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В 97% всех случаев наследственного гемохроматоза (НГХ) причиной заболевания являются три основные мутации в гене 
HFE: C282Y, H63D и S65C. Известно, что около 85% пациентов с НГХ являются либо гомозиготными носителями мутации 
C282Y, либо несут компаунд-гетерозиготу C282Y/H63D. Таким образом, важное место в диагностике НГХ занимает 
молекулярно-генетическое исследование, направленное на определения этих трех мутаций в гене HFE. Цель настоящего 
исследования заключается в разработке методик для выявления мутаций C282Y, H63D и S65C на основе двух молекулярно-
генетических методов — ПЦР в режиме реального времени и пиросеквенирования. В качестве референсного метода 
использовали опубликованную методику (C.B. Moyses и соавт., 2008). С помощью этих методик было проанализировано 
129 образцов ДНК, дискордантных результатов получено не было. Среди исследованных клинических образцов ДНК 
мутантные аллели гена HFE были найдены в 42 (32,5%) образцах. Мутация C282Y обнаружена в гетерозиготном 
состоянии в 4 (3,1%) образцах, мутация H63D встречалась в гетерозиготном состоянии в 31 (24%) образце и в 
гомозиготном в 4 образцах (3%). Мутация S65C встречалась в гетерозиготном состоянии в одном образце (0,8%) и в 
одном образце (0,8%) детектировалась компаунд-гетерозигота H63D/S65C. Проведена сравнительная характеристика 
этих 3 методик по следующим параметрам: время, количество этапов анализа и удобство интерпретации результатов. 
К основным достоинствам метода, основанного на ПЦР в режиме реального времени, можно отнести время проведения 
анализа. К основным достоинствам пиросеквенирования — автоматическое определение генотипа.
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The three main mutations in gene HFE (C282Y, H63D, S65C) are the cause of development of 97% of cases of inherent hemochro-
matosis. It is known that about 85% of patients with inherent hemochromatosis are either homo-zygotic agents of mutation C282Y or 
carry compound-heterozygote C282Y/H63D. Therefore, the molecular genetic study intended for detection of these three mutations in 
gene HFE takes important place in diagnostic of inherent hemochromatosis. The study was organized to develop methods for  detec-
tion of mutations C282Y, H63D, S65C on the basis of two molecular genetic methods - polymerase chain reaction in real-time and 
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pyrosequenation. As reference method was used published method by Moyses C.B. et al. (2008). These methods were applied to ana-
lyzing 129 DNA samples. There were no discordant results. Among analyzed clinical DNA samples, mutant alleles of gene HFE were 
detected in 42 samples (32.5%)ю The mutation C282Y is detected in heterozygotic condition in 4 samples (3.1%); mutation H63D 
was detected in heterozygotic condition in 31 samples (24%) and in homo-zygotic condition in 4 samples (4%). The mutation S65C 
encountered in heterozygotic condition in one sample (0.8%) and in one sample compound-heterozygote H63D/S65C was detected 
(0.8%). The comparative characteristic of these three methods was made according the following parameters: time, number of analy-
sis stages and convenience of interpretation of results. The main merit of method based on polymerase chain reaction in real-time is 
time of analysis implementation. The main merit of method based on pyrosequenation is automatic identification of genotype.
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Введение. Наследственный гемохроматоз (НГХ) — 
аутосомно-рецессивное заболевание, связанное с нару-
шением метаболизма железа, что приводит к его повы-
шенному накоплению в органах и тканях. Заболевание 
встречается с частотой 3—8 случаев на 1000 человек в 
европейских популяциях [1]. Осложнениями НГХ могут 
быть такие тяжелые клинические состояния, как цирроз 
печени, застойная сердечная недостаточность, сердечная 
аритмия, эндокринный панкреатит. Большинство случаев 
НГХ связано с тремя основными миссенс-мутациями в 
гене hfe, кодирующем трансмембранный гликопротеин: 
c282y (845 g > a, rs1800562), h63D (187 c > g, rs1799945) 
и s65c (193 a > T, rs1800730) [2]. Эти мутации приводят к 
нарушению функций белка hfe, регулирующего абсорб-
цию железа [3]. Своевременная диагностика НГХ включа-
ет комплекс клинических и лабораторных исследований, 
среди которых, кроме биохимических анализов, важное 
место занимает молекулярно-генетическое исследование, 
направленное на определения основных мутаций в гене 
hfe, что необходимо для назначения терапии и корректи-
ровки лечения [4].

В североевропейских популяциях около 0,5% людей яв-
ляются гомозиготными носителями мутации c282y и 13% 
— гетерозиготными носителями. Частота мутации h63D ва-
рьирует от 10 до 30% [5]. Частота мутации s65c составляет 
1,5—2% и она не встречается в популяциях Азии и Африки 
[6]. В России частота мутантных аллелей в гене hfe состав-
ляет примерно 3,7%, для мутаций c282y, h63D и s65c 13% 
и 0,8%, соответственно [7—9].

Среди всех больных НГХ около 85% случаев заболевания 
связаны с гомозиготным носительством мутации c282y, при 
этом почти все пациенты также являются гомозиготными 
носителями мутации h63D [10]. При гетерозиготном носи-
тельстве мутации h63D обмен железа, как правило, наруша-
ется незначительно. В то же время одновременное наличие 
мутаций h63D и s65c коррелирует с появлением у больных 
клинически выраженных симптомов.

Цель данного исследования заключалась в разработке и 
сравнительной характеристике двух диагностических ме-
тодик для выявления мутаций c282y, h63D и s65c в гене 
hfe. Одна методика основана на ПЦР в режиме реального 
времени с использованием конформационно-блокированных 
олигонуклеотидных зондов, а вторая — на методике опреде-
ления нуклеотидной последовательности соответствующих 

фрагментов гена hfe с помощью пиросеквенирования.  
В качестве метода сравнения была использована ранее опу-
бликованная методика для определения этих мутаций, осно-
ванная на переносе энергии флюоресцентного резонанса 
(ПЦР-freT) [11].

Материал и методы. Исследовано 129 образцов ДНК, 
выделенных из крови лиц, проживающих на территории Мо-
сквы. Выделение ДНК проводили с использованием набора 
реагентов РИБО-преп с предварительной обработкой реаген-
том «Гемолитик» и разведенных до концентрации 1 нг/мкл. 
Для измерения концентрации ДНК использовали методику 
для количественного определения копий гена b-глобина, 
основанную на ПЦР в режиме реального времени. Все ис-
пользованные наборы реагентов произведены в ФБУН «Цен-
тральный НИИ эпидемиологии» (Москва).

Методика 1 (пиросеквенирование). Реакцию пиросекве-
нирования проводили с помощью системы генетического 
анализа pyromarkQ24 (Qiagen, Германия). Для амплифика-
ции участков гена hfe, несущих мутации c282y, h63D и 
s65c, использовали две ПЦР-смеси. Первая ПЦР-смесь со-
держит праймеры для определения мутации c282y, вторая 
— для мутаций s65c и h63D. Подбор праймеров для про-
ведения пиросеквенирования выполнен с учетом рекомен-
даций производителя оборудования. Места отжига прай-
меров для амплификации и секвенирования показаны на 
рис. 1. Постановку ПЦР, пробоподготовку и пиросеквени-
рование проводили в соответствии с инструкцией к набору 
реагентов АмплиСенсÒ Пироскрин (ФБУН «Центральный 
НИИ эпидемиологии» (Москва) и рекомендациями фирмы 
«Qiagen» (Германия). Анализ области изучаемых полимор-
физмов осуществляется автоматически программным обе-
спечением прибора (версия 2.0.6) на основании относитель-
ных высот сигналов в полиморфной области по отношению 
к сигналам, соответствующих референсным нуклеотидам 
[12]. Для определения нуклеотидной последовательности 
области гена hfe, содержащего мутацию c282y, использо-
вали следующий порядок добавления нуклеотидов в реак-
ционную смесь: gcTacgTa, при анализе полученных ре-
зультатов использовали последовательность c/TacgTaTaT. 
Для области гена hfe, содержащей мутации h63D и s65c, 
использовали следующий порядок подачи нуклеотидов в 
реакционную смесь: TcgaTgacgaTgTc, при анализе ре-
зультатов использовали последовательность c/gaTgaga/
TgTcgccg.
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Методика 2 (ПЦР в режиме реального времени). Опреде-
ление генотипов c282y, h63D и s65c проводили с помощью 
двух ПЦР-смесей, содержащих те же праймеры, что и при 
пиросеквенировании, в режиме реального времени на ам-
плификаторах rotor-gene 6000 (corbett research, Австралия) 
и rotor-gene Q («Qiagen», Германия). Первая ПЦР-смесь 
содержала праймеры и 4 зонда для определения мутаций 
c282y/h63D, вторая — праймеры и 2 зонда для определе-
ния мутации s65c (см. рис. 1). Каждый зонд содержал 4—5 
конформационно-блокированных нуклеотида. ПЦР ставили 
по следующей схеме: реакционная смесь объемом 25 мкл 
включала: смесь 0,44 мМ дезоксинуклеозидтрифосфатов, 0,2 
мкМ праймеров, 0,1 мкМ зондов, «Полимераза Taq-f» — 0,5 
мкл, ОТ-ПЦР-смесь — 4,5 мкл и выделенная ДНК — 10 мкл. 
Использовали следующую программу амплификации: 95°c 
— 15 мин (1 цикл); 95°c — 10 с и 60°c — 20 с (45 циклов). 
Для определения генотипа исследуемых образцов ДНК уста-
навливали значения пороговых циклов для 4 каналов флюо-
ресценции: green (для мутации h63D детектируется аллель 
c в первой реакционной смеси, для мутации s65c аллель a 
— во второй реакционной смеси), yellow (для мутации h63D 
детектируется аллель g в первой реакционной смеси, для 
мутации s65c аллель T — во второй), Orange (для мутации 
c282y детектируется аллель g в первой реакционной смеси) 
и red (для мутации c282y детектируется аллель a в первой 
реакционной смеси), и рассчитывали разность значений по-
роговых циклов между каналами green и yellow для опреде-
ления мутаций h63D и s65c и между каналами Orange и red 
для определения мутации c282y.

Методика 3 (ПЦР-FRET). В качестве метода сравнения 
использована методика, предложенная c.b. moyses и соавт. 
[11]. Амплификацию проводили на приборах rotor gene 
6000 (corbett research, Австралия) и rotor-gene Q (фирмы 
«Qiagen», Германия); использованы программа амплифика-
ции и алгоритм учета результатов согласно методике [11]. 
Определение генотипов c282y, h63D и s65c референсным 
методом ПЦР-freT осуществляли по температуре плавле-
ния дуплекса амплифицированной ДНК и детектирующих 
зондов в одной ПЦР-смеси.

При постановке ПЦР в режиме реального времени (ме-
тодика 2) и ПЦР-freT (методика 3) были использованы 
положительный и отрицательный контрольные образцы.  
В качестве положительного контроля использовали клониро-
ванные в вектор pgem-T нуклеотидные последовательности 
гена hfe, фланкированные соответствующими праймерами 
(см. рис. 1), как содержащие, так и не содержащие мутации 
c282y, h63D и s65c. Клонирование проводили по стан-
дартной методике с использованием реагентов производства 
promega и agilent Technologies (США) [13].

Все реактивы, использованные при разработке методик 
1 и 2, а также реагенты для методики 3 были произведены 
в ФБУН «Центральный НИИ эпидемиологии» (Москва), за 
исключением стрептовидиновой сефарозы (реагент для про-
боподготовки [12]) и набора pyromark gold Q96 reagents  
(5 × 96) («Qiagen», Германия).

Результаты. С помощью разработанной методики на 
основе метода пиросеквенирования показано, что среди 129 
исследованных образцов ДНК мутантные аллели гена hfe 

Рис. 1. Олигонуклеотиды для проведения ПЦР в режиме реального времени и пиросеквенирования фрагментов гена hfe, 
содержащих мутации c282y, h63D и s65c (полиморфные нуклеотиды отмечены подчеркиванием).
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были найдены в 42 (32,5%) образцах. Мутация c282y обна-
ружена в гетерозиготном состоянии в 4 (3,1%) образцах; с 
наибольшей частотой была выявлена мутация h63D, которая 
встречалась в гетерозиготном состоянии в 31 (24%) образце 
и в гомозиготном в 4 (3%) образцах . Мутация s65c встре-
чалась в гетерозиготном состоянии в 1 (0,8%) образце, и в 1 
(0,8%) образце детектировали компаунд-гетерозиготу h63D/
s65c . Таким образом, частоты мутантных аллелей состави-
ли 3,1%, для мутаций c282y, h63D и s65c 27 и 0,8%, со-
ответственно. На рис. 2 приведены примеры детектирования 
генотипов gg и ga мутации c282y, а также генотипов cc/
aa и cg/aT мутаций h63D/s65c. Поскольку праймер для 
секвенирования участка гена hfe, содержащего мутацию 
c282y, ориентирован в обратном направлении, выявленные 
генотипы следует обозначать как СС и cT.

Исследование генетических локусов гена hfe методом 
ПЦР в режиме реального времени показало такие же резуль-
таты генотипирования, как и полученные методом пиросек-
венирования.

Обсуждение. Разработка и апробация двух диагностиче-
ских методик, а также валидация результатов референсным 
методом позволили нам оценить преимущества и недостатки 
каждого из них по следующим основным параметрам: время 
проведения реакции; количество реакционных смесей, необ-
ходимых для одновременного детектирования трех анализи-
руемых мутаций, а также различные возможности и удобство 
интерпретации результатов. Сравнение 3 методик показало, 
что минимальное время затрачивается на проведение ПЦР 
в режиме реального времени (около 110 мин). Примерно 
на 20 мин больше протекает реакция ПЦР-freT (около 130 
мин). Больше всего времени занимает постановка реакции 
пиросеквенирования, включающей 2 этапа — амплифика-
цию продукта реакции ПЦР (около 110 мин) и последующее 
определение нуклеотидной последовательности, которое за-
нимает около 30 мин. Таким образом, общее время анализа 
составляет около 140 мин.

Проведение реакций ПЦР в режиме реального времени 
и пиросеквенирования предполагает использование 2 ПЦР-
смесей: первая ПЦР-смесь для одновременного определения 
2 мутаций, а вторая ПЦР-смесь для определения 3-й мута-
ции. В методике ПЦР-freT используется одна ПЦР-смесь, 
что упрощает процедуру проведения анализа и снижает риск 
контаминации.

Интерпретация результатов, полученных с помощью этих 

методик, может проводиться по-разному, в зависимости от 
возможностей программного обеспечения используемого при-
бора. К основным достоинствам метода пиросеквенирования 
можно отнести автоматический анализ результатов секвени-
рования [12]. В отличие от пиросеквенирования обработка 
результатов и определение генотипов, полученных методом 
ПЦР в режиме реального времени и с помощью ПЦР-freT 
[11], проводится на основе анализа кривых накопления флюо-
ресценции (методика 2) или анализа дифференциальных гра-
фиков кривых плавления (методика 3) с помощью различных 
инструментов программного обеспечения приборов для про-
ведения ПЦР в режиме реального времени.

Если задачей работы является исследование сразу боль-
шого количества образцов, методом ПЦР в режиме реально-
го времени одновременно возможно анализировать 48 проб, 
а ПЦР-freT — 96. При проведении секвенирования на при-
боре pyromark Q24 в одной постановке можно поставить 
12 или 24 образца (при одновременной амплификации всех 
трех мишеней). Если используются другие пиросеквенато-
ры, такие как Qseq (bio molecular system, Австралия) [14], 
или другие системы генетического анализа серии pyromark, 
например pyromark Q96 ID (Qiagen, Германия), количество 
одновременно анализируемых образцов может быть увели-
чено до 48 и 96, соответственно.

К дополнительным преимуществам пиросеквенирования 
также следует отнести отсутствие необходимости в исполь-
зовании ПКО, в то время как при любых вариантах проведе-
ния ПЦР в режиме реального времени (методики 2 и 3) ПКО 
используется обязательно.

Заключение. Таким образом, разработанные нами мето-
дики на основе двух молекулярно-генетических методов — 
ПЦР в реальном времени и пиросеквенирования позволяют 
достаточно быстро проводить генетический анализ локусов 
гена hfe для выявления мутаций c282y, h63D и s65c. Их 
использование целесообразно в клинической практике для 
выявления лиц, имеющих генетическую предрасположен-
ность к наследственному гемохроматозу. Полученные нами 
результаты распределения мутантных аллелей в гене hfe 
показали, что их частота составила 3,1%, для c282y, h63D 
и s65c, 27 и 0,8% соответственно, что согласуется с данны-
ми по распространению этих мутаций на территории Рос-
сии [7, 8].

Исследование не имело спонсорской поддержки.
Авторы заявляют об отсутствии конфликта интересов.

Рис. 2. Примеры результатов пиросеквенирования фрагментов гена hfe.
1 — результат секвенирования фрагмента с мутацией c282y: А — мутация не обнаружена (генотип gg), Б — мутация обнаружена в гетерозиготном 
состоянии (генотип ga); 2 — результат секвенирования фрагмента с мутациями h63D и s65c: А — мутация не обнаружена (генотипы СС и aa), 
Б — компаунд-гетерозигота (генотипы cg и aT).
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