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Наибольшую долю случаев наследственных заболеваний сетчатки составляют аутосомно-рецессивные формы (АР-НЗС) (более 
50% всей выявляемой патологии). Однако из-за высокой распространенности патогенных рецессивных вариантов в общей 
популяции трудно установить, является ли данный вариант причиной заболевания или отражает случайное носительство. 
Поэтому целью настоящего исследования было оценить перспективы поиска второго варианта в частых генах АР-НЗС (ABCA4, 
CNGB3, USH2A, CRB1, RPE65, CEP290 и EYS) на основании популяционных данных и с помощью полногеномного секвенирования 
(WGS) выявить «неуловимые» рутинными методами варианты на втором аллеле. У 106 пациентов были ретроспективно 
проанализированы данные WGS, из них у 45 (42,5%) удалость установить молекулярный диагноз, из которых 27 человек (60%) 
несли на втором аллеле «искомый» вариант. У остальных 18 пациентов были выявлены мутации в других генах с разными типами 
наследования. Наиболее распространенными генами, в которых чаще регистрировались CNV и интронные варианты, были 
гены EYS, USH2A и ABCA4. Использование метода WGS позволило увеличить долю «решенных» случаев НЗС на 3%, однако эта 
цифра будет значительно выше, если включить в исследование всех пациентов с неустановленным молекулярным диагнозом.
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Autosomal recessive forms (AR-IRD) account for the largest proportion of cases of inherited retinal diseases (more than 50% of all 
detected pathology). However, due to the high prevalence of pathogenic recessive variants in the general population, it is difficult to 
establish whether the variant is the cause of the disease or reflects an incidental carriage. Therefore, the aim of the present study was to 
evaluate the prospects of finding a second variant in frequent AR-IRD genes (ABCA4, CNGB3, USH2A, CRB1, RPE65, CEP290 and EYS) based 
on population data and to identify «elusive» variants on the second allele by routine methods using whole genome sequencing (WGS). 
WGS data were retrospectively analyzed for 106 patients. Of these, 45 (42.5%) were able to establish a molecular diagnosis, of whom 
27 (60%) carried a variant in the target gene on the second allele. In the remaining 18 patients mutations in other genes with different 
types of inheritance were detected. The most common genes in which CNVs and intronic variants were more frequently reported were 
the EYS, USH2A, and ABCA4. WGS increased the percentage of solved cases of IRD by 3%, but this figure would be significantly higher if 
all patients with an unconfirmed molecular diagnosis were included in the study.
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целью данного исследования было оценить эффектив-
ность использования WGS при поиске второго причин-
ного варианта в рецессивных генах у пациентов с НЗС.

Методы

Для оценки перспектив поиска второго варианта 
в частых рецессивных генах ABCA4, CNGB3, USH2A, 
CRB1, RPE65, EYS, CEP290 у пациентов с единствен-
ным выявленным патогенным/вероятно патогенным 
вариантом сравнивались популяционные частоты ге-
терозигот по частым вариантам в исследуемой и кон-
трольной группах. В исследуемую группу входили дан-
ные панельного секвенирования 1538 неродственных 
пациентов с патологией сетчатки (панель «Ophthalmo», 
212 генов), группа сравнения включала данные 2905 эк-
зомов пациентов с различными наследственными за-
болеваниями (база «RuExAc»).

Для поиска второго каузативного варианта в частых 
генах АР-НЗС у отобранных 106 пациентов были ретро-
спективно проанализированы данные WGS. Анализ про-
веден на генетическом анализаторе DNBSEQ-T7 методом 
парно-концевого прочтения РЕ150. Для пробоподготовки 
была использована методика PCR-free с ферментативной 
фрагментацией (MGI). Обработка результатов секвени-
рования проведена с использованием программного обе-
спечения «NGS-Data» (https://ngs-data-ccu.epigenetic.ru). 
Клиническую значимость ранее не описанных вариан-
тов оценивали на основании международных рекомен-
даций по интерпретации данных [7]. Секвенирование 
поведено в рамках национальной генетической иници-
ативы «100 000 + Я». От пациентов получено информи-
рованное добровольное согласие на исследование и об-
работку персональных данных.

Результаты и обсуждение

Из 1538 пациентов у 713 (46,36%) были выявлены па-
тогенные и вероятно патогенные варианты в генах НЗС. 
Аутосомно-рецессивная патология сетчатки была частой 
в исследуемой выборке – 509 пациентов (71,4%).

Введение

Наследственные заболевания сетчатки (НЗС) – 
гетерогенная и клинически разнообразная 
группа заболеваний, которая характеризуется 

дегенерацией фоторецепторных клеток и/или клеток 
пигментного эпителия сетчатки. Наибольшую долю 
случаев НЗС составляют аутосомно-рецессивные фор-
мы (АР-НЗС), на которые приходится более 50% всей 
выявляемой патологии в разных странах [1]. Средняя 
распространенность АР-НЗС во всем мире составляет 
1 на 1380 человек [2].

Несмотря на широкое применение методов NGS 
в разных странах, доля больных с установленным мо-
лекулярным диагнозом НЗС во всем мире колеблется 
от 50 до 75% [3]. Значительное число пациентов оста-
ется без молекулярно подтвержденного диагноза, что 
связано с наличием вариантов в глубоких некодиру-
ющих областях генов, а также структурных вариантов 
(CNV), которые не детектируются в ходе таргетного 
или экзомного секвенирования.

Нами ранее были опубликованы данные о спек-
тре частых вариантов в генах АР-НЗС. Были выявле-
ны частые рецессивные гены – ABCA4, CNGB3, USH2A, 
RPE65, CRB1, CNGA3, CEP290, GUCY2D, PDE6H, на ко-
торые приходится 73,3% всех молекулярно-подтверж-
денных случаев АР-НЗС у российских пациентов [4]. 
Суммарная информативность панельного секвени-
рования, включающего 212 генов, составила 43,7%. 
В остальных случаях были выявлены либо единствен-
ный рецессивный патогенный вариант, либо вариан-
ты неопределенного клинического значения (VUS). 
Рецессивные формы НЗС представляют особый инте-
рес, поскольку из-за высокой распространенности па-
тогенных вариантов в общей популяции трудно уста-
новить, является ли данный вариант причиной заболе-
вания или отражает случайное носительство. Поэтому 
основной задачей является повышение эффективно-
сти молекулярно-генетической диагностики за счет 
внедрения в практику метода полногеномного секве-
нирования (WGS) для поиска «неуловимых» вариан-
тов. По данным литературы WGS увеличило долю под-
твержденных случаев НЗС на 13-33% [5, 6]. Отсюда, 
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Значительная доля случаев была вызвана биал-
лельными мутациями в генах ABCA4 (38,3%), CNGB3 
(10,2%), USH2A (6,1%), CRB1 (4,9%), RPE65 (4,7%), 
CEP290 (3,14%) и EYS (2,55%). По каждому из этих 
генов суммарно были рассчитаны частоты носитель-
ства частых патогенных вариантов. По вариантам 
в гене ABCA4 (p.[Leu541Pro;Ala1038Val], p.Gly1961Glu, 
p.Cys1490Tyr, p.Arg653Cys, p.Arg1640Trp, c.5714+5G>A) 
достоверных отличий по сравнению с контроль-
ной группой не было выявлено (частота гетерозигот 
в исследуемой выборке составила 2,3%, в контроль-
ной – 2,5%). По другим генам RPE65 (p.Glu102*, 
p.Arg124*, p.Arg91Gln, c.11+5G>A) (0,13%), CRB1 
(p.Gly827Val, p.Cys948Tyr) (0,13%) и EYS (p.Cys385*, 
p.Thr2883Lysfs*4) (0,6%) также не наблюдалась досто-
верная разница в частотах (0,07%, 0,13% и 0,38% со-
ответственно в контрольной группе). В генах CNGB3 
(p.Thr383fs*, p.Arg274fs*) (0,98%) и USH2A (p.Trp3955*, 
p.Glu4445_Ser4449delinsAspLeu) (0,65%) наблюдались 
статистически значимые различия (p<0,05) (частота ге-
терозигот в исследуемой и контрольной группах 0,38% 
и 0,24% соответственно), что говорит в пользу необхо-
димости дальнейшего поиска либо протяженных деле-
ций/дупликаций в этих генах, либо глубоко интрон-
ных вариантов.

По данным WGS среди отобранных 106 паци-
ентов с единственным выявленным патогенным ва-
риантом в перечисленных выше генах у 45 (42,5%) 
удалость установить молекулярный диагноз. Из них 
27 человек (60%) несли на втором аллеле «искомый» 
вариант. У остальных 18 пациента были выявлены 
мутации в других генах с разными типами наследо-
вания.

В гене EYS было выявлено наибольшее число ва-
риантов – 10, из которых 5 были протяженными деле-
циями (у четырёх пациентов была выявлена одна и та 
же делеция в гетерозиготном состоянии, частично за-
трагивающая экзон 19). Также была обнаружена ин-
версия участка размером ~756389, одна из точек раз-
рыва которой затрагивала интрон 13 гена EYS. В гене 
ABCA4 у 5 человек удалось выявить на втором аллеле 
каузативный вариант. Глубоко интронные описанные 
ранее варианты c.4539+2064C>T, c.6817-679C>A c.859-
546G>A были обнаружены у трех пробандов [8], у одно-
го человека была выявлена крупная делеция, затраги-
вающая экзон 30. В гене USH2A у восьми человек были 
выявлены шесть протяжённых делеций (делеция экзо-
нов 22-24 встретилась у 4 пациентов) и два интронных 

варианта, один из которых не был описан ранее. Также 
в гене CNGB3 были выявлены у двух человек крупные 
делеции, затрагивающие экзоны 15 или 18.

Таким образом, несмотря на отсутствие достовер-
ных различий в расчетах частоты гетерозиготного но-
сительства в генах ABCA4 и EYS, нам удалось выявить 
мутации на втором аллеле, большинство из которых 
являлось интронными вариантами или CNV соответ-
ственно. По литературным данным, наиболее распро-
страненными генами, в которых чаще регистрируют-
ся CNV, являются гены PRPF31, EYS и USH2A [9]. На-
ми было посчитано, что CNV в гене EYS на втором 
аллеле регистрируются в 19% случаев, в гене USH2A – 
в 8,1%, что согласуется с литературными данными [10, 
11]. В гене PRPF31, ответственном за аутосомно-доми-
нантную пигментную дегенерацию сетчатки, у одно-
го пациента была выявлена протяженная делеция с за-
хватом экзона 1.

В настоящем исследовании применение WGS уве-
личило долю «решенных» случаев НЗС на 3%. Этот по-
казатель будет значительно выше, если включить всех 
пациентов, у которых не была установлена причина за-
болевания на этапе панельного секвенирования. WGS 
расширил спектр генетических вариантов, а также по-
казал эффективность и клиническую полезность в ди-
агностике НЗС.
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