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Данная статья является продолжением цикла работ, посвященных определению частоты носитель-
ства мутаций, ассоциированных с развитием распространенных моногенных заболеваний, среди
представителей русской популяции. Установлены частоты распространения мутаций в генах HFE,
ATP7B и MEFV у доноров первичной кроводачи, идентифицирующих себя как русские и постоянно
проживающих на территории Российской Федерации. Для проведения SNP-генотипирования ис-
пользован метод примыкающих проб. При генотипировании были обнаружены 57 носителей мута-
ции C282Y гена HFE, наиболее значимой в развитии гемохроматоза I типа (частота в выборке 911 до-
норов 6.3%, или 1 : 16), и 18 носителей мутации H1069Q в гене ATP7B, связанной с развитием болез-
ни Вильсона–Коновалова (частота в выборке 1032 доноров 1.7%, или 1 : 57). Также установлена
высокая частота носительства (частота в выборке 1212 доноров 7.3%, или 1 : 14) мутации K695R в ге-
не MEFV, ассоциированной с развитием семейной средиземноморской лихорадки, характеризую-
щейся легким фенотипом и неполной пенетрантностью.
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Наследственный гемохроматоз – заболевание,
характеризующееся врожденным нарушением об-
мена железа в организме человека, приводящим к
его накоплению в тканях. Избыток железа вызы-
вает нарушения функций печени, поджелудоч-
ной железы, сердца и других органов, в том числе
репродуктивных. Несвоевременно начатое лече-
ние или его отсутствие могут привести к разви-
тию тяжелой полиорганной патологии [1, 2].

Наиболее распространен наследственный ге-
мохроматоз I типа – моногенное заболевание, пе-
редающееся по аутосомно-рецессивному типу,
связанное с нарушениями функций гена HFE
(продукт гена участвует в поддержании гомеостаза
железа). В настоящий момент известно несколько

замен одиночных нуклеотидов в гене HFE, связан-
ных с риском развития гемохроматоза. Среди них
наибольшей клинической значимостью обладают
C282Y, H63D и S65C. Замена С282Y является наи-
более распространенной (обнаруживается у 87–90%
больных) и приводит к замене аминокислоты ци-
стеин на тирозин в 282-м положении. Она приво-
дит к неспособности белка HFE взаимодействовать
с рецептором трансферрина (TfR1), в результате че-
го формируется ложный сигнал о низком содержа-
нии железа в организме и усиливается его всасыва-
ние. Большинство пациентов с типичным феноти-
пом наследственного гемохроматоза – гомозиготы
по редкому варианту 282Y, меньшая часть – носи-
тели компаунд-гетерозигот 282Y/63D и гомозигот
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63D/63D, связанных, как правило, с нетяжелыми
формами заболевания. При гомозиготном гено-
типе 65C/65C также может наблюдаться легкая
форма гемохроматоза. Геторозиготы по указан-
ным мутациям не имеют клинически выражен-
ных признаков гемохроматоза [3–5].

Около 13% представителей североевропейской
популяции являются гетерозиготами и около 0.5%
гомозиготами по мутации C282Y гена HFE, одна-
ко необходимо отметить, что наличие мутаций в
гене HFE в большинстве случаев не приводит к
развитию гемохроматоза, т.е. мутации являются
низкопентранетными [6, 7]. Наличие таких мутаций
может являться показанием к проведению регу-
лярных профилактических обследований с целью
своевременного обнаружения признаков повы-
шения уровня железа в крови и назначения необ-
ходимого лечения, которое обычно заключается в
проведении лечебных кровопусканий или назна-
чении комплексообразующих препаратов.

Болезнь Вильсона–Коновалова (гепатолентику-
лярная дегенерация, гепатоцеребральная дистро-
фия) – тяжелое прогрессирующее наследствен-
ное заболевание, передающееся по аутосомно-
рецессивному типу. В основе заболевания лежит
нарушение экскреции меди из организма, приво-
дящее к ее накоплению и последующему сочетанно-
му поражению паренхиматозных органов и голов-
ного мозга. Болезнь Вильсона–Коновалова (БВК)
относится к редким заболеваниям, распростра-
ненность составляет 1–9 случаев на 100000 насе-
ления (в среднем 1 на 25000). Причиной возник-
новения БВК являются мутации гена ATP7B, ко-
дирующего АТФазу 7В. Ведущее звено патогенеза
БВК – хроническая интоксикация медью, накап-
ливающейся в печени, селезенке, почках, голов-
ном мозге, хрусталике глаза и других органах. На-
копление меди в тканях печени приводит после-
довательно к воспалению, фиброзу и циррозу,
накопление меди в тканях головного мозга – к
некрозу нейронов [8, 9].

В настоящее время известно более 600 различных
мутаций в гене ATP7B. В европейских популяциях
наиболее распространенной является мутация
c.3207C>A, приводящая к замене гистидина на глу-
тамин в положении 1069 (p.His1069Gln) [10, 11]. До-
ля мутации c.3207C>A в выборке больных русского
происхождения по данным лаборатории ДНК-диа-
гностики ФГБУ МГНЦ РАМН составляет 48%.
Также частыми являются мутации c.3190G>A
(p.Glu1064Lys), c.3402delC и c.2304insC, частота
встречаемости которых среди больных составляет
3.9, 2.4 и 4.6% соответственно. Частота носительства
составляет около 1% (носителем является каждый
90–100-й человек).

Основные методы лечения БВК – применение
комплексообразующих препаратов, соблюдение
диеты со сниженным количеством меди в рацио-

не и, при необходимости, проведение трансплан-
тации печени [12].

Семейная средиземноморская лихорадка (перио-
дическая болезнь (ПБ), армянская болезнь, пе-
риодический перитонит, доброкачественный
перитонит, рецидивирующая артральгия и т.д.) –
наследственное заболевание, характеризующее-
ся периодическими остро возникающими при-
ступами болей в животе (реже в грудной клетке,
суставах), лихорадкой. После приступа, длящегося
2–3 дня, больные выздоравливают с восстановле-
нием полной трудоспособности. Семейная среди-
земноморская лихорадка – наиболее распростра-
ненное заболевание из группы синдромов, назы-
ваемых аутовоспалительными наследственными
периодическими лихорадками (Hereditary Periodic
Fever Syndromes). Осложнениями данного забо-
левания являются амилоидоз, артриты, беспло-
дие, ишемическая болезнь сердца. Болезнь имеет
хроническое течение, продолжаясь десятки лет,
оказывая значительное влияние на качество жиз-
ни. Приступы наблюдаются до 100–300 и более
раз за годы болезни и обычно со временем учаща-
ются. Приступы возникают обычно без каких-ли-
бо причин, но могут иметь сезонный характер,
отсутствуя зимой или летом. Проявляется заболе-
вание обычно с детского и юношеского возраста
и встречается у мужчин и женщин с одинаковой
частотой. Выделяют несколько разновидностей
заболевания, в том числе абдоминальную, тора-
кальную, суставную [13, 14].

В настоящее время ПБ рассматривается как
преимущественно аутосомно-рецессивное забо-
левание с неполной пенетрантностью, ассоции-
рована с мутациями в гене MEFV. Заболевание
наиболее распространено в регионах Восточного
Средиземноморья, встречается у турок, армян,
евреев, греков и арабов. Частота носительства по
литературным данным достигает 1 : 5 [15, 16].

Ген MEFV кодирует белок пирин (или марено-
стрин). Функцией пирина является торможение
интенсивности воспалительного ответа путем
ингибирования активации и хемотаксиса нейтро-
филов. Наличие мутаций в гене MEFV, вероятно,
приводит к ухудшению контроля за воспалитель-
ным процессом, к усиленной и бесконтрольной
миграции лейкоцитов в серозные мембраны,
чрезмерной продукции провоспалительных ци-
токинов, развитию серозного воспаления и при-
ступа ПБ. На сегодняшний день в гене MEFV
описано свыше 80 мутаций, в основном в экзонах
10, 5, 3 и 2, частота и встречаемость которых ха-
рактеризуется существенными межпопуляцион-
ными различиями. Установлена корреляция тя-
жести заболевания с разным спектром мутаций
гена MEFV. Наиболее тяжелое течение болезни
наблюдается при мутациях экзона 10: M694V,
M680I, V726A. Больные с гомозиготными генотипа-
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ми по данным мутациям чаще страдают артритами.
Легкий фенотип и неполная пенетрантность описа-
ны у пациентов с мутациями K695R, P369S и E148Q
[17–19]. Определение мутаций в гене MEFV в ряде
стран является стандартной процедурой при по-
становке диагноза “семейная средиземноморская
лихорадка”.

Целью настоящего исследования было уста-
новление частоты распространения мутаций в ге-
нах HFE, ATP7B и MEFV среди представителей
русской популяции.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В качестве материала для настоящего исследо-

вания использовали коллекцию периферической
крови 1032 здоровых индивидов (доноров пер-
вичной кроводачи, идентифицирующих себя как
русские, в соотношении 56% мужчин и 44% жен-
щин, возрастного диапазона 21–44 года) и 400 со-
трудниц ФГБУ “НМИЦ АГП им. В.И. Кулакова”
Минздрава России.

Выделение ДНК

Выделение ДНК проводили из 100 мкл пери-
ферической крови при помощи набора реагентов
“ПРОБА–ГС–ГЕНЕТИКА” компании ООО
“ДНК-Технология” (Россия). Методика выделе-
ния основана на лизисе биоматериала с последу-
ющей сорбцией ДНК на носителе, отмывкой
примесей и элюцией ДНК с сорбента. Получен-
ные образцы ДНК сразу использовали для гено-
типирования либо хранили при –20°С. Концен-
трация ДНК, определенная на специализирован-
ном флуориметре Qubit (Invitrogen, США),
составляла в среднем 50–100 мкг/мл.

Генотипирование методом примыкающих проб

Определение замен одиночных нуклеотидов
проводили с использованием комплектов реаген-
тов “Гемохроматоз”, “Болезнь Вильсона–Конова-
лова” и “FAMILIAL MEDITERRANEAN FEVER”
производства компании ООО “ДНК-Технология”.
Принцип их действия основан на применении
метода примыкающих проб (adjacent probes, kiss-
ing probes) [20, 21].

В каждый из комплектов реагентов входят ам-
плификационные смеси для определения кон-
кретной мутации. Каждая из смесей содержит
праймеры, общие для дикого и мутантного вари-
антов нуклеотидной последовательности, один
общий олигонуклеотид с гасителем флуоресцен-
ции и два сиквенс-специфичных олигонуклеотида
(пробы), несущих различные флуорофоры. Оли-
гонуклеотидные пробы, соответствующие тому
или иному варианту последовательности, мечены

различными флуорофорами, что позволяет опре-
делять оба варианта в одной пробирке.

При идентификации замен одиночных нук-
леотидов проводили ПЦР, затем понижали тем-
пературу реакционной смеси для гибридизации по-
лученной матрицы с олигонуклеотидными проба-
ми. Определение генотипа выполняли после ПЦР
и гибридизации путем измерения уровня флуо-
ресценции в ходе температурной денатурации
дуплексов олигонуклеотидов и полученных матриц.
Данное измерение проходило в режиме реального
времени, в результате были получены кривые плав-
ления (рис. 1). Если анализируемый образец содер-
жал только один вариант нуклеотидной последо-
вательности гена, т.е. был гомозиготен по данному
полиморфизму, температура плавления для про-
бы, образующей совершенный дуплекс, была су-
щественно выше, нежели для пробы, образующей
несовершенный дуплекс. Если же анализировали
гетерозиготный образец, содержащий оба вари-
анта нуклеотидной последовательности, оба ва-
рианта проб могли образовать совершенный дуп-
лекс, поэтому температуры их плавления были
практически одинаковы.

Применяемый подход выгодно отличается от
большинства молекулярно-генетических методов
определения однонуклеотидных замен, в том числе
использующих технологию TaqMan. Определение
генотипа происходит дважды, независимо по двум
каналам флуоресценции, что существенно повы-
шает надежность генотипирования (см. рис. 1).

Полимеразную цепную реакцию и определе-
ние температуры плавления олигонуклеотидных
проб проводили с помощью детектирующего ам-
плификатора DTprime (ООО “ДНК-Техноло-
гия”). Использовали следующий температурный
режим амплификации: 94°С – 10 с, 64°С – 30 с в
течение 50 циклов. По завершении реакции ам-
плификации реакционную смесь остужали до
25°С со скоростью 2°С/с. Кривые плавления по-
лучали следующим образом: температуру реакци-
онной смеси повышали с 25 до 75°С с шагом в
1°С, измеряя уровень флуоресценции на каждом
шаге. В ходе выполнения работы применяли ком-
плекс отечественного оборудования для автома-
тизирования основных этапов проведения иссле-
дований, что позволило проводить генотипиро-
вание до 100 образцов по 40 мутациям в день.

В качестве подтверждающего метода проводи-
ли выборочное автоматическое секвенирование
ДНК по Сэнгеру с применением автоматического
секвенатора ABI PRISM® 310 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems, США), использовали реактивы
и рекомендации производителя.

Частоту аллелей вычисляли по формуле:

где n – встречаемость аллеля.

2 100%,f n N= ×
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РЕЗУЛЬТАТЫ

В части исследования, посвященной установ-
лению частоты носительства в русской популя-
ции мутаций, связанных с нарушениями обмена
металлов (болезнь Вильсона–Коновалова и гемо-
хроматоз), были определены генотипы 1032 здоро-
вых доноров первичной кроводачи, идентифициру-
ющих себя как русские, из них 911 доноров – по му-
тациям гена HFE и 1032 донора – по мутации гена
ATP7B. Результаты приведены в табл. 1–3.

Были обнаружены 18 носителей мутации
H1069Q в гене ATP7B, связанной с развитием бо-
лезни Вильсона–Коновалова (частота в выборке
1.7%, или 1 : 57), и 57 носителей мутации C282Y
гена HFE, наиболее значимой в развитии гемохро-
матоза I типа (частота в выборке 6.3%, или 1 : 16).

В части исследования, посвященной установ-
лению частоты носительства в русской популя-
ции мутаций в гене MEFV, связанных с развитием
семейной средиземноморской лихорадки, были
определены генотипы 812 здоровых индивидов из

Рис. 1. Кривые плавления для различных вариантов генотипа, полученные при определении мутации H63D в гене
HFE. Детекция аллелей осуществляется по двум оптическим каналам: FAM и HEX.
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числа доноров, включенных в исследование, и
400 сотрудниц ФГБУ “НМИЦ АГП им. В.И. Ку-
лакова” Минздрава России, также идентифици-
рующих себя как русские (общее число обследован-
ных лиц – 1212). Результаты приведены в табл. 4.

Были обнаружены 88 носителей мутаций в ге-
не MEFV, связанных с развитием средиземномор-
ской лихорадки (частота в выборке 7.3%, или 1 :
: 14), в подавляющем большинстве случаев (82 из
88) была выявлена мутация MEFV:2084 A>G
(K695R). В одном случае была выявлена гомози-
гота по мутации MEFV:2084 A>G (K695R).

В качестве контрольного исследования прово-
дилось выборочное генотипирование образцов с
выявленными гетерозиготами методом автомати-
ческого секвенирования ДНК по Сенгеру, во всех
случаях результаты секвенирования совпадали с
результатами, полученными методом ПЦР в ре-
жиме реального времени (данные не приведены).

ОБСУЖДЕНИЕ
В части исследования, посвященной установ-

лению частоты носительства в русской популяции
мутаций, связанных с нарушениями обмена метал-
лов, было обнаружено, что полученная частота но-
сительства мутации C282Y гена HFE, наиболее
значимой в развитии гемохроматоза I типа, согла-

суется с опубликованными данными для русской
популяции и практически в 2 раза ниже, чем та-
ковая, определенная для большинства североев-
ропейских популяций (около 13%). В то же время
определенная в данном исследовании частота носи-
тельства мутации H1069Q в гене ATP7B (1 : 57) почти
в 2 раза превышает обычно упоминаемую в публи-
кациях частоту носительства мутаций, связанных с
болезнью Вильсона–Коновалова (1 : 90…1 : 100).

Опираясь на полученные данные о распро-
странении носительства мутаций, учитывая более

Таблица 1. Частота носительства в русской популяции мутаций в гене HFE

Генотип

Доноры первичной кроводачи,
идентифицирующие себя как русские (N = 911)

n %

HFE: 187 С>G (H63D), rs1799945

CC 656 72.0

GG 16 1.8

CG 239 26.2

HFE: 193 A>T (S65C), rs1800730

AA 884 97.0

TT 0 0

AT 27 3.0

HFE: 845 G>A (C282Y), rs1800562

GG 854 93.7

AA 0 0

AG 57 6.3

Таблица 2. Частота встречаемости компаунд-гетеро-
зигот по мутациям в гене HFE

Компаунд-
гетерозигота

Доноры первичной кроводачи, 
идентифицирующие себя как 

русские (N = 911)

n %

С282Y/H63D 5 0.5

С282Y/S65C 2 0.2

H63D/S65C 3 0.3
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тяжелое течение и последствия болезни Вильсо-
на–Коновалова, представляется целесообразным
включить мутацию H1069Q в гене ATP7B в перечень
мутаций, определяемых в ходе прегравидарной под-
готовки, с целью определения носительства заболе-
вания у партнеров и принятия решения о примене-
нии вспомогательных репродуктивных техноло-
гий. Определение мутаций в гене HFE, связанных
с развитием наследственного гемохроматоза I ти-
па представляется целесообразным определять в
ходе генетического неонатального скрининга, с
целью формирования генетического паспорта и
своевременного определения предрасположен-
ности к заболеванию.

В части исследования, посвященной установ-
лению частоты носительства в русской популя-
ции мутаций в гене MEFV, были обнаружены 88
носителей мутаций в гене MEFV, связанных с раз-
витием средиземноморской лихорадки (частота в
выборке 7.3%, или 1 : 14). Определение для русской
популяции столь высокой частоты носительства
мутаций, связанных с развитием семейной сре-
диземноморской лихорадки, стало неожидан-
ным, однако следует учесть, что в подавляющем
большинстве случаев (82 из 88) была выявлена
мутация MEFV:2084 A>G (K695R), описанная
как мутация с неполной пенетрантностью, отно-
сительно редко выявляемая у больных средизем-
номорской лихорадкой, в том числе у больных
представителей русской популяции. Также следу-
ет отметить, что в единственном в нашем иссле-
довании случае выявления гомозиготы по мута-
ции MEFV:2084 A>G (K695R) каких-либо жалоб
или клинических проявлений, могущих свиде-
тельствовать о развитии средиземноморской ли-
хорадки, у донора крови выявлено не было.

Учитывая крайне высокую частоту носитель-
ства мутаций, связанных с развитием семейной
средиземноморской лихорадки в ряде популя-
ций, включая ряд популяций СНГ, представляет-
ся целесообразным определять данные мутации в

ходе прегравидарной подготовки, однако необхо-
димо проведение дополнительных исследований
для уточнения спектра определяемых мутаций в
зависимости от конкретной популяции.

Таким образом, в результате исследования бы-
ли установлены частоты распространенных в рус-

Таблица 3. Частота носительства в русской популяции
мутаций в гене ATP7B

Генотип

Доноры первичной кроводачи, 
идентифицирующие себя как 

русские (N = 1032)

n %

ATP7B: 3207 C>A (H1069Q), rs76151636

CC 1014 98.3

AA 0 0

AC 18 1.7

Таблица 4. Частота носительства в русской популяции
мутаций в гене MEFV

Генотип

Доноры первичной кроводачи, 
сотрудницы ФГБУ “НМИЦ АГП 

им. В.И. Кулакова” (N = 1212)

n %

MEFV: 2076_2078del (I692del), rs104895093

InsIns 1212 100

DelDel 0 0

InsDel 0 0

MEFV: 2080 A>G (M694V), rs61752717

AA 1212 100

GG 0 0

AG 0 0

MEFV: 2082 G>A (M694I), rs28940578

GG 1212 100

AA 0 0

AG 0 0

MEFV: 2177 T>C (V726A), rs28940579

TT 1208 99.7

CC 0 0

CT 4 0.3

MEFV: 2084 A>G (K695R), rs104895094

AA 1129 93.1

GG 1 0.1

AG 82 6.8

MEFV: 2230 G>T (A744S), rs61732874

GG 1210 99.8

TT 0 0

GT 2 0.2
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ской популяции мутаций в генах HFE, ATP7B и
MEFV у здоровых индивидов.

Представляется целесообразным включить
мутацию H1069Q в гене ATP7B в перечень мутаций,
определяемых в ходе прегравидарной подготовки,
с целью определения носительства заболевания у
партнеров и принятия решения о применении
вспомогательных репродуктивных технологий.

Впервые для русской популяции установлена
высокая частота носительства мутации K695R в
гене MEFV, ассоциированной с развитием семей-
ной средиземноморской лихорадки, характеризу-
ющейся легким фенотипом и неполной пене-
трантностью.

Все процедуры, выполненные в исследовании с
участием людей, соответствуют этическим стан-
дартам институционального и/или национального
комитета по исследовательской этике и Хель-
синкской декларации 1964 г. и ее последующим
изменениям или сопоставимым нормам этики.

Авторы заявляют, что они не имеют
конфликта интересов.
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This article is a continuation of the series of works devoted to determiningthe frequency of mutations associ-
ated with the development of common monogenic diseases among the Russian population. The aim of the
study was to determine the frequency of mutations in HFE, ATP7B and MEFV genes among blood donors
who identify themselves as Russians and permanently residing in the Russian Federation. An adjacent probe
method was used to perform SNP-genotyping. During genotyping, 57 carriers of the HFE C282Y mutation
(frequency in a sample of 911 donors 6.3% or 1 : 16), playing the most significant role in the development of
type I hemochromatosis, and 18 carriers of the H1069Q mutation (frequency in a sample of 1032 donors 1.7%
or 1 : 57) in the ATP7B gene, associated with the development of Wilson–Konovalov disease were detected.
A high carrier frequency (frequency in a sample of 1212 donors 7.3% or 1 : 14) of the mutation K695R in the
MEFV gene, associated with the development of familial Mediterranean fever, characterized by mild pheno-
type and incomplete penetrance, was also found.

Keywords: hereditary hemochromatosis type 1, HFE, Wilson–Konovalov disease, ATP7B, familial Mediter-
ranean fever, MEFV, genotyping, Russian population.
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