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Начало XXI века ознаменовалось полным раскрытием генома человека, явившимся основой для широкого внедрения методов и концепций современной генетики в медицинскую науку и практику. Однако работа по составлению полной последовательности человеческого генома продолжается до сих пор. Параллельно с расшифровкой геномов предпринимаются усилия по изучению  функций генов, а также проводится анализ их сцеплений с тем, чтобы выяснить, какие части генома ассоциируются с особенностями людей и их болезнями. В 2005 году закончился крупный международный проект «HapMap», который идентифицировал все возможные мутации в геноме человека, для исследований была использована ДНК людей из пяти стран мира. В последующем будет проведен более тщательный их анализ с целью выявления специфических последовательностей ДНК, ответственных за те или иные заболевания.
Благодаря успешному развитию геномных технологий в мире революционизировалась диагностика инфекционных и наследственных заболеваний. За последние 5 лет во всем мире наблюдается рост числа проведения лабораторных анализов in-vitro диагностики с использованием ДНК-анализа (ПЦР), которое на порядок превышает общеизвестные иммунологические, гематологические, микробиологические методы анализа. Это связано с тем, что ДНК-анализ обладает самой высокой специфичностью, чувствительностью, возможностью более точного количественного определения, с использованием минимального количества материала (вплоть до 1-2 клеток). Широкое внедрение в практику метода полимеразно-цепной реакции (ПЦР) ведет ко все более увеличивающемуся спросу на тест-системы и как следствие увеличение научных разработок в этой области.
Благодаря развитию медицинской генетики стала возможна диагностика наследственных заболеваний (гемофилия, талассемия, кистозный фиброз, паркинсонизм, семейная болезнь Альцгеймера, серповидноклеточная анемия), а также прогностика (предупреждающая диагностика) генетически обусловленных заболеваний, таких как кардиологические заболевания (артериальная гипертензия, атеросклероз, инфаркт миокарда), неврологические заболевания (паркинсонизм, мигрень, эпилепсия и др.), пульмонологические (бронхиальная астма, пневмония), язва желудка и многие другие. Известно, что наследственные болезни возникают вследствие мутации того или иного гена в организме. Например, наследственная болезнь серповидно-клеточной анемии человека обусловлена мутацией гена гемоглобина, в результате чего эритроциты крови теряют свою способность к транспорту кислорода, что приводит к острой анемии (малокровие). Диагностика этого заболевания осуществляется путем клонирования (с помощью ПЦР) мутированного гена гемоглобина, выделенного из клеток пациента и анализа его нуклеотидных последовательностей, позволяющего установить мутацию. Более того, внедрением нормального немутированного гена гемоглобина (генотерапия) можно восстановить дефект. Для этого от больного пациента выделяют клетки костного мозга, копии нормального гена внедряют в них, затем клетки обратно возвращают в организм пациента.   
Диагностика наследственных заболеваний является перспективным направлением современной биомедицины. Проведенные многочисленные исследования по всему миру показали, что причиной наследственно обусловленных заболеваний у людей различной национальности могут быть различные мутации. Поэтому диагностикумы например эффективные для Европейской популяции могут оказаться не эффективной для Азиатов. Так, например, причиной тяжелого наследственного заболевания фенилкетонурии является нарушение синтеза гена фенилаланингидрогеназы, это нарушение вызывается однонуклеотидными мутациями этого гена, диагностика основана на выявлении этих мутаций. Однако, наборы, разработанные на основе нуклеотидной последовательности гена для Европейской популяции при использовании в Узбекистане, оказались эффективными только на 30% , проведенные исследования выявили наличие специфических мутаций характерных для нашего региона. Изучение мутаций приводящих к развитию определенного наследственного заболевания позволяет разрабатывать и производить наборы не только для прямой диагностики, но и для превентивной и пренатальной диагностики тяжелых заболеваний. Диагностика предрасположенности к определенным заболеваниям позволяет осуществить эффективную профилактику и предотвратить развитие самого заболевания, например выявление риска развития инфаркта или инсульта позволяет врачу прописать определенные профилактические меры, а пациенту избежать развития этих патологий, а порой и сохранить жизнь. Очень важным является наличие наборов для пренатальной диагностики тяжелых наследственных патологий, которая позволяет предотвратить риск рождения инвалидов. 
Наряду с изучением факторов индивидуальной предрасположенности (Паспортизации) человека к различным заболеваниям, нельзя не обратить внимания и на индивидуальный ответ пациента на применение лекарственных  препаратов, поскольку именно генетические особенности организма определяют кинетику метаболических превращений лекарств. Сейчас широко известна значительная гетерогенность в реакции пациентов на лекарственные препараты, а также в отношении из побочных эффектов, в связи, с чем требуется разработка научных основ для определения критериев соответствующей лекарственной терапии для каждого пациента. Это направление научных исследований называется фармакогеномикой и позволяет на основе проведенной диагностики назначить индивидуальный тип лечения. 
Прогресс в области медицинской генетики и геномных технологий внес значительный вклад в область клинической диагностики. Применение новейших методов в клинической практике позволяет проводить эффективное выявление мутаций в геноме человека, ответственных за проявление наследственных заболеваний, а также мутаций ассоциированных с предрасположенностью к мультифакториальным заболеваниям. В качестве примера приведем метод, применяемый в нашей лаборатории для диагностики наследственной патологии врожденной гиперплазии надпочечников. Это тяжелое наследственное заболевание, вызванное нарушением биосинтеза ключевых стероидных гормонов – кортизола и альдостерона. ВГКН является одним из наиболее часто встречающихся генетических нарушений у человека с аутосомно-рецессивным наследованием. В 90% случаев происходит уменьшение активности фермента стероид-21-гидроксилазы (P450c21), кодируемого геном CYP21A2. Существует классическая и неклассические формы этого заболевания. Классическая форма характеризуется практически полным отсутствием активности 21αгидроксилазы, а следовательно, прекращением синтеза кортизола. Также происходит чрезмерное образование и секреция андрогенов, и почти 100%ная вирилизация разной степени тяжести у новорожденных девочек. Сольтеряющая форма - нарушается баланс ионов натрия в организме - вызывает опасный для жизни кризис уже в первые недели жизни 
При неклассической форме происходит частичная потеря активности фермента, клинические проявления многообразны и могут возникать в разном возрасте и в разных сочетаниях. Основными симптомами этой формы являются преждевременное половое созревание у обоих полов, стремительный, скачкообразный рост в подростковом периоде, гирсутизм, олигоменорея, бесплодие. Из-за стертости и разнообразия фенотипических проявлений диагностика неклассической формы ВГКН вызывает определенные трудности.
Частота встречаемости КФ сильно варьирует и в большинстве этнических популяций находится в пределах от 1 : 12000 до 1 : 23000 новорожденных. Максимум (1 : 282) отмечен для эскимосов Аляски, а минимум (1 : 43000) – для этносов из азиатских стран. Среднее значение в мире по результатам всеобщего неонатального скрининга оценивается как 1 : 15 000. Для европеоидной расы среднее значение встречаемости НФ составляет 1 : 100 и 1 : 500. Ген CYP21 – один из самых полиморфных в геноме человека. В настоящее время в гене СYP21 известно более 100 мутаций, связанных с разными формами ВГКН. Из них наиболее часто встречаются 9 точечных мутаций, происходящих из псевдогена по механизму генной конверсии, а также делеции размером 26–32 т.п.о., приводящие либо к полной потере гена СYP21, либо к образованию химерной нефункциональной CYP21P/CYP21 последовательности. Именно эти нарушения в 90–95% случаях являются причиной заболевания.
Большое количество мутаций гена, а также наличие гомологичного псевдогена затрудняет прямую диагностику этого заболевания.  Решение могло бы быть достигнуто с помощью прямого секвенирования интересующей последовательности, но этот метод пока слишком дорог для практического использования в медицинской диагностике. В этой ситуации приемлемый компромисс представляет генотипирование, основанное на использовании ПЦР в режиме реального времени. В настоящее время этот метод является одним из наиболее эффективных в ДНК_диагностике
Высокая гомология последовательностей CYP21 и CYP21P не дает возможности исследовать мутации в гене, используя непосредственно геномную ДНК и соответствующие праймеры. Однако имеющиеся небольшие различия в последовательностях гена и псевдогена позволяют избирательно амплифицировать функциональный ген с помощью ПЦР. Образцы ДНК, полученные от пациентов, включенных в исследование, использовали для селективной амплификации гена CYP21. Для этого нами были применены локус специфичные праймеры для амплификации гена CYP21, но не его псевдогена. Праймер U1-F гибридизуется в 5'-концевой нетранслируемой области гена между нуклеотидами в положении –123 и –103 (отсчет начинается с первого нуклеотида инициирующего  ATG кодона). Праймер F3-R гибридизуется в 3'-концевой нетранслируемой области в положении 4824–4848 Определение генотипа с использованием аллель-специфичных праймеров основано на различии в способности Taq ДНК полимеразы удлинять полностью комплементарные и частично некомплементарные матрице праймеры. В системе для обнаружения каждой из мутаций для амплификации соответствующего участка использовали две пары праймеров. Каждая пара содержала аллель-специфичный праймер, 3'-концевой нуклеотид которого был комплементарен только одному из нуклеотидов гена, определяющих его аллельный вариант. Для лучшей дискриминации мутантного и нормального аллелей в аллель-специфичные праймеры был введен один нуклеотид в третьем положении от 3'-конца, который был всегда некомплементарен матричной ДНК. ПЦР в присутствии каждого из аллель-специфичных праймеров проводили в разных пробирках, содержащих кроме всего прочего одинаковые флуоресцентно-меченные зонды TaqMan. Таким образом, в результате проводимой амплификации возможно четкое разделение гомозиготного нормального, гетерозиготного и гомозиготного с мутаций образцов. Метод внедрен в практику Центра Медицинской генетики Института Биохимии Академии Наук около 2 месяцев назад. На сегодняшний момент анализ 40 пациенток с подозрением на ВГНК выявил одну гомозиготную мутацию Т999А , приводящую к замене Ile172Asn в результате ферментативная активность стероид-21-гидроксилазы снижается до 2-11% - женщина уроженка города Шымкента. У четырех пациенток обнаружена гетерозиготная нонсенс-мутация – C1994T, приводящая к обрыву полипептидной цепи в Q318X – образование стоп-кодона.
Другим примером внедрения геомных технологий в практическую клиническую диагностику является выявление хромосомных аномалий. Здоровые женщины (46ХХ) имеют как хромосому унаследованную от матери(Хm)так и хромосому унаследованную от отца(Хp). Около 50% пациентов с синдромомШерешевского-Тернера имеют 45Х моносомию, в то время как у остальной части регистрируется мозаицизм или структурные аномалии Х или У хромосомы.
Традиционным методом верифицирования СШТ является цитогенетический метод (кариотипирование). Известно, что в некоторых случаях низкий уровень мозаицизма может ускользнуть от детекции при кариотипировании. Также известно, что фенотип СШТ проявляет вариабельность, одной из причин которой является мозаицизм. Следовательно определение скрытого мозаицизма является актуальным аспектом в диагностике СШТ. Фенотип СШТ также проявляет вариабельность даже у пациентов с немозаичным кариотипом, что привело к предположению, что на фенотип СШТ возможно оказывает влияние происхождение Х хромосомы.  Исследование LioraSagi и др. показало, что родительское происхождение Х хромосомы действительно влияет на несколько фенотипических признаков СШТ, вызывая ожирение, аномалии почек, глаз и показателей липидного обмена, что предполагает потенциальное влияние импритинга генов расположенных на коротком плече Х хромосомы.      
В данном исследовании мы применили метод полимеразной цепной реакции (ПЦР) полиморфных локусов Х хромосомы с целью обнаружения скрытого мозаицизма, а также определения родительского происхождения Х хромосомы у пациентов с СШТ в Узбекской популяции.
Мы выбрали три Х-сцепленных маркера на основании их высокого уровня гетерозиготности (варьирующего от 88,6 до 93.3%), количества аллелей (от 11 до 19) и локализации как на коротком,  так и на длинном плече Х хромосомы). Шанс детекции низкого уровня мозаицизма повышается с увеличением количества используемых различных маркеров. Следовательно, путём использования набора этих праймеров мы повысили вероятность получения информативного маркера и соответственно обнаружения скрытого Х-мозаицизма.
Монозиготность по всем 3 маркерам указывает на наличие только одной Х хромосомы, что у пациентов женского пола будет соответствовать истинной моносомии (ХО). Гетерозиготность, по крайней мере одного маркера, говорит о наличии дополнительной второй Х хромосомы или части Х хромосомы. Это состояние наблюдается как при кариотипе 46ХХ (здоровые), так и при мозаичных вариантах хромосомных аномалий (45Х0-46ХХ, 45Х0-46ХY). Поэтому ПЦР метод имеет преимущество в сравнении с кариотипированием в отношении определения истинной моносомии. В отношении мозаицизма  ПЦР метод также имеет преимущество в сравнении с традиционным цитогенетическим анализом, выявляя скрытый мозаицизм, который не обнаруживается кариотипированием. Идентификация мозаицизма при синдроме Шерешевского Тернера очень важна с точки зрения установки корреляций между фенотипом и кариотипом. Кроме того, сравнительный анализ полиморфных маркеров пациенток СШТ и их родителей позволяет установить происхождение Х хромосомы и определить в гаметогенезе какого из родителей произошло нарушение мейоза.
Таким образом, в заключение нужно отметить, что проведение исследований в области молекулярной генетики человека в странах Центральной Азии крайне необходимо для широкого внедрения новых и надежных методов диагностики генетических и наследственно обусловленных заболеваний.  


