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Наведено результати молекулярно-генетичного аналізу мутацій та мінігаплотипів гена феніл-
аланінгідроксилази серед хворих на фенілкетонурію, членів їхніх родин та здорових індивідів 
(усього 445 осіб). Показано, що частота мажорної мутації R408W складає 57,3 %. Ідентифіковано 
вісім алельних варіантів STR-поліморфізму та 24 варіанти STR/VNTR мінігаплотипів. Показано 
достовірну нерівновагу у зчепленні між мутацією R408W та алелем 238 п. н. STR-поліморфізму. 

Вступ. Ген фенілаланінгідроксилази (ФАГ) було 
картовано By та співавт. у 1984 році в хромосомній 
області 12q24.1 [ 1 ]. У 1986 році ті ж самі автори 
показали, що до складу гена входить 13 екзонів, а 
розмір його становить 90 тис. п. н [2 ]. 

Мутації гена ФАГ призводять до розвитку 
одного з найпоширеніших спадкових захворювань 
групи ензимопатій з аутосомно-рецесивним типом 
успадкування — фенілкетонурії (ФКУ) [3 ]• За да
ними Міжнародного Консорціуму з генетичного 
аналізу фенілкетонурії на 2000-й рік, виявлено 
більш ніж 400 мутацій гена ФАГ, більшість з яких 
відноситься до типу міссенс-мутацій (http: / / w w -
w.mcgill.ca/pahdb (for mutations). 

При вивченні інтронних послідовностей гена 
ФАГ ідентифіковано три види поліморфізмів. Пер
шими було відкрито біалельні ПДРФ-поліморфізми 
(поліморфізм довжини рестрикційних фрагментів), 
назва яких походить від назви відповідних рестрик-
таз: Bglll, PvuIKa), PvuIKb), EcoRI, Mspl, XmnI, 
Hindlll, EcoRV [4 ] . У 1992 p. Гольцовим та 
співавт. у З'-нетрансльованій ділянці гена ФАГ на 
відстані 3 т и с п. н. від останнього екзона знайдено 
мінісателітний VNTR-поліморфізм (variable num
ber tandem repeat), повторювана послідовність яко
го має розмір 30 п. н. [5 ] . На сьогодні ідентифі
ковано сім алелей цього мінісателіту, які відріз-
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няються числом повторів. У 1993 році тим самим 
автором у 5'-ділянці гена ФАГ людини виявлено 
тандемно повторюваний мотив. Наступні рестрик-
ційне картування та гібридизаційний аналіз під
твердили існування мікросателітного STR-полімор
фізму (short tandem repeat) та дозволили локалізу
вати його в 3-му інтроні гена ФАГ на відстані 
700 п. н. від 3-го екзона [6 ] . Розмір повторюваної 
одиниці [ТСТА] для цього мікросателітного полі
морфізму становить 4 п. н., а кількість іденти
фікованих на сьогодні алелей не перевищує де
в'яти. 

Комбінація восьми ПДРФ поліморфізмів пере
дбачає існування великої кількості ПДРФ-гашю-
типів ФАГ-локусу, а комбінація алелей STR- та 
VNTR-поліморфізмів являє собою «мінігаплотип» 
локусу ФАГ. 

Дослідження частот і розподілення ПДРФ-гап-
лотипів та мінігаплотипів серед здорових і хворих 
на ФКУ осіб у багатьох популяціях показали стій
ку асоціацію більшості мутацій з певними гаплоти-
пами [7—10] . 

Мету роботи складали дослідження частот та 
спектра мутацій гена ФАГ, вивчення алельних 
варіантів STR-поліморфізму та мінігаплотипів гена 
ФАГ у родинах з високим ризиком ФКУ, а також 
аналіз асоціації мутації R408W з STR-гаплотипами 
та мінігаплотипами. 

Матеріали і методи. Зразки периферійної крові 
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із стандартним консервантом глюгіциром хворих на 
ФКУ і членів їхніх родин було отримано з установ, 
де вони проходили клінічне обстеження та медико-
генетичне консультування. 

Олігонуклеотидні праймери для полімеразної 
ланцюгової реакції (ПЛР) синтезовано в Інституті 
біоорганічної хімії РАН (Москва). В роботі викори
стано ендонуклеази рестрикції виробництва фірм 
«Fermentas» (Литва) та «Boehringer Mannheim» 
(Німеччина), а також термостабільну Taq ДНК-
полімеразу виробництва фірми «Fermentas» за 
умов, рекомендованих виробниками ферментів. 

Препарати ДНК виділяли із зразків свіжої 
крові та очищували за методом [11] , а з крові з 
великим терміном давності та тканинних препа
ратів — за допомогою стандартного методу — гід
ролізом лізатів клітин протеїназою К з наступною 
фенольною екстракцією [12] . 

ПЛР проводили в автоматичному режимі на 
термоциклері «Регкіп Еітег» («Cetus», США), а 
також на ампліфікаторах вітчизняного виробницт
ва за методом [13] . Реакційні суміші об'ємом 
15—25 мкл містили: 67 мМ трис-НСІ, рН 8,8, при 
температурі 25 °С; 16,7 мМ ( N H 4 ) 2 S 0 4 ; 6,7 мкМ 
ЕДТА; 2,5—4 мМ MgCl 2; 170 мкг/мл бичачого 
сироваткового альбуміну; 10 мМ бета-меркаптоета-
нол; 400 мкМ dNTP кожного типу; 1 мкг ДНК; 
0,5 од. активності термостабільної ДНК-полімера-
зи; по 1 • 10"3 опт. од. кожного з олігонуклеотидних 
праймерв. При проведенні ампліфікації STR-локу-
су гена ФАГ один з праймерів мітили флюоресцен
тною міткою Су5. 

Мутації та алельні варіанти VNTR-локусу ана
лізували за методиками, описаними раніше [14] . 

Точний розмір продуктів ПЛР STR-полімор
фізму визначали за допомогою автоматичного ла
зерного секвенатора «ALF express» виробництва 
«Pharmacia Biotech» (Швеція), при цьому аліквоту 
міченого продукту (об'єм 1 мкл) змішували з 3 мкл 
розчину для нанесення на гель. До складу розчину 
входили: формамід (95 % ) , декстран синій 
(5 мг/мл) і два внутрішніх маркери визначеного 
розміру. Приготовлену суміш денатурували протя
гом 3 хв за температури 95 °С і різко охолоджува
ли, після чого наносили на ALF-гель, який містив 
8 %-й акриламід/бісакриламід, 0,6 * ТВЕ та 7 М 
сечовину. Електрофорез проводили за таких умов: 
температура — 45 °С, напруга — 1000 В, сила 
струму — 50 мА, час — 90 хв. Після сканування 
ALF-гель обробляли за допомогою програми FM2.1 
(Fragment Manager Software V2.1, «Pharmacia», 
Швеція). Для точного визначення розмірів алелей 
використовували стандартні маркери попередньо 
визначеного розміру. 

Статистичну обробку отриманих результатів 
здійснювали за допомогою пакету програми GENE-
POP [15 ]. 

Результати і обговорення. Аналіз спектра та 
розповсюдженості мутацій гена ФАГ, а також до
слідження алельного поліморфізму STR-локусу з 
5 ,-ділянки гена ФАГ було проведено нами серед 
хворих на ФКУ та членів їхніх родин (284 особи). 

Мутацію R408W виявлено на 110 хромосомах, 
що становить 57,3 %. Частота другої за розповсюд-
женістю мутації R158Q склала 3,6 %. Мутації 
Y414C, Ivsl0nt546, Ivsl2ntl виявлено з частотами 
1,04 % кожна. Мутації гена ФАГ ідентифіковано 
на 123 з 192 ФКУ хромосом (64 % ) . Вищезгадані 
мутації проаналізовано також у рамках програми 
генетичного тестування в групі з 162 осіб, у роди
нах яких не було хворих на ФКУ. У двох осіб з цієї 
групи ідентифіковано мутації гена ФАГ (R408W, 
Y414C) у гетерозиготному стані, в обох випадках 
рекомендовано молекулярно-генетичне обстеження 
чоловіка. 

Алельні варіанти STR-поліморфізму ідентифі
ковано на 164 «нормальних» та 146 мутантних 
хромосомах. Виявлені нами алелі мали розмір від 
226 до 254 п. н., що відповідало восьми різним 
алельним варіантам (рисунок). Рівень гетерозигот
ності склав 74 %, що робить використання згада
ного маркера високоінформативним для проведення 
пренатальної ДНК-діагностики ФКУ в родинах з 
високим ризиком цього захворювання. 

Для вивчення асоціації мутації R408W з алель-
ними варіантами STR-поліморфізму нами проведе
но внутрішньородинний аналіз типування STR-
поліморфізму на мутантних хромосомах. У 54 ви
падках мутацію R408W виявлено на хромосомах з 
алелем 238 п. н., у трьох випадках — на хромосомі 
з алелем 246 п. н, та в поодиноких випадках — на 
хромосомах з алелями 234 та 242 п. н. Характер 
асоціації оцінювали за значенням тетрахоричного 
критерію Пірсона [16] . Показано статистично віро
гідну нерівновагу у зчепленні мутації R408W з 
алелем розміром 238 п. н. (гА = 0,672, # 2 = 45,6) . 
Існування інших алельних варіантів STR-локусу 
гена ФАГ на хромосомі з мутацією R408W є 
наслідком мутаційного процесу, частота якого для 
мікросателітних локусів відносно висока і стано
вить (1—3) • 10"3 [17] . 

Раніше нами здйснено молекулярно-генетич
ний аналіз VNTR-поліморфізму в групі хворих на 
ФКУ та донорів з різних регіонів України [14] . 
Комбінація STR- та VNTR-поліморфізмів дозволи
ла проаналізувати мінігаплотипи гена ФАГ, які 
були ідентифіковані для 121 мутантної хромосоми 
та для 98 «нормальних» хромосом. У ході до-
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Таблиця 1 
Кількість хромосом з мутаціями гена ФАГ, асоційованих з 
різними мінігаплотипами гена ФАГ в Україні 

Аналіз STR-поліморфізму гена ФАГ у трьох родинах високого 
ризику фенлкетонурії з використанням автоматичного лазерного 
секвенатора «A.L.F. express*: У—3 — родина П. (7 — мати 
(234/238 п. н.), 2 —батько (234/238 н. н.), З — пробанд 
(238/238)); 4—б — родина М. (4 — мати (242/246 п. н), Л — 
батько (226/250), 6 — пробанд (226/242)); 7-—9 — родина К. 
(7—мати (238/246), 8 — батько (238/242), 9 — пробанд 
(238/238)) 

Таблиця 2 
Кількість «нормальних» хромосом, асоційованих з різними 
мінігаплотипами гена ФАГ в Україні 

сліджень виявлено 24 різних варіанти мінігапло
типів, причому вісім з них протиповані лише на 
«нормальних» хромосомах і не зустрічалися в по
слідовностях мутантного гена ФАГ (табл. 1 , 2 ) . 

Досліджуючи генетичну диференціацію між 
«нормальними» та ФКУ хромосомами, ми порів
няли рівні розподілу мінігаплотипів між цими дво
ма групами. Показано статистично вірогідну різ
ницю між розподілом варіантів мінігаплотипів у 
послідовностях «нормальних» та мутантних генів 
ФАГ (р< 0,001). 

Розподіливши ФКУ хромосоми на дві підгру
п и — з мутацією R408W та з мутаціями, відмін
ними від R408W, ми встановили, що ця різниця 
створюється виключно за рахунок хромосом з му
тацією R408W (р< 0,001). Статистично вірогідних 
розбіжностей між розподілом мінігаплотипів у по
слідовностях «нормального» гена ФАГ та гена ФАГ 
з мутаціями, відмінними від R408W, не було вияв
лено (р = 0,115). Це може свідчити, з одного боку, 
про відсутність селективних процесів у виникненні 
мутацій гена ФАГ, а з іншого, — вказувати на те, 
що в українській популяції мутація R408W має 
одноподійне походження і виникла саме на хромо
сомі з алелем 03 VNTR-поліморфізму та з алелем 
238 п. н. STR-поліморфізму. Результати аналізу 
зчеп днпя мутації R408W у популяції населення 
України збігаються з даними, отриманими для 

інших популяцій із слов'янським населенням [10, 
18, 19] . 

Для з'ясування внеску STR- та VNTR-полі-
морфізмів у створення різниці в розподілі міні
гаплотипів на «нормальних» та ФКУ хромосомах 
ми здійснили аналіз окремо по кожному полімор
фізму. Показано, що статистично вірогідна різниця 
(р< 0,0001) має місце як для STR-, так і для 
VNTR-поліморфізму. 

У представленій роботі вивчено зчеплення між 
VNTR- та STR-поліморфізмами гена ФАГ на «нор
мальних» хромосомах. Виявлено існування стати
стично вірогідного зчеплення (р = 0,029), що пояс
нюється надлишком мінігаплотипу 03 /238 по від-
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ношенню до інших варіантів мінігашютипу в попу
ляції здорових індивідів. Це дозволяє припустити, 
що саме цей мінігаплотип є найстарішим, а іс
нування всіх інших варіантів є наслідком му
таційних процесів, які розпочалися саме з цього 
мінігашютипу. 

М. V. Nechyporenko, S. A. Kravchenko, L A. Livshits 

Molecular genetics analysis of mutations and minihaplotypes of the 
phenylalanine hydroxylase gene in Ukraine 

Summary 

445 persons (including 93 PKU patients) diagnosed in Ukraine 
neonatal screening program, 190 members of their families and 162 
persons without PKU history in their families were examined for 
five mutations: R408W, R158Q, Y414C, Ivsl0nt546, lvsl2ntl. The 
most common mutation observed in the Ukrainian population is 
R408W (57,3 %). The allelic variations of the STR-polymorphism 
were analysed. 9 allelic variants of the STR-polymorphism and 24 
STR/ VNTR minihaplotypes were identified. The lack of equilibrium 
in the linkage between the mutation R408W and STR-allele 238 bp 
was found. 

M. В. Нечипоренко, С. А. Кравченко, Л. А. Лившиц 

Молекулярно-генетический анализ мутаций и минигаплотипов 
гена фенилаланингидроксилазы в Украине 

Резюме 

Приведены результаты молекулярно-генетического анализа 
мутаций и минигаплотипов гена фенилаланингидроксилазы 
среди больных фенилкетонурией, членов их семей и здоровых 
индивидов (всего 445 человек). Установлено, что частота 
мажорной мутации R408W составляет 57,3 %. Идентифици
рованы восемь аллельных вариантов STR-полиморфизма и 24 
варианта STR/VNTR минигаплотипов. Показано достоверное 
неравновесие по сцеплению между мутацией R408W и аллелем 
238 п н. STR-полиморфизма. 
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