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Введение. Несовершенный ос-
теогенез (МКБ – 10 - Q78.0 – неза-
вершенный остеогенез) – системное 
заболевание соединительной ткани, 
характеризующееся широким спект-
ром клинических проявлений, основ-
ным из которых является ломкость кос-
тей. На сегодняшний день выявлено 8 
генов, ответственных за развитие 11 
типов НО. Генетический дефект, обус-
лавливающий развитие НО 5 типа, до 
сих пор не идентифицирован. НО 1 
типа является наиболее распростра-
ненной формой данного заболевания, 
наблюдается у 60-80% больных и фе-
нотипически характеризуется голубы-
ми склерами и минимальной костной 
деформацией [10, 20, 22]. При данной 
форме заболевания, как правило, на-
блюдается уменьшение количества 
коллагена I типа в результате сдвига 
рамки считывания, образования стоп 
кодонов или сплайсинговых мутаций 
в генах коллагена 1 типа – основного 

структурного белка костной ткани. Мо-
лекула коллагена I типа построена из 
3 полипептидных α-цепей: двух α1 (I) 
и одной α2 (I). Каждая из цепей содер-
жит примерно 1000 аминокислот [11, 
24]. Ген COL1А1, кодирующий 1 цепь, 
локализуется на хромосоме 17q21.31-
q22, содержит 51 экзон и имеет  протя-
женность 18 тыс.п.н [3, 8]. В настоящее 
время обнаружено более 200 мутаций 
в гене COL1А1 у больных НО: инсер-
ции,  разнообразные делеции, одно-
нуклеотидные замены, сплайсинго-
вые и нонсенс-мутации [24]. Мутации 
различаются по типу и локализации и 
приводят к недостаточному количес-
тву белка за счет снижения секреции 
нормального коллагена при количест-
венных мутациях, либо к образованию 
аномального коллагена при качест-
венных мутациях [9]. Чаще всего вы-
являются миссенс-мутации, на долю 
которых приходится более 70% всех 
изменений, менее распространенны-
ми являются мутации сдвига рамки 
считывания, нонсенс-мутации и му-
тации сайтов сплайсинга, реже всего 
встречаются - делеции, дупликации и 
инсерции [6, 9]. Спектр мутаций в ге-
нах коллагена 1 типа описан многими 
исследователями для американских и 
европейских популяций [9, 14, 19, 21], 
есть ряд исследований больных НО из 
Азии [4, 17, 18]. Показано, что для каж-
дой популяции экспрессионный про-
филь и характер мутаций зависит от их 
этнического происхождения [17]. 

Высокая степень генетической го-
могенности коренных народов Якутии 
из-за высокого уровня изоляции (низ-
кой частоты межнациональных бра-
ков) позволяет отнести эту популяцию 

к «идеальным» в отношении возмож-
ности идентификации мутаций генов 
и менделевских болезней и картирова-
ния генов широко распространенных 
заболеваний [1, 2]. В таких популяци-
ях, сохраняющих традиционный уклад 
жизни, существующих долгое время 
в условиях относительной изоляции, 
новый аллель вносится извне основа-
телем популяции (эффект основате-
ля), либо возникает de novo. Учитывая 
вышесказанное, нами проведен поиск 
изменений нуклеотидной последова-
тельности в гене COL1A1 у больных 
несовершенным остеогенезом из Рес-
публики Саха (Якутия) для определе-
ния мутаций эффекта основателя, а 
также анализ корреляций обнаружен-
ных мутаций с формой и типом насле-
дования заболевания. 

Материал и методы исследова-
ния. В качестве материала были ис-
пользованы образцы ДНК 15 больных 
с установленным клиническим диагно-
зом «несовершенный остеогенез» из 
12 семей из Республики Саха (Якутия), 
состоящих на учете в медико-генети-
ческой консультации ГБУ «Республи-
канская больница №1 - Национальный 
центр медицины» МЗ РС(Я). Геномную 
ДНК выделяли из лимфоцитов пери-
ферической крови методом фенольно-
хлороформной экстракции по Метью, 
1984 [15]. Поиск изменений нуклео-
тидной последовательности в гене 
COL1A1 проводили методом анализа 
конформационного полиморфизма од-
нонитевой ДНК (SSCP) по методике, 
предложенной Орита М. с соавт. с ще-
лочной и температурной денатурацией 
[12]. Использованы описанные ранее 
пары праймеров, фланкирующие экзо-
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ны и прилегающие интронные области 
[7]. После денатурации образцы нано-
сили на 8% полиакриламидный гель 
(ПААГ). Электрофорез геля длиной 
20 см, толщиной 1 мм проходил при 
комнатной температуре при напряже-
нии 100В в течение 20 - 40 часов. Ок-
раска геля проводилась  в течение 25 
минут 0,09% раствором азотнокислого 
серебра (AgNO3). Анализ образцов 
проводился по критерию присутствия 
или отсутствия дополнительных полос 
по сравнению с контрольной ДНК (нор-
ма). Определение последовательнос-
ти нуклеотидов у образцов с изменен-
ной подвижностью однонитевой ДНК 
проводили с помощью автоматическо-
го секвенатора ABI PRISM модель 310 
(«Applied Biosystems») с использовани-
ем набора для флюорисцентного мече-
ния DYEnamicTM ET, согласно протоко-
лу фирмы производителя («Amersham 
Pharmacia Biotech» DYEnamicTM ET 
Terminator Cycle Sequencing Kit).  Для 
«прочтения» последовательности нук-
леотидов использовали приложение 
BioEdit v.5.0.9. (1997- 2001), а для ана-
лиза полученных сиквенсов – MegAlign 
из пакета программ DNAStar Inc (1993-
2002). 

Оценку влияния впервые выявлен-
ных замен на вероятность возникно-
вения/потери сайтов сплайсинга про-
водили при помощи программы Splice 

Prediction using Consensus Sequences 
(WebGene): http://www.itba.mi.cnr.it/
webgene.

Результаты исследования и об-
суждение. Молекулярно-генетическое 
исследование проведено у 15 больных 
НО из 12 семей, из них 10 – якутской, 
1 – русской и 1 – эвенской этнической 
принадлежности.

В качестве основного метода по-
иска мутаций нами был использован 
метод SSCP, преимуществом которо-
го является его простота наряду с до-
статочно высокой чувствительностью 
[12]. Однако есть и недостатки, в числе 
которых резкая потеря чувствитель-
ности  метода, если  анализируемый 
фрагмент достигает свыше 400 п.н. и 
длительная продолжительность элек-
трофоретического разделения продук-
тов амплификации. Тем не менее ме-
тод достаточно широко применяется 
многими исследователями для поиска 
полиморфных участков ДНК. Экзоны 
протяженностью более 400 п.н. под-
верглись прямому секвенированию. 
Обнаруженные в ходе SSCP-анализа 
образцы с измененной, по сравнению 
с контролем, подвижностью одноцепо-
чечной ДНК в дальнейшем исследова-
лись с помощью метода секвенирова-
ния.

Ген COL1А1, кодирующий 1 цепь 
гена коллагена I типа, содержит 51 

экзон и состоит из 38 тыс. пар нуклео-
тидов. В настоящее время обнаруже-
но около 200 мутаций у больных НО 
в различных популяциях мира [https://
oi.gene.le.ac.uk/]. Несмотря на большое 
количество обнаруженных мутаций в 
гене COL1A1, для каждой популяции 
характерен свой спектр, состоящий из 
небольшого числа мутаций, варьирую-
щих от 6 у больных НО из Бразилии до 
14 у евреев из Израиля [9, 7, 13, 14, 
16]. У больных из Литвы обнаружено 
11 типов мутаций, американцев – 10,  
японцев – 9, китайцев – 8 [4, 9, 18, 23]. 
При этом каждый исследователь нахо-
дит ранее не описанные в литературе 
мутации наряду с известными. Боль-
шинство мутаций, ведущих к развитию 
НО, являются уникальными, что сви-
детельствует о высокой изменчивости 
гена COL1A1.

В проведенном нами исследовании 
51 экзона и прилегающих интронных 
областей гена COL1A1 у больных НО 
было выявлено 2 типа изменений под-
вижности одноцепочечной ДНК в 49 и 
50 экзонах гена COL1A1 у двух неродс-
твенных больных НО из РС (Я). 

В результате последующего секвени-
рования образца с измененной подвиж-
ностью одноцепочечной ДНК была об-
наружена ранее неописанная мутация 
c.3540_3541insC (p.Gly1181AlafsX38) в 
49 экзоне гена COL1A1 у больного НО 
якутской этнической принадлежности 
(рис. 1). У пробанда наблюдается ту-
гоухость, голубые склеры. Как сопутс-
твующие заболевания проявляются 
резидуальная энцефалопатия, цереб-
роастенический синдром, нейропатия 
и миатонический синдром. У родите-
лей данная мутация не была выявле-
на, что предполагает возникновение 
этой мутации de novo.

Анализ образца с измененной под-
вижностью одноцепочечной ДНК в 50 
экзоне гена COL1A1 позволил иден-
тифицировать мутацию сплайсинга 

c.4005+1G>T в семье русской этни-
ческой принадлежности (рис. 2). Па-
циент имеет голубые склеры, множес-
твенные переломы верхних и нижних 
конечностей, ребер, компрессионный 
перелом позвоночника и несовершен-
ный дентиногенез. Имеются сопутс-
твующие заболевания: расщелина 
мягкого и твердого неба, резидуальная 
энцефалопатия и поллиноз. Родители 
пробанда не были доступны для ДНК-
анализа, однако анализ родословной 
предполагает аутосомно-доминантный 
тип наследования заболевания по ли-
нии отца. Данная мутация ранее опи-
сана только итальянскими исследова-
телями [https://oi.gene.le.ac.uk].

Рис.1. Идентификация мутации c.3540_3541insC (p.Gly1181AlafsX38) в гене COL1A1 у про-
банда якутской этнической принадлежности

Рис.2. Идентификация мутации c.4005+1G>T в гене COL1A1 у больного русской этничес-
кой принадлежности из Якутии
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По литературным данным, мутации 
сдвига рамки считывания и сплайсин-
говые мутации чаще всего приводят 
к НО 1 типа с легким течением [23], 
что согласуется с нашими данными. 
У обоих больных НО из Якутии с вы-
явленными мутациями с.4005+1G>T и 
c.3540_3541insC (p.Gly1181AlafsX38) 
в гене COL1A1 зарегистрирован НО 1 
типа с наличием сопутствующих забо-
леваний. 

Нами не найдены мутации, обус-
ловленные эффектом основателя в 
гене COL1A1 у больных НО из Респуб-
лики Саха (Якутия). Наши результаты 
согласуются с данными ученых из Из-
раиля, которые также провели анализ 
мутаций в гене COL1A1 у 65 пациентов 
с НО еврейского происхождения с це-
лью выявления эффекта основателя. 
Ими были определены 14 различных 
мутаций (миссенс, нонсенс, мута-
ции сдвига рамки считывания и сайта 
сплайсинга), однако все обнаружен-
ные мутации оказались уникальными 
для каждой семьи и были разбросаны 
по всему гену [14]. Возможно, что для 
НО не характерны мутации, связанные 
с эффектом основателя, даже в отно-
сительно изолированных популяциях.

Выводы. Таким образом, в 16,7% 
семьях с НО из Якутии были определе-
ны 2 типа мутаций: сдвига рамки счи-
тывания и мутация сайта сплайсинга, 
которые относятся к количественным 
мутациям, приводящим к уменьшению 
количества нормального коллагена из-
за нестабильности аномальной РНК, 
к более легким клиническим проявле-
ниям заболевания, выявлены в гете-
розиготном состоянии и являлись уни-
кальными для каждой семьи. Мутация 
c.3540_3541insC (p.Gly1181AlafsX38) в 
гене COL1A1 описана впервые. Семьи 
с обнаруженными мутациями инфор-
мативны для проведения пренаталь-
ной ДНК-диагностики. Наши исследо-
вания вносят существенный вклад в 
понимание молекулярно-генетических 
особенностей заболевания и гено-фе-
нотипических корреляций при несо-
вершенном остеогенезе. 

Результаты данной работы могут 
также послужить теоретической и ме-

тодической основой для разработки 
и оптимизации молекулярно-генети-
ческой диагностики такого сложного 
заболевания как несовершенный ос-
теогенез. 
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