо доцільним 

введення для практичної ДНК діагностики МВ 

тестування мутацій F508del, CFTRdele2,3(21kb), 

G542X, N1303K та 2184insA, сумарна інформа-

тивність яких є понад 75% [3]. Розроблений нами 

спосіб тестування даних мутацій значно ско-

рочує час і витрати реагентів на проведення 

досліджень, і є значно дешевшим у порівнянні 

із комерційними аналогами [3, 5].

Для розрахунку генетичного ризику при 

проведенні молекулярно-генетичного аналізу 
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необхідні дані про поширеність гетерозиготного 

носійства мутантних алелів в загальній популяції 

[8]. Проведено генетичне тестуваня 720 здорових 

осіб, і встановлено, що частота гетерозиготного 

носійства мутацій гена ТРБМ становить 1 на 29 і 

відповідно очікувана частота МВ в Україні 1 на 

3364 новонароджених. Таким чином, кожного 

року в Україні (509.000 новонароджених (http://

www.moz.gov.ua/)) очікується народження 143 

хворих на муковісцидоз і 47 із них у Західному 

регіоні України (середня народжуваність у 1998–

2008 роках — 119.000).

Наш досвід вивчення частот мутацій ТРБМ 

в українській популяції дозволяє рекомендува-

ти для медико-генетичної служби України при 

підозрі на МВ дослідження мутації гена ТРБМ, 

у порядку наведеному на рис. Окрім алгоритму 

проведення досліджень, на основі власних ре-

зультатів, ми обчислили відносний ризик бути 

гетерозиготним носієм мутацій гена ТРБМ та 

бути хворим на муковісцидоз при різних ва-

ріантах результатів молекулярно-генетичного 

дослідження.

Слід звернути увагу на коректну інтерпрета-

цію лікарями результатів генетичного тестування 

мутацій гена ТРБМ. Якщо внаслідок генетич-

ного тестування було виявлено мутації у двох 

алелях гена ТРБМ (гомозиготи або компаунд 

гетерозиготи), діагноз муковісцидоз є повністю 

підтвердженим. Така сім’я є повністю інформа-

тивною для проведення пренатальної діагнос-

тики муковісцидозу. Ідентифікація однієї мутації 

у пробанда із клінічними проявами МВ підтверд-

жує діагноз муковісцидоз. Це пробанди гетеро-

зиготи за мутаціями гена ТРБМ. Результат “Не 

виявлено досліджуваних мутацій гена ТРБМ” 

вказує на відсутність у даного індивіда дослід-

жуваних мутацій, і не заперечує діагноз муковіс-

цидоз. Проте слід зважити, що ризик МВ змен -

шується залежно від кількості протестованих 

мутацій (рис.). Так після, тестування запропо-

нованого спектру мутацій цей показник стано-

вить 1 на 14016. У випадках, коли у пацієнта не 

ідентифіковано мутації гену ТРБМ, діагноз МВ 

може бути встановлений на підставі кількара-

зового позитивного результату потового тесту 

[13]. Тільки у таких випадках доцільним є про-

ведення детекції рідкісних мутацій гена ТРБМ 

та поглиблений аналіз шляхом секвенування у 

спеціалізованих центрах. Мутації гена ТРБМ, 

що були ідентифікованими у хворого на МВ ви -

являються й у членів його родини.

ВИСНОВКИ

1. На підставі аналізу результатів молекуляр-

но-генетичного тестування мутацій гена ТРБМ, 

проведеного з 1998 по 2010 роки, встановлено 

частоту та спектр алелів гена та запропоновано 

алгоритм молекулярно-генетичного тестування 

мутацій гена ТРБМ для практичної діагностики 

МВ й медико-генетичного консультування.

2. На основі тестування здорових осіб, вста-

новлено, що частота гетерозиготного носійства 

мутацій гена ТРБМ становить 1 на 29 і відпо-

відно очікувана частота МВ в Україні 1 на 3364 

новонароджених.

3. Вперше встановлено, що у хворих на МВ з 

України другою за частотою є мутація 2184insA, 

інформативність якої становить понад 7%.

4. Отримані результати вказують на доціль-

ність введення в практику медико-генетичної 

служби України для практичної діагностики МВ 

тестування мутацій F508del, CFTRdele2,3(21kb), 

G542X, N1303K та 2184insA, сумарна інформа-

тивність яких становить понад 75%.
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АЛГОРИТМ МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИЧЕСКОГО 
АНАЛИЗА МУТАЦИЙ ГЕНА ТРБМ 

ДЛЯ ПРАКТИЧЕСКОЙ ДИАГНОСТИКИ 
МУКОВИСЦИДОЗА

Г.В. Макух

На основе результатов молекулярно-генетического 

исследования мутаций гена ТРБМ, установлена частота и 

спектр аллелей гена и предложен алгоритм молекулярно-

генетического тестирования мутаций гена ТРБМ для прак -

тической диагностики муковисцидоза и медико-генети-

ческого консультирования. По результатам генетическо-

го тестирования здоровых лиц, установлено, что частота 

гетерозиготного носительства мутаций гена ТРБМ со-

ставляет 1 на 29 и соответственно ожидаемая частота 

муковисцидоза в Украине 1 на 3364 новорожденных. Ру-

ководствуясь рекомендациями относительно стратегии 

проведения молекулярно-генетического тестирования 

муковисцидоза на основе частот мутаций гена ТРБМ в 

конкретных популяциях и на основании полученных ре -

зультатов считаем целесообразным внедрение для прак-

тического использования в Украине тестирование му-

таций F508del, CFTRdele2, 3 (21kb), G542X, N1303K и 

2184insA, суммарная информативность которых превы-

шает 75%. В алгоритме приведены вычисленные показа-

тели риска гетерозиготного носительства мутаций гена 

ТРБМ и риска муковисцидоза при различных вариантах 

результатов молекулярно-генетического исследования.

ALGORITHM OF CFTR GENE MUTATIONS 
MOLECULAR-GENETIC ANALYSIS FOR CYSTIC 

FIBROSIS PRACTICAL DIAGNOSTICS
H.V. Makukh

Based on molecular genetic studies of CFTR gene mu-

tations, the frequency and range of alleles of the gene and 

the algorithm of molecular — genetic testing for CFTR gene 

mutations for practical diagnosis of cystic fibrosis and medical 

genetic consultation has been developed. According to the 

results of genetic testing of healthy individuals, the frequency 

of CFTR gene mutations heterozygous carriers is 1 in 29 and 

the expected frequency of cystic fibrosis in Ukraine 1 in 3364 

newborns respectively. Following the recommendations about 

the strategy of cystic fibrosis molecular genetic testing based 

on the frequencies of CFTR gene mutations in specific popu-

lations and taking into account obtained results we consider it 

appropriate the introduction to practical use in Ukraine test-

ing of the mutations F508del, CFTRdele2, 3 (21kb), G542X, 

N1303K and 2184insA, informative summary of over 75%. 

The calculated figure of risk of being heterozygous carrier of 

CFTR gene mutations and suffer of cystic fibrosis depend on 

the results of molecular genetic testing are given.
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