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Изучение функциональной значимости варианта с.516G>C 
(p.Trp172Cys) гена GJB2, ассоциированного с потерей слуха 

у коренного населения Южной Сибири
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В работе приводятся результаты комплексной оценки патогенетической значимости нового варианта с.516G>C (p.Trp172Cys) 
гена GJB2, выявленного с высокой частотой у больных с потерей слуха из Республик Тыва и Алтай (Южная Сибирь). Совокуп-
ность полученных данных свидетельствует в пользу ассоциации этого варианта с наследственной глухотой вследствие его 
повреждающего эффекта на структуру и функционирование белка коннексина 26 (Cx26).
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We present the results of a complex assessment of the pathogenetic significance of novel variant c.516G>C (p.Trp172Cys) of the 
GJB2 gene found with high frequency in deaf patients from the Tyva and Altai Republics. Several lines of evidences support patho-
genicity of this variant due to its damaging effect on the structure and functioning of connexin 26 (Cx26).
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Оценка функциональной значимости новых не-
синонимичных вариантов в нуклеотидной по-
следовательности генов, ассоциированных с 

моногенными заболеваниями, является важнейшей 
фундаментальной задачей медицинской генетики. 
Для подтверждения патогенетической значимости 
таких вариантов должны выполняться следующие 
условия: косегрегация варианта с патологией; суще-
ственное превышение его частоты в выборках паци-
ентов по сравнению с контролем; низкая частота 
встречаемости в мировых базах данных; in silico оцен-
ка, базирующаяся на эволюционной консерватив-
ности и локализации аминокислоты в функциональ-
но важном участке белковой молекулы, и, наконец, 
подтверждение патогенетического эффекта in vitro 
[1]. Мутации в гене GJB2 (gap junction protein, beta-2, 
MIM 121011, 13q12.11), кодирующем трансмембран-
ный белок коннексин 26 (Cx26), являются наиболее 
частой причиной потери слуха. Молекулы Сх26 об-
разуют межклеточные каналы, которые в тканях вну-
треннего уха обеспечивают необходимый для про-
цесса звуковосприятия ионный обмен между сосед-
ними клетками. При дефектах Сх26 ионный состав 
эндолимфы не восстанавливается, что приводит к 
необратимым нарушениям звуковосприятия. В на-
стоящее время в последовательности гена GJB2 опи-
сано около 400 патогенных (рецессивные и доми-
нантные мутации) и пока не классифицированных 
вариантов, функциональная значимость которых 
трактуется неоднозначно (Human Gene Mutation 
Database: www.hgmd.cf.ac.uk). При изучении наслед-
ственной глухоты в Республиках Тыва и Алтай у 
больных с потерей слуха с высокой частотой был об-
наружен новый несинонимичный вариант c.516G>C 
(p.Trp172Cys) гена GJB2 [2, 3].

Целью работы является комплексная (с использо-
ванием генетического анализа, in silico и in vitro подхо-
дов) оценка патогенетической значимости нового ва-
рианта c.516G>C (p.Trp172Cys) гена GJB2.

Материалы и методы

Для сравнительного анализа частоты c.516G>C 
в обследованных выборках тувинских (n=182) и ал-
тайских (n=74) больных и в контрольных выборках 
(157 тувинцев, 218 алтайцев) применялся точный 
метод Фишера. Статистически значимыми счита-
лись различия при р<0,05. Анализ эффекта заме-
ны p.Trp172Cys на структуру и функционирование 
белка Cx26 in silico проведен с использованием ря-
да предсказательных программ (PolyPhen2, SIFT, 
MutationTaster и др.). Линия HeLa с нокаутом по гену 

GJB2 получена с помощью системы редактирования 
генома CRISPR/Cas9 на основе плазмиды pX330-
U6-Chimeric_BB-CBh-hSpCas9 (Addgene plasmid 
#42230). Для сравнительного анализа в системе in 
vitro на основе плазмиды pSBbi-GP (Addgene plasmid 
#60511) созданы генетические конструкции, несу-
щие варианты: c.516G>C (p.Trp172Сys), c.35delG 
(p.Gly12Valfs), c.235delC (p.Leu79Cysfs), c.224G>A 
(p.Arg75Gln), c.313_326del14 (p.Lys105Glyfs), 
с.[79G>A;341A>G] (p.[Val27Ile;Glu114Gly]), а так-
же «дикий тип» (wt). Для получения трансгенных 
линий с постоянной экспрессией изучаемых GJB2-
вариантов на основе линии HeLa с нокаутом ис-
пользовали систему Sleeping Beauty. Для оценки вну-
триклеточной локализации различных форм белка 
Сх26 использовали метод иммуноцитохимического 
окрашивания (ICC) первичными антителами про-
тив C-конца белка Сх26 (#51-2800, Thermo Fisher 
Scientific) и вторичными, конъюгированными с Alexa 
Fluor Plus 555 (#A32732, Thermo Fisher Scientific). 
Для оценки проницаемости Сх26-каналов исполь-
зовали флуоресцентный краситель PI [4].

Результаты и обсуждение

При анализе родословных глухих пациентов уста-
новлена косегрегация гомозиготного или компаунд-ге-
терозиготного варианта c.516G>C (p.Trp172Сys) с па-
тологией слуха. Частота c.516G>C в выборке больных 
статистически значимо (p<0,05) превышала его часто-
ту в контроле. В мировых базах геномных данных че-
ловека (ClinVar, dbSNP138, ESP, ExAC, 1000 Genomes 
Project) вариант c.516G>C не обнаружен. In silico 
анализ показал вероятный повреждающий эффект 
p.Trp172Сys на структуру Cx26. Для сравнительно-
го анализа функциональной значимости варианта 
p.Trp172Сys в условиях in vitro на основе клеточной 
линии HeLa с нокаутом по гену GJB2 получены транс-
генные линии, несущие вариант p.Trp172Сys и дру-
гие мутантные GJB2-варианты, а также «дикий тип» 
(wt). Анализ внутриклеточной локализации методом 
ICC показал преимущественно цитоплазматическую 
локализацию белка Сх26-p.Trp172Сys, в то время как 
Cx26-wt и мутантные формы Cx26-p.Arg75Gln, Cx26-p.
[Val27Ile; Glu114Gly] образовывали четкие конгломе-
раты на плазматической мембране, что согласуется 
с литературными данными [4, 5]. Анализ проницае-
мости Cx26-каналов с использованием PI в трансген-
ных линиях HeLa показал снижение пропускной спо-
собности каналов, образованных Сх26-p.Trp172Сys, 
по сравнению с Cx26-wt-каналами, в то время как 
для мутантных вариантов Сх26 с известным патоген-
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ным эффектом (Cx26-p.Arg75Gln, Сх26-p.Gly12Valfs, 
Сх26-p.Leu79Cysfs, Сх26-p.Lys105Glyfs) было показа-
но практически полное отсутствие клеток с накопле-
нием PI. 

Совокупность полученных данных свидетельствует 
в пользу повреждающего эффекта варианта c.516G>C 
(p.Trp172Сys) гена GJB2 и подтверждает его ассоциа-
цию с потерей слуха.
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