КЛИНИЧЕСКИЙ ПРОТОКОЛ ДИАГНОСТИКИ И ЛЕЧЕНИЯ «ОПРЕДЕЛЕНИЕ НОСИТЕЛЬСТВА МУТАЦИИ ГЕНА SMN 1, SMN 2 МЕТОДОМ ПЦР»
1. ВВОДНАЯ ЧАСТЬ
1.1 Код(ы) МКБ-10:
	МКБ-10

	Код
	Название

	G 12
	Спинальная мышечная атрофия и родственные синдромы;

	G 12.0
	Детская спинальная мышечная атрофия, I тип (Верднига-Гофмана);

	G 12.1
	Другие наследственные спинальные мышечные атрофии;

	G 12.2
	Болезнь двигательного нейрона;

	G 12.8
	Другие спинальные мышечные атрофии и родственные синдромы;

	G 12.9
	Спинальная мышечная атрофия неуточненная


1.1.1 
Код(ы) МКБ-11:
	МКБ-11

	Код
	Название

	8B61
	Спинальные мышечные атрофии

	8B61.0
	Спинальная мышечная атрофия ранняя детская форма, тип I

	8B61.1
	Поздняя спинальная мышечная атрофия, тип II

	8B61.2
	Юношеская форма спинальной мышечной дистрофии, тип III

	8B61.3
	Спинальная мышечная атрофия взрослых, тип IV


1.2 Дата разработки/пересмотра протокола: 2025 год.

1.3 Сокращения, используемые в протоколе:
	МКБ
	-
	Международная классификация болезней

	СМА
	-
	Спинальная мышечная атрофия

	OMIM
	-
	Online Mendelian Inheritance in Man — «Онлайн-база данных Менделевского наследования у человека»

	ПЦР
	-
	Полимеразная цепная реакция

	SMN1
	-
	Survival of Motor Neuron 1 — «Ген выживания мотонейронов 1»

	SMN2
	-
	Survival of Motor Neuron 2 — «Ген выживания мотонейронов 2»

	qRT-PCR
	-
	Quantitative Real-Time Polymerase Chain Reaction —

Количественная полимеразная цепная реакция в реальном времени

	MLPA
	-
	Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification —

Амплификация с лигированием проб, зависящим от мультиплексного соединения

	ДНК
	-
	Дезоксирибонуклеиновая кислота

	ЭДТА
	-
	Этилендиаминтетрауксусная кислота

	ҚР ДСМ
	-
	Қазақстан Республикасы Денсаулық сақтау министрлігі

	FFPE
	-
	Formalin-Fixed, Paraffin-Embedded - зафиксированный в формалине и залитый в парафин

	УЗИ
	-
	Ультразвуковое исследование

	Буфер LS
	-
	Lysis Solution — лизирующий буфер (раствор для лизиса)

	нг/мкл
	-
	нанограмм на микролитр

	NTC
	-
	No Template Control — контроль без матрицы

	ПК
	-
	Персональный компьютер

	МИС/ЭМК
	-
	Медицинская информационная система/ Электронная медицинская карта  


1.4  Пользователи протокола: медицинские генетики, акушеры-гинекологи, невропатологи, терапевты, участковые врачи, врачи общей практики.
1.5 Категория пациентов: беременные женщины.
1.6 Определение: 
Спинально-мышечная атрофия (далее - СМА) является аутосомно-рецессивными наследственными заболеваниями, что означает, что копия патогенного варианта должна присутствовать у каждого из родителей, чтобы заболевание передалось их детям. Для заболеваний с аутосомно-рецессивным типом наследования каждый носитель имеет 50% вероятность передать патогенный вариант своим детям. Если оба родителя являются носителями одного и того же заболевания, у них есть 25% вероятность иметь больного ребенка с этим заболеванием. Существует также 25% вероятность иметь здорового ребенка и 50% вероятность иметь ребенка, который является носителем (т. е. несет один патогенный вариант гена, но не имеет этого заболевания). Если только один родитель является носителем, ни один из детей не будет поражен этим заболеванием, но каждый ребенок будет иметь 50% вероятность также быть носителем.
Генетический скрининг на СМА методом полимеразной цепной реакции в реальном времени у беременных – это лабораторно-диагностическое вмешательство, направленное на выявление гомозиготной делеции экзона 7 гена SMN1 у плода путём молекулярного анализа крови беременной женщины, с целью пренатальной оценки риска развития спинальной мышечной атрофии, проведения медицинского и генетического консультирования, а также принятия обоснованных клинических решений в отношении ведения беременности.
Раннее выявление СМА способствует снижению бремени заболеваемости и смертности, улучшению качества жизни носителей в долгосрочной перспективе [
]. Частота СМА составляет 1 на 6000–10 000 живорождений, а частота носительства составляет 1:40–80 среди различных этнических групп [
]. Вместе с тем, согласно данным некоторых клинических исследований, наблюдается распространенность носителей СМА преимущественно среди женского населения [
]. 
1.7 Клиническая классификация: 
Классификация генов
Наиболее часто используемая клиническая классификация СМА основана на возрасте дебюта заболевания и тяжести фенотипа. Тип 1 СМА является наиболее тяжелым, а тип 4 — наименее тяжелым. Базовые характеристики этой классификации были представлены в таблице 1. Ниже приведён ряд дополнительных деталей по каждому из типов СМА. 
Тип 0, пренатальная, или врождённая, форма. Характеризуется пониженной двигательной активностью плода. У новорожденных отмечаются грубые нарушения глотания и дыхания, неонатальная гипотония, лицевая диплегия, артрогрипоз. Продолжительность жизни, как правило, не превышает нескольких недель после рождения [
, 
]. 
Тип 1, известен как болезнь Верднига-Гоффмана, а также как «острая СМА» (OMIM#253300). Характеризуется развитием выраженной слабости в младенческом возрасте (в первые 5 месяцев жизни), невозможностью сидеть без поддержки, прогрессирующими контрактурами суставов, нарушением сосания и глотания. При отсутствии реабилитационных мероприятий и патогенетической терапии смерть обычно наступает в течение 2-го года жизни [4 ,5]. 
Тип 2, известен как болезнь Дубовица, а также как «хроническая СМА» (OMIM#253550). Дебют заболевания приходится на возраст 6–18 месяцев. Дети с СМА 2-го типа приобретают способность самостоятельно (без поддержки) сидеть, однако впоследствии наблюдается отставание в моторном развитии с утратой достигнутых ранее двигательных навыков. По мере течения заболевания у пациентов развиваются грубые скелетные деформации, распространённые контрактуры суставов, рестриктивные дыхательные нарушения различной степени выраженности, появляется постуральный тремор пальцев рук. Иногда СМА 2-го типа дополнительно разделяют на подтипы 2a и 2b. СМА 2b типа отличается от 2a кратковременной возможностью пациентов стоять или даже делать несколько шагов при посторонней поддержке [4,5, 
]. Тип 3, известен как болезнь Кугельберга–Веландер, а также как «ювенильная СМА» (OMIM#253400). Дебют приходится на возраст от 18 мес. до 21 года. Пациенты достигают способности сидеть, стоять и передвигаться без поддержки по меньшей мере до пубертатного периода, когда может начинаться относительно медленная утрата достигнутых ранее этапов двигательного развития. Скелетные деформации чаще всего носят лёгкий характер. Продолжительность жизни нередко сопоставима с таковой в целом по популяции. Иногда СМА 3-го типа дополнительно разделяют на подтипы 3a и 3b. При СМА типа 3a дебют отмечается в период с 18 до 36 мес., в то время как при типе 3b — после 36 мес. и до 20 лет [4, 5, 6]. 
Тип 4, известен как СМА с дебютом во взрослом возрасте (OMIM#271150). СМА с началом двигательных нарушений в возрасте после 20 лет. Этот тип СМА крайне редок и наблюдается менее чем у 5 % пациентов. У пациентов сохранена способность к самостоятельному передвижению. Продолжительность жизни, как правило, не снижена [4, 5]. 
В настоящее время всё большее распространение получает несколько иная классификация СМА, основанная на исходных двигательных возможностях пациента [
]. В соответствии с этой классификацией, пациенты с СМА делятся на:
- неспособных сидеть, или «нон-ситтеры» (англ. non-sitters), — соотносятся со СМА 0-го и 1-го типов;
- способных сидеть, или «ситтеры» (англ. sitters), — соотносятся со СМА 2-го типа;
- способных ходить, или «уолкеры» (англ. walkers), — соотносятся со СМА типов 3 и 4 типов.
2. МЕТОДЫ, ПОДХОДЫ И ПРОЦЕДУРЫ ДИАГНОСТИКИ И ЛЕЧЕНИЯ
2.1 Цель проведения процедуры/вмешательства:

Целью скрининга на носительство СМА является выявление беременных женщин, которые являются носителями СМА. При выявлении данного носительства обязательным является так же проведение ПЦР исследования на СМА у партнера. Далее предоставление генетических консультаций семьям, информирование и руководство о возможностях пренатальной диагностики, а также снижение долгосрочной заболеваемости и смертности от заболевания СМА.
2.2 Показания и противопоказания к проведению процедуры/ вмешательства [
, 
,
]:

Показания к проведению процедуры/вмешательства:
— Беременность в первом триместре
Противопоказания к проведению:  
— Отказ пациентки от проведения генетического тестирования после получения полной информации и консультирования (Невозможность получения информированного согласия);

— Острые инфекционные или воспалительные заболевания, если забор материала может быть затруднён (относительное противопоказание).
2.3 Перечень основных и дополнительных диагностических мероприятий [
, 
]:: 
Основные диагностические мероприятия

 - Сбор семейного и репродуктивного анамнеза, включая информацию о СМА у родственников.
- Генетическое консультирование до и после тестирования для понимания риска и ограничений методики.

- Молекулярно-генетическое исследование методом количественной ПЦР в реальном времени (qRT-PCR) для определения гаплогруппы, ассоциированной с генотипом «2+0», и подтверждаемой путем выявления генотипа одного или двух мутаций полиморфизма rs143838139 и/или rs200800214 гена SMN1.
- Анализ ДНК отца плода в случае выявления носительства у матери (анализ числа копий SMN1) для оценки риска у плода.
Дополнительные диагностические мероприятия
- Подтверждение результатов qRT-PCR с помощью MLPA при сомнительных или гетерозиготных результатах или высокого клинического риска.
- Расширенное определение числа копий SMN2 у плода или родителей при необходимости прогноза либо уточнения типа заболевания.
- Пренатальная диагностика: хорионбиопсия, плацентоцентез (в сроке 9–14 недель).

2.4 Требования к проведению процедуры/вмешательства:
·  Кратность применения: генетический скрининг на спинальную мышечную атрофию методом ПЦР в реальном времени проводится однократно в рамках текущей беременности. 
( Техника проведения: забор венозной крови беременной женщины в пробирку с ЭДТА (3–10 мл), выделение геномной ДНК стандартными методами (колоночная или магнитная очистка), постановку количественной ПЦР с использованием специфичных праймеров и флуоресцентных зондов,  проведение амплификации на Real-Time PCR-системе,  определение гаплогруппы, ассоциированной с генотипом «2+0», и подтверждаемой путем выявления генотипа одного или двух мутаций полиморфизма rs143838139 и/или rs200800214 гена SMN1.
Условия для проведения (соблюдение мер безопасности, санитарно-противоэпидемический режим):
· Меры безопасности и противоэпидемический режим согласно Санитарным правилам «Санитарно-эпидемиологические требования к объектам здравоохранения», утвержденным постановлением Правительства Республики Казахстан от 11 августа 2020 года № ҚР ДСМ-96/2020.
· К выполнению анализа допускаются врачи-лаборанты, специалисты лабораторной диагностики, молекулярные биологи или клинические генетики, прошедшие подготовку по методам амплификационного анализа, включая ПЦР в реальном времени, и имеющие опыт работы с пренатальными или постнатальными генетическими исследованиями.

• Рекомендуется, чтобы специалист, интерпретирующий результаты скрининга на СМА, обладал не менее чем трёхлетним стажем в области молекулярной диагностики и медико-генетического консультирования, а также имел практические навыки оценки копийности гена SMN1 и корреляции полученных данных с клинической ситуацией.

• Забор и транспортировка венозной крови осуществляются с соблюдением санитарно-эпидемиологических норм и требований биобезопасности, в том числе с использованием индивидуальных средств защиты, маркировки и соблюдения температурного режима доставки (+2…+8 °C).
• В случае использования ДНК, выделенной из других видов материала (в том числе пренатальных образцов), необходимо строгое соблюдение условий хранения, исключающих деградацию нуклеиновых кислот, и контроль времени между забором и экстракцией.

• Помещения лаборатории должны быть функционально зонированы, оборудование регулярно проходить верификацию, калибровку и техническое обслуживание; перед каждой серией ПЦР-реакций необходимо проведение контроля чистоты, использование отрицательных и положительных контролей.

• Перед началом анализа проводится обязательная идентификация пациентки, двойная проверка соответствия данных пробирки и направления, документальное подтверждение получения информированного согласия на проведение генетического исследования, хранение и обработку персональных и биологических данных.
Требование к оснащению:

Процедурные и лабораторные помещения, в которых проводится молекулярно-генетический скрининг на СМА методом ПЦР в реальном времени, должны быть оснащены специализированным оборудованием, обеспечивающим точность, воспроизводимость и биологическую безопасность анализа. Необходимый перечень оборудования включает:
•  Высокоскоростная микроцентрифуга (не менее 17 000 G); 

• Набор дозаторов; 

• Кабинет биологической безопасности (ламинар) с кварцевой лампой и HEPA-фильтром;

 • Штативы для пробирок; 

• Спин-вортекс; 

• Термошейкер для микропробирок объёма 1,5 мл. 

·  Проведение ПЦР в режиме реального времени. 
·  Флуориметр для измерения концентрации ДНК;
•  Проточный бактерицидный рециркулятор воздуха для обеззараживания лабораторной зоны;

• Холодильник (+2…+8 °C) для хранения реагентов и образцов до и после анализа;

• Морозильная камера (−20 °C и/или −80 °C) для длительного хранения ДНК и температурочувствительных реагентов;

• Система количественной ПЦР в реальном времени, обеспечивающая многоканальную флуоресцентную детекцию;

• Универсальный и плашечный вортексы для перемешивания образцов и реагентов;

• Секвенатор (при необходимости проведения верификации или уточняющей диагностики);

• Термоциклер (вспомогательный, для дополнительных стадий амплификации) (реал-тайм ПЦР);

• Бокс для стерильных работ вне ПЦР-зоны;

Требования к расходным материалам, медикаментам:

• Материал для исследования: венозная кровь, собранная в пробирки с ЭДТА (при скрининге у беременных). 
• Все расходные материалы должны быть предназначены для молекулярной диагностики, иметь маркировку DNase-/RNase-free и соответствовать требованиям биологической и химической безопасности.

• Реагенты (наборы для выделения ДНК, ПЦР-реагенты, праймеры к гену SMN1) должны быть сертифицированы, храниться в условиях, рекомендованных производителем, и применяться в соответствии с инструкциями.

• Расходные материалы, используемые на всех этапах исследования – от подготовки образца до амплификации и анализа результатов: 

- Набор для генотипирования методом ПЦР-РВ (специализированный набор для выявления мутации в гене SMN1);
- Буфер LS и ДНК-полимераз;
-Оптические пробирки с крышками для ПЦР
Требования к подготовке пациента: 
Основные:
• Направление от профильного специалиста (врач акушер-гинеколог, врач-генетик и др.) с указанием цели исследования: пренатальный генетический скрининг на СМА. Рекомендуется наличие медицинской документации (амбулаторная карта, направление на медико-генетическую консультацию, заключения УЗИ и др.).

• Информирование беременной женщины (или её официального представителя) о диагностической цели исследования, его объёме, потенциальных результатах и возможных последствиях, с обязательным подписанием информированного добровольного согласия на проведение молекулярно-генетического тестирования.

• Предоставление информации о семейном анамнезе, наличии генетических заболеваний у родственников, в частности случаев СМА, а также данных о предыдущих беременностях, если были осложнения, связанные с наследственными патологиями.

• Оценка общего состояния пациента: наличие инфекционных, аутоиммунных и иных состояний, которые могут повлиять на интерпретацию результатов или затруднить забор биоматериала.

• Забор периферической венозной крови в соответствии с требованиями лаборатории, проводящей ПЦР-анализ. Образец крови должен быть доставлен в лабораторию в кратчайшие сроки после взятия, в соответствии с температурным режимом хранения и транспортировки (обычно +2…+8 °C).

• Материал должен быть пригоден для молекулярного анализа методом ПЦР в реальном времени, с соблюдением требований к антикоагулянтам (например, использование ЭДТА-пробирок) и исключением факторов, способных привести к деградации ДНК.
Дополнительные:
• Предоставление информации о сопутствующих наследственных заболеваниях или состояниях, которые могут влиять на интерпретацию результатов скрининга, а также сведения о семейном анамнезе наследственных заболеваний.

• Консультация врача-генетика (при необходимости), особенно в случаях выявления клинически значимых вариантов или подозрений на наследственные патологии, требующих углубленного анализа и дальнейшего наблюдения.

• Согласование с лабораторией условий забора, транспортировки и хранения биоматериала (крови), включая тип пробирки, соблюдение температурного режима и сроки доставки для сохранения качества ДНК, необходимой для ПЦР в реальном времени.

• Обсуждение с пациенткой возможных последующих диагностических и консультационных мероприятий в случае положительного результата скрининга.
Методика проведения процедуры/вмешательства [
]:
Обнаружение носительства мутации, связанной со СМА, с использованием метода полимеразной цепной реакции в реальном времени (ПЦР-РВ).

Подготовка образца

1. Забор венозной крови беременной пациентки проводится с соблюдением стандартных процедур.
2. Из крови выделяется геномная ДНК с использованием коммерчески доступного набора или автоматической станции выделения ДНК. 
3. После измерения определяют концентрацию ДНК
Подготовка реагентов

1. Из морозильной камеры извлекаются реагенты: праймеры, референсный аналит;
2. Из холодильника: Мастер микс. 
Амплификация

1.  Стрипы помещаются в прибор для проведения ПЦР в реальном времени.

2.  Запускается программа амплификации согласно инструкции к диагностическому набору.

3. После завершения цикла проводится этап диссоциации (если предусмотрено) для определения специфичности амплифицированных продуктов.

Анализ  и интерпретация результатов
1.  Первичный анализ результатов выполняется в штатной программе амплификатора. Контролируется, во всех ли образцах имелась амплификация гена-контроля. Если амплификации нет, то образец ставится на реакцию ПЦР повторно, и если это не помогает – повторно выделяется. Контролируется также отсутствие амплификации отрицательного контроля, и если амплификация есть, то проводится тест на контаминацию мастер-микса и все образцы из данной постановки анализируются заново. 
2.  Результаты анализируются в бесплатной программе TaqMan Genotyper, и построении графиков аллельной дискриминации (кластеризация образцов).

Наличие одного или двух мутаций rs143838139 и/или rs200800214 свидетельствует о наличии гаплогруппы, ассоциированной с генотипом «2+0», т.е. со скрытым носительством. Для подтверждения диагноза ставится методика MLPA.

3. Таблица 1. Этапы проведения процедуры скрининга на СМА методом ПЦР в реальном времени

	№
	Наименование этапа
	Краткое описание
	Кол-во персонала
	Примерная длительность
	Расходные материалы/ оборудование

	1
	Подготовка пациента
	Информированное согласие, забор венозной крови
	1 медицинская сестра
	10–15 минут
	Шприц, пробирка с ЭДТА, бланк согласия, перчатки, антисептик

	2
	Выделение ДНК
	Экстракция геномной ДНК из крови, контроль концентрации
	1 лаборант
	40–60 минут
	Набор для выделения ДНК, спектрофотометр или Qubit, пробирки

	3
	Подготовка реагентов
	Размораживание, добавление полимеразы в буфер, маркировка полосок
	1 лаборант
	15–20 минут
	Буфер LS, ДНК-полимераза, ПЦР-полоски, маркер, перчатки

	4
	Постановка реакции ПЦР
	Добавление реагентов и ДНК впробирки, центрифугирование
	1 лаборант
	15–20 минут
	Микропипетки, ПЦР-полоски, вода МБ-качества, оптические крышки

	5
	Амплификация (ПЦР)
	Проведение ПЦР-амплификации в режиме реального времени
	1 лаборант
	90–120 минут
	Реальный ПЦР-прибор, программное обеспечение

	6
	Анализ результатов
	Интерпретация кривых амплификации, экспорт и оформление заключения
	1 врач-генетик / молекулярный биолог
	20–30 минут
	Программа анализа (SureTyper™ и др.), ПК, принтер

	7
	Внесение данных в систему
	Сохранение данных в МИС/ЭМК, передача результатов врачу/пациентке
	1 медрегистратор / лаборант
	10–15 минут
	Компьютер, доступ к МИС/ЭМК


Возможные осложнения:

Молекулярно-генетическое исследование методом ПЦР в реальном времени является неинвазивной, безопасной и широко применяемой диагностической процедурой. Однако возможные осложнения связаны преимущественно с этапом забора биологического материала.

При проведении стандартного скрининга на спинальную мышечную атрофию у беременных, как правило, используется венозная кровь, что сопряжено с минимальными рисками. 
Если забор материала осуществляется инвазивными методами (например, хорионбиопсия),  риск осложнений зависит от конкретной процедуры и условий её проведения.

При соблюдении всех стандартов асептики и протоколов безопасности частота осложнений остаётся крайне низкой и составляет менее 1-2% [
].

Возможные осложнения при заборе биоматериала [
]:
· локальные гематомы в месте инъекции;

· крайне редко аллергические реакции на антисептик или материал перчаток.

Редкие, но возможные осложнения:
· Воспалительные реакции – в том числе медиастинит, перитонит и другие осложнения, возникающие при нарушении техники забора и правил асептики;
· Рефлекторные реакции – такие как бронхоспазм, вазовагальный обморок, кратковременные вегетативные расстройства;
· Постпроцедурная гипертермия или лихорадка, развивающиеся на фоне локального воспалительного ответа;
· Ошибки идентификации биоматериала – приводящие к искажению результатов анализа; возможны при нарушении правил маркировки, транспортировки и учёта образцов, что требует строгого контроля всех этапов логистики.

Важно: Пациенты, у которых после процедуры наблюдаются выраженные болевые ощущения, кровотечение, лихорадка или признаки дыхательных расстройств, подлежат немедленному медицинскому осмотру и дополнительному обследованию с целью исключения осложнений.

Методы предотвращения осложнения у пациента и порча биоматериала [
]:
- Перед началом анализа проводится двойная проверка соответствия данных на пробирке и направлении; подтверждается наличие подписанного информированного добровольного согласия;
- Венозная кровь собирается в пробирку с ЭДТА, транспортируется при температуре +2…+8 °C в течение не более 24 часов. Замораживание и перегрев исключаются;
- Экстракция ДНК проводится не позднее 24 часов после забора. При необходимости отсрочки анализ допустим в течение 48 часов при условии хранения образца при +4 °C;
- Зоны выделения ДНК, постановки ПЦР и анализа результатов физически разделены. Используются отрицательные (NTC) и положительные контроли в каждой постановке. Регулярно проводится дезинфекция поверхностей и оборудования;
- Каждая реакция сопровождается внутренним контролем и контрольной реакцией на SMN1. При отсутствии сигнала внутреннего контроля результат считается недостоверным.
- Все реагенты и ферменты хранятся при +2…+8 °C. ДНК хранится при −20 °C.

- Термоциклеры, центрифуги, холодильное и аналитическое оборудование проходят регулярную поверку, калибровку не реже 1 раза в 6 месяцев;
- При слабой амплификации, отклонении от типичной кривой или несогласованных результатах проводится повторный анализ или исследование дублированного образца;
- Все этапы процедуры выполняются медицинскими и лабораторными специалистами, имеющими соответствующую квалификацию, подготовку по ПЦР-диагностике и опыт в молекулярно-генетическом анализе.
2.5 Индикаторы эффективности процедуры/вмешательства: 

Метод ПЦР в реальном времени при скрининге на спинальную мышечную атрофию демонстрирует высокую чувствительность (более 95%) и специфичность (>99%) при выявлении наиболее распространённой гомозиготной делеции экзона 7 гена SMN1, что делает его надёжным инструментом для ранней диагностики носительства. Процедура отличается высокой воспроизводимостью результатов, низким уровнем технических ошибок и позволяет оперативно определить генетический риск заболевания у плода, обеспечивая основу для последующего генетического консультирования и принятия клинических решений [
];
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