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Муковисцидоз (МВ) – тяжелое моногенное 
орфанное наследственное заболевание с аутосом-
но-рецессивным типом наследования [2, 4]. Ген 
трансмембранного регулятора кистозного фибро-
за (CFTR), ответственный за развитие МВ, был 
клонирован в 1989 г. [16]. Это стало точкой отсче-
та для развития международного проекта Cystic 
Fibrosis Genetic Analysis Consortium (CFGAC), 
основной задачей которого стал поиск мутаций 
в гене CFTR [23, 26]. Данный ген расположен 
на 7-й хромосоме в регионе 7q31.2 с протяжен-
ностью 250 000 пар нуклеотидов, состоит из 27 
белок-кодирующих частей (экзонов) и является 
одним из самым часто мутирующих в геноме че-
ловека [9]. К настоящему времени в регулярно 
обновляемой базе данных CFGAC (www.genet.
sickkids.on.ca/cftr) имеется информация о более 
чем 2000 мутаций в гене CFTR, локализованных 
на протяжении всего гена [7]. По данным Нацио-
нального регистра МВ 2015 г., в России выявле-
но 155 мутантных аллелей гена CFTR [2], боль-
шинство из которых весьма редки (частота менее 

1 %). Самыми частыми мутациями (более 2 %) в 
РФ являются F508del (52 % общего числа мутант-
ных аллелей в объединенной выборке пациентов 
с МВ), CFTRdele2,3 (5,68 %), E92K (2,43 %), 
3849+10kbC>T (2,10 %). Все остальные мутации 
редкие либо вообще уникальные для пациентов 
с МВ [1].

Согласно рекомендациям Европейского кон-
сенсуса по МВ, диагностический метод должен 
выявлять хотя бы одну клинически значимую 
мутацию в гене CFTR не менее чем у 90 % па-
циентов с МВ [12]. Использование ограниченной 
панели мутаций обеспечивает невысокую диа-
гностическую чувствительность в генетически 
гетерогенных популяциях, к которым относится 
и население России [2]. Стратегия молекулярной 
диагностики МВ, рекомендованная Националь-
ным консенсусом по МВ, включает несколько 
последовательных этапов [2]. На первом этапе 
проводится поиск мутаций, наиболее часто встре-
чающихся в исследуемой популяции, на вто-
ром – более редких мутаций с использованием 
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технологий секвенирования по Сэнгеру или но-
вого поколения (next generation sequencing, NGS), 
на третьем этапе выявляют протяженные пере-
стройки в последовательности гена (делеции/ду-
пликации) методом мультиплексной амплифика-
ции проб с помощью лигирования (MLPA) [27]. 
Несмотря на наличие современных генетических 
лабораторий в России, позволяющих выполнять 
исчерпывающий анализ гена CFTR, быстрота 
проведения и доступность подобных исследова-
ний на удаленных территориях минимальна, что 
обусловлено как их дороговизной, так и позици-
ей врачей-генетиков, отводящих молекулярно-
генетической диагностике МВ вспомогательную 
роль.

Установленный генотип может служить неза-
висимым фактором прогноза продолжительности 
жизни больного МВ [2]. Кроме того, с появлени-
ем таргетной терапии МВ точное определение 
молекулярного дефекта в гене CFTR становится 
актуальным как никогда [11]. Несмотря на насто-
ятельные рекомендации вести поиск генетическо-
го дефекта максимально быстро после получения 
положительного ретеста в рамках программы нео- 
натального скрининга на МВ и положительного 
потового теста [2, 12], для многих пациентов из 
регионов РФ определение мутаций затягивается 
на месяцы. Это обусловлено в основном пробле-
мами экономической доступности теста и време-
нем выполнения на базе федеральных медико-ге-
нетических центров. Так, поиск частых мутаций 
занимает до трех недель, и еще дольше проводит-
ся секвенирование. Несмотря на развитие техно-
логий секвенирования нового поколения NGS, их 
востребованность в клинической практике все 
еще ограничена диапазоном научных (по боль-
шей части ретроспективных) исследований [22]. 
Методы NGS достаточно ресурсозатратны, до-
роги в плане материально-технического обеспе-
чения и требуют проведения корректного биоин-
формационного анализа. Более того, ни один из 
методов NGS до настоящего времени не сертифи-
цирован на территории России для клинического 
применения. Поэтому в ближайшей перспективе 
их использование остается прерогативой круп-
ных научных центров.

Между тем наличие минимума современ-
ного лабораторного оборудования в виде ПЦР-
амплификатора с функцией анализа кривых 
плавления и генетического анализатора, позво-
ляющего проводить классическое секвенирова-
ние нуклеотидной последовательности по мето-
ду Сэнгера, дает возможность в короткий срок 
наладить быструю молекулярно-генетическую 
диагностику МВ даже на региональном уровне. 
Известный с начала 2000-х годов метод плавле-

ния высокого разрешения (high resolution melting, 
HRM) является достаточно быстрым и высоко-
производительным для предварительного ска-
нирования мутаций и генотипирования в любом 
интересующем исследователя регионе генома 
[28]. HRM представляет собой нетрудоемкую и 
относительно быструю (в сравнении с секвени-
рованием) методику сканирования неизвестных 
мутаций и генотипирования известных мутаций с 
минимальной вероятностью перекрестной конта-
минации ампликонов за счет закрытого формата 
постановки (пробирка с реакционной смесью не 
открывается после запуска реакции амплифика-
ции) [10, 17, 20]. 

Принцип HRM-анализа основан на монито-
ринге изменения интенсивности флуоресценции 
реакционной смеси в пробирке с двуцепочечной 
ДНК (дцДНК) ампликона, наработанного в ходе 
ПЦР. Контролируемый медленный нагрев (плав-
ление) в термоблоке ПЦР-амплификатора приво-
дит к переходу дцДНК в одноцепочечную форму 
и постепенному снижению уровня флуоресцент-
ного сигнала от красителя, преимущественно 
связанного с дцДНК. Кривые плавления в виде 
S-образных кривых подвергаются компьютерной 
обработке с помощью специализированного про-
граммного обеспечения. В результате оператор 
получает нормализованные кривые, визуальный 
анализ которых позволяет дифференцировать 
образец ДНК с мутацией от контрольного образ-
ца. Формы (паттерны) кривых плавления строго 
специфичны для отдельных генотипов [29]. Так, 
до 93 % гетерозиготных мутаций в гене CFTR 
генерируют уникальные паттерны кривых плав-
ления [21]. Имеется множество публикаций, до-
кументирующих успешное использование метода 
HRM для сканирования мутаций и генотипирова-
ния [8, 13, 21, 25]. Установлено, что специфич-
ность и чувствительность методики приближает-
ся к 100 % для продуктов амплификации не более 
400 пар оснований [15].

Активному использованию метода HRM в 
практике молекулярно-генетических научных 
лабораторий способствовало три фактора – по-
явление коммерческих автоматизированных ам-
плификаторов с точной регулировкой температу-
ры, разработка коммерчески доступных наборов, 
содержащих реакционную смесь с оптимальным 
соотношением всех компонентов ПЦР, оптими-
зированных для HRM, а также разработка спе-
циализированного программного обеспечения, 
позволяющего в автоматическом режиме обсчи-
тывать данные графиков плавления. В России 
данный метод пока не нашел практического при-
менения для молекулярно-генетической диагно-
стики МВ.
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Целью работы явился анализ эффективности 
использования метода плавления высокого раз-
решения на первом этапе молекулярно-генетиче-
ской диагностики муковисцидоза у детей.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

Осуществлено сплошное когортное одномо-
ментное исследование. В исследуемую группу 
вошли образцы геномной ДНК (гДНК), полу-
ченные от 38 зарегистрированных на территории 

ХМАО – Югры пациентов с подтвержденным 
диагнозом МВ и 5 носителей патологических 
аллелей с известными мутациями в гене CFTR, 
выявленными ранее методами секвенирования 
(по Сэнгеру и NGS) на базе федерального ме-
дико-генетического центра НИИ акушерства, 
гинекологии и репродуктологии им. Д.О. Отта в 
2014–2016 гг. Генетическая характеристика ис-
пользуемых образцов приведена в таблице.

Выделение гДНК проводили колоночным 
методом из периферической венозной крови с 

Таблица
Характеристика исследуемых мутаций в гене CFTR

Мута-
ции Экзон

Генотип 
Тип мутации Класс 

SNP
Аллельная 

частота, 
%Номенклатура HGVS Традиционная 

номенклатура

1 1 c.43delC(p.Leu15PhefsX10) 175delC delC Сдвиг рамки – 1,3
2 2 c.91C>T(p.Arg31Cys) R31C C>T Миссенс I 2,5
3 2, 3 c.54-5940_273+10250del21kb 

(p.Ser18ArgfsX16)
CFTRdele2, 3 del 

exx2,3
Сдвиг рамки – 2,5

4 3 c.262_263delTT (p.Leu88IlefsX22) 394delTT delTT Сдвиг рамки – 1,3
5 c.252T>A (p.Tyr84X) – T>A Нонсенс IV 1,3
6 4 c.274G>A(p.Glu92Lys) E92K G>A Миссенс I 5,1
7 c.412_413insACT 

(p.Leu137_Leu138insThr)
L138ins insACT Миссенс – 2,5

8 c.489+1G>T 621+1G>T G>T Дефект 
сплайсинга

II 2,5

9 6 c.650A>G(p.Glu217Gly) E217G A>G Миссенс I 3,8
10 c.653T>A(p.Leu218X) L218X T>A Нонсенс IV 1,3
11 c.698T>G(p.Leu233Arg) – T>G Миссенс II 1,3
12 7 c.831G>A(p.Trp277X) – G>A Нонсенс I 1,3
13 8 c.1040G>A(p.Arg347His) R347H G>A Миссенс I 1,3
14 11 c.1397C>G(p.Ser466X) S466X(TAG) C>G Нонсенс III 2,5
15 c.1399C>T (p.Leu467Phe) 1531C/T (L467F) C>T Миссенс I 1,3
16 c.1521_1523delCTT: p.Phe508del [delta]F508 del CTT Миссенс – 41,8
17 c.1526G>A(p.Gly509Asp) – G>A Миссенс I 1,3
18 c.1545_1546delTA(p. Tyr515X) 1677delTA delTA Нонсенс – 3,8
19 c.1580insA(p.Glu528ArgfsX39) – insA Сдвиг рамки – 1,3
20 12 c.1624G>T(p.Gly542X) G542X G>T Нонсенс II 1,3
21 13 c.1704G>T(p.Leu568Phe) L568F G>T Миссенс II 1,3
22 14 c.1845_1846delAA (p.Lys615fs) – delAA Сдвиг рамки – 1,3
23 c.2002C>T (p.Arg668Cys) R668C C>T Миссенс I 1,3
24 c.2012delT(p.Leu671X) 2143delT delT Нонсенс – 1,3
25 20 c.3196C>T(p.Arg1066Cys) R1066C C>T Миссенс I 2,5
26 c.3208C>T(p.Arg1070Trp) R1070W C>T Миссенс I 1,3
27 c.3209G>A(p.Arg1070Gln) R1070Q G>A Миссенс I 2,5
28 22 c.3485G>T (p.Arg1162Leu) 3617G/T G>T Миссенс II 1,3
29 c.3705T>G(p.Ser1235Arg) S1235R T<G Миссенс II 1,3
30 23 c.3846G>A(p.Trp1282X) W1282X G>A Нонсенс I 1,3
31 24 c.3909 C>G(p.Asn1303Lys) N1303K C>G Миссенс III 1,3
32 c.3929G>A (p.Trp1310X) W1310X G>A Нонсенс I 1,3
33 25 c.3983 T>A (p.Ile1328Lys) – T>A Миссенс IV 1,3
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использованием набора «QIAamp DNA Blood 
Mini Kit» (кат. № 51104, Qiagen, Германия) в со-
ответствии с инструкцией производителя. Иссле-
дование проводилась по протоколу, описанному 
M.P. Audrezet с соавт. [5], с изменениями в нуклео-
тидных последовательностях праймеров для 
ПЦР. Всего для проведения ПЦР использовалось 
32 пары олигонуклеотидных праймеров, специ-
фичных для каждого из 27 экзонов гена CFTR. Для 
экзонов 1–13, 15–19, 21–27 (нумерация экзонов в 
соответствии с номенклатурой Human Genome 
Variety Society) использовали одну пару прайме-
ров; для экзона 14 вследствие его протяженно-
сти – 5 пар; для экзона 20 – две пары праймеров. 
Параметры ПЦР в соответствии с рекомендация-
ми производителя набора: объем реакции 10 мкл, 
5 мкл Precision Melt supermix (кат. № 1725110, 
Bio-Rad, США), 2 мкМ смеси прямого и обратно-
го праймеров, 10 нг гДНК. ПЦР c последующим 
HRM-анализом проводились на автоматическом 
амплификаторе CFX96 (Bio-Rad), параметры 
термоциклирования: 94 °С – 2 мин – 1 цикл; 
94 °С – 30 с, 62 °С – 30 с – 45 циклов. Все пары 
праймеров тестировались в трех повторностях, с 
обязательным проведением отрицательного кон-
троля. Параметры плавления: диапазон темпера-
тур 60–98 °С, скорость плавления 0,1 °С/с. Ана-
лиз кривых плавления проводился с помощью 
специализированного программного обеспече-
ния (ПО) Precision Melt Analysis (Bio-Rad, США). 
Воспроизводимость полученных кривых плавле-
ния визуализировалась используемым ПО в виде 
кластера кривых с приемлемыми значениями 
доверительного интервала (Percent Confidence) 
> 95 %.

Последовательности праймеров для HRM-
анализа и секвенирования были адаптированы из 
работ [5, 6] и на основе редизайна (ПО Primer3 
Plus). Секвенирование отдельных экзонов гена 
CFTR по методике Сэнгера проводилось с помо-
щью набора DTCS Quick Start kit (кат. № 608120, 
Beckman-Coulter, США) на генетическом анализа-
торе GenomeLab GeXP (Beckman-Coulter, США). 
Для каждого экзона выполняли секвенирование 
с двух праймеров (прямого и обратного) с целью 
получения воспроизводимой последовательно-
сти нуклеотидов (особенно критично для детек-
ции гетерозиготных делеций/инсерций). ПЦР-
продукт очищали с помощью набора Agencourt 
AMPure XP kit (кат. № А63880, Beckman-Coulter), 
для очистки секвенирующей реакции использова-
ли набор Agencourt CleanSEQ kit (кат. № А29151).

Диагностическую эффективность метода 
HRM оценивали расчетом операционных харак-
теристик диагностического теста – чувствитель-
ности и специфичности [3].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Алгоритм диагностики МВ, принятый в Рос-
сийской Федерации, включает в себя последо-
вательное определение уровней иммунореак-
тивного трипсиногена в сухих пятнах крови и 
выполнение потового теста при положительном 
ретесте иммунореактивного трипсиногена [2]. 
Молекулярно-генетическая диагностика является 
завершающим этапом, и компромисс в виде те-
стирования каждого образца гДНК при подозре-
нии на МВ в панели частых мутаций (от 8 до 25 в 
России) заключается в выявлении в большинстве 
случаев только одной мутации, тогда как иден-
тификация второй мутации методом секвениро-
вания откладывается на неопределенный срок 
[19]. Семейство достаточно трудоемких методик 
секвенирования второго поколения практически 
невозможно реализовать в полном масштабе и 
с реальной пользой для клинической медицины 
на уровне региональной лаборатории вследствие 
малого объема исследований, дороговизны реа-
гентов и расходных материалов.

Поэтому на первом этапе молекулярно-гене-
тического анализа МВ в клинической практике 
нами апробирован метод HRM для сканирования 
мутаций в экзонах и экзон-интронных границах 
гена CFTR. Основное достоинство используемой 
технологии заключается в том, что только при 
выявлении отклонений в кривых плавления по 
сравнению с контрольными образцами целесо-
образно проводить «селективное» классическое 
секвенирование по Сэнгеру отдельных экзонов, а 
не всего гена, что радикально ускоряет весь про-
цесс молекулярной диагностики.

Для валидации методики HRM в качестве 
предварительного анализа последовательно-
стей экзонов и экзон-интронных границ гена 
CFTR нами были протестированы в трех по-
вторах 43 контрольных образца гДНК, содер-
жащих 33 различные мутации, локализованные 
в разных экзонах гена, а также в качестве кон-
тролей – 5 образцов гДНК дикого типа (без вы-
явленных мутаций). Наличие или отсутствие 
мутаций у контрольных образцов гДНК предва-
рительно определено методом прямого секвени-
рования нуклеотидной последовательности гена 
CFTR по Сэнгеру и NGS на базе федерального 
медико-генетического центра. Число мутант-
ных аллелей исследуемой выборки составило: 
21 × a + 5 × b + 12 × c + 5 × d = 79, где а = 2 – об-
разцы компаунд-гетерозигот с двумя мутациями, 
b = 2 – с гомозиготной мутацией, с = 1 – с одной 
выявленной мутацией, d = 3 – с тремя мутация-
ми. Охарактеризованный по мутациям банк об-
разцов гДНК стал основой для валидации новой 
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методики HRM для сканирования мутаций в гене 
CFTR (см. таблицу).

Пробоподготовка состояла из стандартной 
ПЦР с интеркалирующим флуоресцентным кра-
сителем. Продукты ПЦР анализировались на-
прямую в амплификаторе, оснащенном опци-
ей плавления. Воспроизводимость результатов 
ПЦР-HRM в основном зависела от использова-
ния одинаковых концентраций тестируемой и 
контрольной гДНК. Дифференцирование между 
гомо-, гетерозиготным статусами образца гДНК 
проводилось в соответствии с профилем ее плав-
ления, отображаемом в виде графика зависимости 
интенсивности флуоресценции от температуры. 
Гетерозиготный генотип отличается от генотипа 
дикого типа разностью температур плавления 
(Тm) и формой кривой плавления, тогда как гомо-
зиготный генотип отличается только по темпера-
туре плавления.

Анализируемые мутации включали одно-, 
двух- и трехнуклеотидные делеции и инсерции, 
а также все известные классы однонуклеотид-
ных полиморфизмов (SNP) I–IV классов, разли-
чающиеся между собой по интенсивности изме-
нения температур плавления [14, 18] (так, SNP I 
класса представляют собой замены C > T, G > A 
со сдвигом Tm > 0,5 °C; SNP II – замены C > A, 
G > T; SNP III – замена C >G, сдвиг Tm между 0,5 
и 0,2 °С, SNP IV – замена A > T, сдвиг Tm < 0,2°C). 
Спектр 33 исследуемых мутаций в контрольных 
образцах репрезентативно воспроизводит диапа-
зон мутаций в общей выборке пациентов с МВ и 
носителей мутантных аллелей в ХМАО – Югре 
(рис. 1): больше половины (54,4 %) от числа всех 
изученных мутантных аллелей приходится на 
четыре мажорные мутации, тогда как суммарная 
аллельная частота 29 редких мутаций, встреча-
ющихся в 1–2 случаях МВ, составляет 45,6 %. 
На первом месте по частоте (41,8 % от всех 
изученных мутантных аллелей) находится му-
тация F508del, на втором (5,1 %) – так называ-
емая «чувашская» мутация E92K, на третьем 
(по 3,8 %) – мутации E217G, 1677delTA.

Специфичность метода составила 100 % (т.е. 
были зафиксированы отклонения в паттернах 
кривых плавления у всех исследуемых образцов, 
содержащих мутации, и отсутствие отклонений 
у образцов дикого типа), тогда как чувствитель-
ность составила 97,3 %: у двух образцов, со-
держащих протяженную делецию 21 000 п.о. 
во 2-м, 3-м экзонах в гетерозиготном состоянии 
(«славянская» мутация), паттерн плавления был 
идентичен паттерну для «дикого» типа. Таким об-
разом, протяженные делеции/инсерции, сложные 
перестройки в гетерозиготном состоянии не вы-
являются с помощью исследуемого метода HRM 

(впрочем, это характерно и для секвенирования 
любого типа). Для определения подобного типа 
мутаций традиционно используется методика 
MLPA [27].

Метод HRM позволяет различать одновремен-
но до трех уникальных мутаций в одном и том же 
экзоне, так как каждая из мутаций обладает соб-
ственным паттерном плавления (рис. 2, A и B).

В принципе, используя HRM-анализ при на-
личии банка гДНК с известными мутациями, 
можно не только выявлять образцы с отклонени-
ями в температурах плавления, но и генотипиро-
вать их в соответствии с паттернами плавления 
контрольных образцов. Известно, что более по-
ловины от количества всех известных мутаций в 
гене CFTR занимают всего 25–30 «частых» мута-
ций (спектр которых, однако, вполне характерен 
для каждой популяции). Это позволяет прово-
дить предварительный анализ мутаций с исполь-
зованием панели частых (мажорных) мутаций. 
И лишь при наличии редких мутаций целесо- 
образно проводить секвенирование гена.

Все протестированные контрольные образцы 
с гетерозиготным мутантным генотипом имели 
кривые плавления с температурами плавления, 
отличающимися от таковых у образцов дикого 
типа, что позволило однозначно идентифициро-
вать отклонения от нормального паттерна плав-
ления в соответствующем экзоне (рис. 2, C). 
Использование специализированного ПО значи-
тельно облегчает задачу исследователя путем ав-
томатической математической и статистической 
обработки получаемого набора данных (зависи-

Рис. 1.  Аллельные частоты мутантных аллелей гена 
CFTR пациентов с установленным диагно-
зом муковисцидоз в популяционной выборке 
в регионе ХМАО – Югра (F508del – мута-
ция c.1521_1523delCTT: p.Phe508del; E92K – 
c.274G>A(p.Glu92Lys); E217G – c.650A>G 
(p.Glu217Gly); 1677delTA – c.1545_1546delTA 
(p. Tyr515X)). Скобками объединены группы 
редких аллелей с частотой встречаемости 2,5 
и 1,3 % соответственно

Донников М.Ю. и др. Поиск генных мутаций при муковисцидозе у детей методом анализа... /с. 13–21



18 СИБИРСКИЙ НАУЧНЫЙ МЕДИЦИНСКИЙ ЖУРНАЛ, ТОМ 38, № 2, 2018

мости флуоресценции от температуры), субтрак-
ции фонового сигнала и нормализации кривых. 
Таким образом, исследователь проводит визуаль-
ный анализ полученных нормализованных кри-
вых и графика разности температур. При нали-
чии статистически достоверных различий между 

кривыми ПО выделяет их разным цветом и рас-
считывает температуры плавления. 

Определенные методологические трудно-
сти представляет собой детекция гомозиготных 
мутаций (особенно F508del), однако после ряда 
экспериментов это стало возможным путем при-

Рис. 2.  Графики HRM для образцов с известными мутациями в гене CFTR (слева – нормализованные кривые 
плавления; справа – кривые разности относительных единиц флуоресценции между кластерами кри-
вых). Разные мутации выделены разным цветом. А – детекция трех разных мутаций в одном экзоне 
гена CFTR: экзон 4, мутации: 1 – c.412_413insACT(p.Leu137_Leu138insThr); 2 – c.274G>A(p.Glu92Lys); 
3 – c.489+1G>T; 4 – образец дикого типа. В – детекция двух разных делеций в одном экзоне гена CFTR: 
экзон 11, мутации: 1 – c.1521_1523delCTT(p.Phe508del); 2 – c.1545_1546delTA(p.Tyr515X); 3 – образец 
дикого типа. C – детекция двух разных гетерозиготных мутаций в одном образце гДНК: 1 – экзон 4, 
мутация c.274G/A(p.Glu92Lys); 2, 4 – образец дикого типа; 3 – экзон 11, мутация c.1521_1523delCTT 
(p.Phe508del)

Донников М.Ю. и др. Поиск генных мутаций при муковисцидозе у детей методом анализа... /с. 13–21



СИБИРСКИЙ НАУЧНЫЙ МЕДИЦИНСКИЙ ЖУРНАЛ, ТОМ 38, № 2, 2018 19

менения приема гетерозиготной конверсии, т.е. 
предварительного смешивания в соотношении 
концентраций 1:1 гДНК образца с гомозиготной 
мутацией и гДНК образца дикого типа [5] 

Все протестированные образцы гДНК из 
контрольной группы были последовательно про-
секвенированы в соответствии с выявленными 
аберрантными паттернами кривых плавления для 
отдельных экзонов гена CFTR. Чувствительность 
и специфичность метода секвенирования соста-
вили 100 и 97,3 % соответственно (протяженная 
делеция в гетерозиготном состоянии не выяви-
лась). Подобные операционные характеристики 
молекулярного теста, использующего методику 
HRM-анализа, позволяют применять его как для 
генотипирования частых мутаций в специализи-
рованной панели, так и для сканирования неиз-
вестных мутаций в гене CFTR.

Основным преимуществом представленно-
го метода HRM-анализа является возможность 
достаточно быстро (в течение 3–4 часов), в «за-
крытом» формате (т.е. без открытия пробирок, 
что минимизирует риск контаминации амплико-
нами) и специфично сканировать все экзоны и 
экзон-интронные границы гена CFTR на пред-
мет мутаций (в том числе мутаций сплайсинга) 
и выявлять различия в кривых плавления для 
экзонов гена, содержащих ту или иную мутацию 
(в том числе неизвестную). Таким образом, при 
тестировании «слепых» образцов с неизвестны-
ми мутациями исследователь быстро определяет 
именно те экзоны гена, которые целесообразно 
более подробно изучать методом прямого секве-
нирования. Этот прием значительно уменьшает 
объем секвенирования до одного-двух экзонов 
(вместо 27), что критически снижает общее вре-
мя проведения исследования.

По предварительным оценкам, использова-
ние подобного алгоритма молекулярно-генети-
ческой диагностики муковисцидоза позволяет 
значительно сократить время проведения иссле-
дований и быстро выявить мутации (в том числе 
мутации de novo) за 2–3 рабочих дня, причем на 
уровне лаборатории региональной медико-гене-
тической службы, оснащенной амплификатором 
с функцией плавления и секвенатором, без от-
правки образца на исследование в федеральный 
центр или коммерческую лабораторию. В свою 
очередь, быстрое подтверждение диагноза влечет 
за собой раннее начало специфичной терапии, 
позволяющей предупредить развитие тяжелых 
осложнений МВ.

Необходимо отметить быструю эволюцию 
методики HRM. К настоящему времени при ре-
ализации на микрофлюидной платформе она ста-
новится сверхбыстрым тестом, в котором постро-

ение кривой плавления проводится менее чем за 
одну секунду, а в комбинации с методикой «экс-
тремальной» ПЦР общее время генотипирования 
уменьшается до одной минуты [24].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Высокая специфичность (100 %) и чувстви-
тельность (97,3 %) метода HRM обосновывает 
возможность его внедрения в практику на первом 
этапе молекулярно-генетической диагностики 
МВ у детей для сокращения времени и матери-
альных ресурсов на проведение исследования, 
что в абсолютном большинстве случаев позволя-
ет установить тип мутации в гене CFTR. Протя-
женные делеции/инсерции и сложные перестрой-
ки в гетерозиготном состоянии не выявляются с 
помощью метода HRM, для определения подоб-
ного типа мутаций требуется методика MLPA.
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THE SEARCH FOR GENE MUTATIONS AT CYSTIC FIBROSIS IN CHILDREN 
BY THE METHOD OF HIGH-RESOLUTION MELTING ANALYSIS

Maxim Yur’evich DONNIKOV, Vitaliy Vital’evich MESHCHERYAKOV

Surgut State University
628412, Surgut, Lenin av., 1

High-resolution melting analysis (HRMA) is promising for preliminary scanning of the nucleotide sequence of the 
cystic fibrosis transmembrane conductance regulator gene (CFTR), which mutations are responsible for the development 
of cystic fibrosis. In Russia this method has not yet found practical application. The aim of this work was the analysis 
of the efficiency of the HRMA method at the first stage of molecular diagnostics of cystic fibrosis in children. Materials 
and methods. In order to validate the new technique for extended molecular genetic analysis we examined 43 control 
DNA samples obtained from children with confirmed cystic fibrosis diagnosis and known CFTR mutations. Results. 
The specificity of cystic fibrosis molecular diagnostics with the implementation of the HRMA method was 100 %, the 
sensitivity was 97.3 %. In two samples with extended heterozygous deletion of the 2nd and 3rd exons melting patterns 
were identical to the wild type ones. Conclusions. The high efficiency of the HRMA method proves the possibility of its 
usefulness in clinical practice at the first stage of cystic fibrosis molecular diagnostics in children toward the reduction of 
the diagnostic search duration. In most cases this method allows to determine CFTR gene mutation type. Long deletions/
insertions and complex heterozygous restructurings still cannot be detected using HRMA. Multiplex ligation-dependent 
probe amplification is required to determine this mutation type.

Key words: molecular diagnostics, high resolution melting analysis, cystic fibrosis, children.
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