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СКРИНІНГ МУТАНТНИХ ВАРІАНТІВ 
ЕКЗОНІВ 5, 7, 12

ГЕНА ФЕНІЛАЛАНІНГІДРОКСИЛАЗИ
З ВИКОРИСТАННЯМ

ДЕНАТУРУЮЧОГО ГРАДІЄНТНОГО
ГЕЛЬ�ЕЛЕКТРОФОРЕЗУ

Розроблено методики аналізу найбільш розповсюдже�
них в Україні мутацій гена фенілаланінгідроксилази
(R158Q, R408W, Y414C, P281L, R252W, R261Q) для па�
цієнтів з фенілкетонурією та здорових людей з вико�
ристанням скринуючого методу – денатуруючого граді�
єнтного гель�електрофорезу (DGGE). Проведено дослід�
ження спектра мутацій гена фенілаланінгідроксилази
в 5�му, 7�му, 12�му екзонах з використанням DGGE та
подальшим секвенуванням неідентифікованих мутант�
них варіантів.

Вступ. Фенілкетонурія (ФКУ) є розповсюд�

женим аутосомно�рецесивним захворюванням,

викликаним дефіцитом ферменту печінки –

фенілаланінгідроксилази. Виникнення захво�

рювання спричинене мутаціями в гені феніл�

аланінгідроксилази (ФАГ). На сьогоднішній

день відомо понад 530 мутантних варіантів ге�

на ФАГ [1]. У зв’язку з цим скринінг екзонно�

інтронних послідовностей даного гена є вкрай

важливим для діагностики та своєчасного ліку�

вання фенілкетонурії. Метою дослідження було

розробити методики аналізу найбільш розпов�

сюджених в Україні мутацій гена ФАГ (R158Q,

R408W, Y414C, P281L, R252W, R261Q) для па�

цієнтів з ФКУ та здорових людей з використан�

ням скринуючого методу – денатуруючого

градієнтного гель�електрофорезу (DGGE) [2].

Нами було проведено дослідження спектру му�

тацій гена ФАГ в трьох екзонах (5�му, 7�му,

12�му) з використанням DGGE та подальшим

секвенуванням неідентифікованих мутантних

варіантів.

Матеріали і методи. Аналіз 5�го, 7�го, 12�го

екзонів гена ФАГ проведений нами у 170 здоро�

вих людей. Кількість обстежених на ФКУ ста�

новила 20 пробандів.

Виділення та очищення ДНК із зразків здій�

снювали за допомогою гідролізу лізатів лейко�

цитів периферичної крові протеїназою К з на�

ступною фенольно�хлороформною екстрак�

цією [3]. 

Аналіз послідовності праймерів для ПЛР на

специфічність проводили з використанням

комп’ютерної бази даних BLAST SEARCH за

умов сканування геномної послідовності ДНК

відповідних екзонів гена ФАГ. Для оптимізації

роздільної здатності методу DGGE до 5'�кінця

одного з пари праймерів приєднували GC�ба�

гатий фрагмент (GC�clamp). Позицію для при�

єднання GC�фрагмента визначали за допомо�

гою комп’ютерного алгоритму Melt 87 [4–6].

Аналіз термодинамічних параметрів праймерів

проводили з використанням програми Vector

NTI Suite 10. Праймери були синтезовані твер�

дофазним фосфоамідітним методом на оліго�

синтезаторі «Biosset» (Росія).

Полімеразну ланцюгову реакцію (ПЛР) про�

водили в автоматичному режимі на термоцик�

лері Perkin Elmer, Cetus. Послідовності прай�

мерів наведені у табл. 1.

Температурний режим: початкова денату�

рація при 94 °С – 5 хв, денатурація при 94 °С –
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Таблиця 1

Нуклеотидні послідовності праймерів для ПЛР ампліфікації 5�го, 7�го, 12�го екзонів гена ФАГ
для аналізу методом DGGE [7]

Екзон

5

7

12

Нуклеотидна послідовність

5’�TCATGGCTTTAGAGCCCCCA�3’

5'�CGCCCGCCGCGCCCCGCGCCCGTCCCGCCGCCCCCGCCCGGGCTAGGGGTGTGTTTTTC�3'

5 ' �CGCCCGCCGCGCCCCGCGCCCGTCCCGCCGCCCCCGCCCGGGTGATGAGCTTT�

TAGTTTTCTTTC�3'

5'�AGCAAATGAACCCAAACCTC�3'

5'�ATGCCACTGAGAACTCTCTT�3'

5'�CGCCCGCCGCGCCCCGCGCCCGTCCCGCCGCCCCCGCCCGACTGAGAAACCGAGTGGCCT�3'

Рис. 1. DGGE�електрофореграма мутацій 12�го екзону

гена ФАГ. Гель�електрофорез продуктів DGGE в 7%�

ному поліакриламідному гелі з градієнтом денатуран�

тів 10–60 %: 1 – R408W/норма, 2 – норма/норма, 3 –

Y414C/норма

Рис. 2. DGGE�електрофореграма мутацій 7�го екзону

гена ФАГ. Гель�електрофорез продуктів DGGE в 7%�

ному поліакриламідному гелі з градієнтом денатуран�

тів 10–60 %: 1, 5 – норма/норма, 2 – P281L /норма, 3 –

R252W/норма, 4 – R261Q/норма

Рис. 3. DGGE�електрофореграма мутації Y414C та по�

ліморфізму Y414Y 12�го екзону гена ФАГ. Гель�елект�

рофорез продуктів DGGE в 7%�ному поліакриламід�

ному гелі з градієнтом денатурантів 10–60 %: 1 – нор�

ма/норма, 2 – Y414C/норма, 3 – Y414Y/норма

Рис. 4. Рестрикційний аналіз мутації Y414C. Гель�

електрофорез продуктів ПЛР, гідролізованих ендо�

нуклеазою рестрикції RsaI, в 1,8%�ному агарозному

гелі: 1 – Y414C/норма, 2 – Y414Y/норма, 3, 4 – нор�

ма/норма



45 с, відпалювання праймерів – 58 °С, 45 с,

елонгація 72 оС – 45 с – 30 циклів; фінальна

елонгація: 72 °С – 5 хв, денатурація 94 °С –5 хв,

відпалювання 58 °С – 20 хв, формування гете�

родуплексів 37 °С – 20 хв.

Денатуруючий градієнтний гель�електрофо�

рез проводили в 7%�ному поліакриламідному

гелі, градієнт денатурантів 10–60 % сечовини з

формамідом, температура 60 °С, постійна на�

пруга 180 В, тривалість – 3 год.

Для ідентифікації невідомих мутантних ва�

ріантів здійснювали секвенування продуктів

ПЛР в автоматичному режимі на секвенаторі

Applied Biosystems 3130 Genetic Analyzer, а та�

кож застосовували рестрикційний аналіз.

ISSN 0564–3783. Цитология и генетика. 2009. № 422

О.О. Соловйов, Л.А. Лівшиць

Таблиця 2

Мутації гена ФАГ, ідентифіковані в результаті 
дослідження

Мутації

R408W

Y414C

R158Q

P281L

R252W

R261Q

4

–

–

–

–

–

13

2

–

–

1

5

Здорові індивіди 

(n = 113)

Хворі на ФКУ 

(n = 20)

Рис. 5. Аналіз нуклеотидної послідовності 12�го екзону гена ФАГ з використанням методу прямого секвенування 

продуктів ПЛР, ідентифікація поліморфізму Y414Y

Рис. 6. Аналіз нуклеотидної послідовності 12�го екзону гена ФАГ з використанням методу прямого секвенування 

продуктів ПЛР, ідентифікація мутацій R408W та Y414C

Рис. 7. DGGE�електрофореграма компаунда мутацій

R408W та Y414C 12�го екзону гена ФАГ. Гель�електро�

форез продуктів DGGE в 7%�ному поліакриламідно�

му гелі з градієнтом денатурантів 10–60 %: 1–5 – нор�

ма/норма, 6 – R408W/норма + Y414C/норма



Результати досліджень та їх обговорення. З

використанням розроблених методів аналізу му�

тантних варіантів 5�го, 7�го та 12�го екзонів ге�

на ФАГ (рис. 1 і 2) нами методом DGGE було

проведено скринінг цих послідовностей серед

170 здорових осіб та 20 пацієнтів, неспорідне�

них хворих на ФКУ. Отримані мутантні варі�

анти перевіряли за допомогою рестрикційного

аналізу. Для неідентифікованих мутантних ва�

ріантів здійснювали пряме секвенування від�

повідних продуктів ПЛР. В табл. 2 наведено

мутації, виявлені за допомогою денатуруючо�

го градієнтного гель�електрофорезу.

В результаті скринінгу 12�го екзону гена

ФАГ було знайдено невідомий мутантний ва�

ріант (рис. 3). Рестрикційний аналіз з викори�

станням ендонуклеази рестрикції RsaI [7, 8]

зразків з неідентифікованим мутантним варіа�

нтом показав однаковий профіль з мутацією

Y414C (рис. 4). Для точного визначення дано�

го варіанту застосовували пряме секвенування

продукту ПЛР. Було ідентифіковано полімор�

фізм Y414Y (1242C > T) (рис. 5), який виявили

у 5 здорових осіб (частота алеля 2,21 %). Серед

хворих на ФКУ цей поліморфізм не був знай�

дений. Ідентифікація поліморфізму Y414Y є

дуже важливою, оскільки в результаті ПДРФ�

аналізу мутація Y414C має ідентичний про�

філь з Y414Y на електрофореграмі. У зв’язку з

цим проведення скринінгу за допомогою ме�

тоду денатуруючого градієнтного гель�елект�

рофорезу дозволяє диференціювати мутацію

Y414C від нейтрального поліморфізму Y414Y.

В результаті скринінгу 12�го екзону серед 20

хворих на ФКУ виявили невідомий DGGE�

профіль, а за результатами прямого секвенуван�

ня цих зразків встановили, що згаданий про�

філь відповідає за компаунд мутацій R408W

та Y414C (рис. 6 та 7).

Скринінгове дослідження 7�го екзону гена

ФАГ методом DGGE здійснювали серед 57 здо�

рових людей та 20 хворих на ФКУ. В результа�

ті виявили невідомий алельний варіант (рис.

8). Для його визначення проводили рестрик�

ційний аналіз продуктів ПЛР з використанням

ендонуклеази рестрикції AluI (рис. 9). Було іден�

тифіковано нейтральний поліморфізм V245V

(735G>A), який не призводить до заміни аміно�

кислоти. Цей поліморфізм виявили у здоро�

вих осіб (n = 57, частота алеля – 36,84 %) і се�

ред хворих пробандів (n = 20, частота алеля –

12,5 %).

Таким чином, проведення скринінгу полі�

морфізмів Y414Y та V245V дозволяє встановити

точнішу молекулярно�генетичну діагностику

фенілкетонурії.

Висновки. В результаті скринінгових дослід�

жень 5�го, 7�го та 12�го екзонів гена ФАГ серед

хворих на ФКУ та здорових людей виявлено

мутації R408W, Y414C, R252W, R261Q. Іденти�

фіковано нейтральний поліморфізм Y414Y

(12�й екзон), частота алеля – 2,21 %, n = 113;

V245V (7�й екзон), частота алеля серед здорових

осіб (n = 113) – 36,84 %, серед хворих (n = 20) –

12,5 %. Розроблені методики скринінгу 5�го,

7�го та 12�го екзонів гена ФАГ та ідентифіка�

ція нейтральних поліморфізмів Y414Y та

V245V дозволяють розробити методичні підхо�

ди до створення тест�систем для скринінгу

фенілкетонурії серед населення України.
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Рис. 8. DGGE�електрофореграма поліморфізму V245V

7�го екзону гена ФАГ. Гель�електрофорез продуктів

DGGE в 7%�ному поліакриламідному гелі з градієн�

том денатурантів 10–60 %: 1, 5 – норма/норма, 2 –

V245V/V245V, 3, 4 – V245V/норма

Рис. 9. Рестрикційний аналіз поліморфізму V245V. Гель�

електрофорез продуктів ПЛР, гідролізованих ендонук�

леазою рестрикції AluI, в 1,8%�ному агарозному гелі.

1, 2 – V245V/норма; 3 – норма/норма; 4 – V245V/V245V
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SCREENING FOR MUTATION VARIANTS 

IN EXONS 5, 7, 12 PAH GENE 

USING DENATURING GRADIENT 

GEL�ELECTROPHORESIS

The assays for analysis of the most frequent mutations

of PAH gene in Ukraine (R158Q, R408W, Y414C, P281L,

R252W, R261Q) for RKU patients and healthy people

using denaturing gradient gel�electrophoresis (DGGE)

were developed. The study of spectrum of mutations in

exons 5,7,12 PAH gene using DGGE technique and fur�

ther sequencing of unidentified mutant variants was held.
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СКРИНИНГ МУТАНТНЫХ 

ВАРИАНТОВ ЭКЗОНОВ 5, 7, 12

ГЕНА ФЕНИЛАЛАНИНГИДРОКСИЛАЗЫ

С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ ДЕНАТУРИРУЮЩЕГО

ГРАДИЕНТНОГО ГЕЛЬ�ЭЛЕКТРОФОРЕЗА

Разработаны методики анализа наиболее распрост�

раненных в Украине мутаций гена фенилаланин�

гидроксилазы (R158Q, R408W, Y414C, P281L, R252W,

R261Q) для больных фенилкетонурией и здоровых лю�

дей с применением метода денатурирующего градиен�

тного гель�электрофореза (DGGE). Проведено иссле�

дование спектра мутаций гена фенилаланингидро�

ксилазы в 5�м, 7�м, 12�м экзонах с применением

DGGE и дальнейшим секвенированием неидентифи�

цированных мутантных вариантов.
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