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Аннотация. Мутации в  гене дистрофина (DMD) являются причиной мы-
шечной дистрофии Дюшенна (мдД) — тяжелого нейромышечного за-
болевания, приводящего к 20 годам к смерти пациентов мужского пола. 
Впервые, методом молекулярной диагностики MLPA  (multiplex legation-
dependent probe amplification) разработанным лабораторией был прове-
ден анализ структуры этого гена у членов двух этнически различающихся 
семей из Азербайджана с диагнозом мдД. Были идентифицированы две 
различающиеся мутации (делеция большого региона, охватывающего 13 
экзонов (от 8-го до 20-го) и делеция 45-го экзона), соотнесенные с двумя 
различными этническими группами населения Азербайджана.

Исследовательская работа проводилась в лаборатории генетики человека 
Института Генетических Ресурсов Национальной Академии Наук Азер-
байджана и  лаборатории Молекулярной Биологии и  Генетики Универси-
тета Западного Каспия.
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Введение

Наследственная болезнь мышечная дистрофия 
Дюшенна впервые была описана в  1830  году 
английским анатомом-хирургом Чарльзом Бел-

ла. Частота болезни приблизительно 1: 3500–4000 но-
ворожденных мальчиков[6]. Это расстройство обычно 

проявляется в  возрасте 2–3  лет. Слабость затрагивает 
проксимальные мышцы, как правило, начиная от ниж-
них конечностей. Дети часто ходят на  пальцах, имеют 
походку вразвалку и  лордоз. Таким детям сложно бе-
гать, прыгать, подниматься по  ступенькам и  вставать 
с пола. Они часто падают и получают переломы рук или 
ног (примерно у  20% больных). Наблюдается стабиль-
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ное прогрессирование слабости, и  почти у  всех детей 
развиваются сгибательные контрактуры конечностей 
и сколиоз. Последствия вовлечения сердечной мышцы 
включают в себя дилатационную кардиомиопатию, на-
рушения проводимости и аритмии. Большинство детей 
пользуются инвалидной коляской в возрасте до 12 лет 
и умирают от респираторных осложнений к 20 годам.

На  поражение мышц и  последующие дистрофиче-
ские процессы указывает повышение фермента кре-
атинфосфокиназы (КФК) в  крови. КФК — это фермент, 
катализирующий превращение креатина в  креатин-
фосфат, обеспечивая этим энергию мышечных сокра-
щений. В больших количествах ММ — изомерная фрак-
ция КФК (от английского «muscle» — мышца) поступает 
в  кровоток при повреждении мышечных клеток, что 
является одним из важных диагностических критериев 
мышечной дистрофии[10].

Причиной этой патология являются мутации в гене, 
кодирующем белок дистрофин, вследствие которых он 
вырабатывается в недостаточном количестве или вовсе 
отсутствует. Поскольку дистрофин является основой 
мышечных волокон, у  детей с  дистрофией Дюшенна 
мышцы постепенно ослабевают, перерождаются и  за-
меняются жировой или соединительной тканью, что 
постепенно приводит к инвалидизации.

Ген дистрофина расположен в  Х половой хромосо-
ме (локус Xp21.2) и наследуется по рецессивному типу 
[1,2,7,8,9]. Состоящий из 79 экзонов и 78 интронов, ген 
дистрофина является одним из  наибольших генов че-
ловека длиной 2,6 миллиона нуклеотидных основа-
ний — (DMD.OMİM:300377). Приблизительно 60% всех 
мутаций в гене дистрофина приходится на долю малых 
и больших делеций экзонов, а 30% — это точковые му-
тации. 10% мутаций встречается в  виде дупликаций 
и транслокаций. 98% всех мутаций приходится на долю 
первых 27 экзонов, область которых названа «кипя-
щей» частью гена. В районе 48, 49, 50 и 51 экзонов, так 
называемой «горячей» части гена, также регистрирует-
ся высокая мутационная активность. Целью наших ис-
следований было молекулярно-генетическое изучение 
гена дистрофина в  двух семьях из  различных этниче-
ских групп Азербайджана.

Материалы и методы

Материалом для анализа служила кровь пациентов, 
забранная во  время экспедиций в  два региона Азер-
байджанской Республики: Астаринский и Белоканский. 
Эти регионы расположены на  удалении 400  км друг 
от  друга. Астаринский район расположен на  берегу 
Каспийского моря на  юго-востоке страны, население 
которого — этнические талыши. Белоканский район 

расположен на северо-западе Республики в предгорье 
Большого Кавказа, большая часть его населения отно-
сится к аварской этнической группе. В каждом из этих 
регионов выявлено по одной семье с наследственной 
болезнью мдД.

Определение активности креатининфософокиназы 
в венознозной крови пациентов проводили в соответ-
ствии с методикой[1].

Ген миопатии Дюшенна анализировали с  помощью 
метода секвенирования нового поколения (NGS), осно-
ванного на  анализе ампликонов. Полученные ампли-
коны полностью охватили кодирующий регион гена 
вместе с высоко консервативными областями экзон-ин-
тронных сшивок. Минимальное покрытие для каждого 
ампликона было >20х. Для достижения 100%-го охвата, 
регионы гена с отсутствущими данными и/или данными 
низкого качества были дополнены классическим секве-
нированием по  Сенгеру. Варианты релевантности, 
определенные NGS, непрерывно и  в  индивидуальном 
порядке оценивались на месте по критериям качества: 
те  варианты, которые отвечали внутренним стандар-
там качества (основываясь на процессах экстенсивной 
оценки) секвенированию по  Сенгеру не  подлежали. 
Стандартная запись последовательности в  междуна-
родной базе: DMD: NM_004006.2.

Исследовательская работа проводилась в  лабора-
тории генетики человека Института Генетических Ре-
сурсов Национальной Академии Наук Азербайджана 
и  лаборатории Молекулярной Биологии и  Генетики 
Университета Западного Каспия.

При тестировании делеций и/или дупликаций 
гена миопатии Дюшенна были проведены анализы 
MLPA (multiplex legation-dependent probe amplification). 
ДНК выделяли из  лейкоцитов с  использованием стан-
дартных протоколов высаливания, а  качество и  коли-
чество ДНК проверяли с  помощью нанокапельного 
спектрофотометра.

MLPA-анализ проводили согласно инструкциям 
производителя (MRC Holland, Амстердам, Нидерлан-
ды). 200–500нг ДНК денатурировали и  гибридизовали 
в течение ночи при 60 °C со смесью зондов SALSA P034 
(экзоны DMD1–10, 21–30, 41–50 и 61–70). Затем образ-
цы обрабатывали ДНК-лигазой в  течение 15 мин при 
54  °C. Реакцию останавливали инкубацией при 98  °C 
в  течение 5мин. Наконец, амплификацию ПЦР прово-
дили со  специфическими флуоресцентно меченными 
праймерами ПЦР. Продукты амплификации подвергали 
электрофорезу на генетическом анализаторе ABI PRISM 
3100. Полученные данные были проанализированы 
с  помощью электронных таблиц P034, предоставлен-
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ных Национальной генетической справочной лабора-
торией Манчестера.

Результаты

Для всех членов обеих семей с пациентами с подо-
зрением на  мышечную дистрофию Дюшенна был про-
веден биохимический анализ активности фермента 
креатининфосфокиназы (КФК) в  сыворотке крови [4,5] 
в качестве диагностического критерия мдД.

В  Астаринском районе на  основании клиническо-
го проявления у  трех братьев из  семьи А  (этнических 
талышей) было подозрение на  мышечную дистрофию 
Дюшенна. Результаты анализа активности фермента 
КФК в сыворотке крови трех братьев и их матери пред-
ставлены в таблице[3].

Как видно в таблице 1, по сравнению с нормальны-
ми показателями у всех трех братьев была выявлена вы-
сокая, во много раз превосходящая эти же показатели 
у здоровых людей, активность фермента КФК: от 9966,7 

ед/л до 14505,8 ед/л. Уровень КФК у матери также был 
повышен — 786,5 ед/л.

В  Белоканском районе был выявлен мальчик Н.А. 
с характерными клиническими проявлениями болезни 
мышечная дистрофия Дюшенна. Была составлена ро-
дословная его семьи, отображающая у её членов при-
сутствие, отсутствие или носительство болезни мдД 
в  сочетании с  выявленными показателями активности 
КФК (рисунок 1).

У  пробанда (III-1) и  у  дяди пробанда (II-7) уровни 
активностей ферментов КФК были увеличены, в обоих 
случаях они были выше 2000,0 ед/л. Уровень активно-
сти КФК у гетерозигот-женщин варьировал в пределах 
22.2–1271,0 ед/л, при среднем показателе — 1005 ед/л.

Как видно из родословной, дядя пробанда (II-7) имел 
болезнь Дюшенна, а мать (II-2) и тетя пробанда (II-2) яв-
ляются носителями патологического гена Дюшенна. 
Родная сестра пробанда (III-2), его бабушка (I-1), тетя 
(II-4) и двоюродные сестры (III-3 и III-5) также являются 

Таблица 1. Активность креатининфосфокиназы в сыворотке крови членов семьи А.

№ Пациенты Результат
Норма, Ед/л

Норма для женщин Норма для мужчин

1 A. Р 12102.6 26–140 38–137

2 A.Э 9966.7 26–140 38–137

3 A. Б 14505.8 26–140 38–137

4 Мать 786.5 26–140 38–137

Рис. 1. Родословная семьи пробанда Н.А. с мышечной дистрофией Дюшенна. III-1- пробанд, II-1- 
отец пробанда, II-2 — мать пробанда, III-2 — сестра пробанда, II-4– тетя пробанда, II-6 и II-7 — дяди 
пробанда со стороны матери, III-3, III-4, III-5, III-6, III-7, III-8 и III-9 — двоюродные сибсы пробанда, I-1- 

дедушка пробанда и I-2 — бабушка пробанда.
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Рис. 2. Результат MLPA анализа у больного А.Р.

Рис. 3. Результаты генетического анализа пробанда Н.А.
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гетерозиготными носителями гена болезни Дюшенна. 
Следовательно, из  16-ти членов семьи Н.А. пять жен-
щин и двое мужчин имеют патологический ген болезни 
мышечной дистрофии Дюшенна [5].

Результаты молекулярно-генетического анализа 
гена дистрофина представлены на рисунке 2.

У всех трех братьев с диагнозом мышечная дистро-
фия Дюшенна выявлена делеция 45-го экзона из 79 су-
ществующих в гене дистрофина.

Результаты генетического анализа пробанда Н.А. 
представлены на рисунке 3.

У пробанда Н.А. в отличие от предыдущего больного 
А.Р. была выявлена делеция протяженностью в 13 экзо-
нов из 78 существующих в гене дистрофина, охватыва-
ющая регион с 8-го экзона по 20-й экзон.

Таким образом, была изучена молекулярная струк-
тура гена дистрофина пациентов из  различных регио-
нов Азербайджана с  диагнозом мышечной дистрофии 
Дюшенна. В южном — Астаринском районе у пациента 
А.Р. — этнического талыша была выявлена делеция 45-го 
экзона в гене дистрофина. В отличие от него, у больно-
го Н.А. — этнического аварца из северного Белоканско-
го района была обнаружена делеция в гене дистрофина 
длиной в 13 экзонов, с 8-го по 20-й экзон. В результате 
выполненного исследования были идентифицированы 
две различающиеся мутации гена дистрофина — деле-
ция 13-ти экзонов (с 8-го до 20-го) и делеция 45-го эк-
зона, которые были соотнесены с  двумя различными 
этническими группами населения Азербайджана.

Учитывая репродуктивный возраст родителей, 
во время последующей беременности им была настоя-
тельно рекомендована пренатальная диагностика пло-
да.
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