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В статье впервые представляется клинико-генетическая характеристика мутации c.1083G>A (p.Trp361*) в гене CFTR. Патоген-
ный генетический вариант c.1083G>A (p.Trp361*) гена CFTR относится к нонсенс-мутациям (I класс) и впервые был внесён в 
базу данных CFTR1 (http://www.genet.sickkids.on.ca) в середине 2019 г. без описания клинической картины муковисцидоза.
Методы. Проведен анализ амбулаторных карт и историй болезни двух пациентов из неродственных семей с редким гене-
тическим вариантом c.1083G>A (p.Trp361*). Для определения разности кишечных потенциалов (ОРКП) и проведения фор-
сколинового теста на кишечных органоидах использовали биопсийный материал слизистой прямой кишки пациентов. ДНК 
для секвенирования выделяли из лейкоцитов венозной крови пациентов.
Результаты.  Анализ клинических проявлений заболевания у детей 6 и 9 лет показал наличие хронической панкреатиче-
ской недостаточности, более выраженной у одного ребенка с синдромом дистальной интестинальной обструкции кишеч-
ника в анамнезе. Клиническая картина второго пациента характеризовалась развитием в раннем возрасте транзиторной 
гипербилирубинемии, синдрома псевдо-Барттера, а в дальнейшем – повторными эпизодами бронхиальной обструкции и 
развитием полипозного риносинусита.  ОРКП  и форсколиновый тест на кишечных органоидах показали, что генетический 
вариант c.1083G>A (p.Trp361*) относится к вариантам  гена CFTR с отсутствием функции хлорного канала.
Выводы. Впервые представлены описание клинической картины муковисцидоза у двух пациентов из неродственных семей 
с патогенным вариантом c.1083G>A (p.Trp361*) в компаунде с вариантом c.1521_1523delCTT (p.Phe508del) (ранее называе-
мом F508del) и результаты оценки функции белка CFTR методом ОРКП и форсколиновым тестом на кишечных органоидах.  
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and functional assessment of the activity of the chloride channel
Kondratyeva E.I.1,2, Melyanovskaya Y.L.1, Efremova A.S.1, Bulatenko N.V.1, Bukharova T.B.1, , Petrova N.V.1, Zodbinova A.E.1, 
Sherman V.D.1,2, Kashirskaya N.Yu.1, Ledneva V.S.3,4,  Ulyanova L.V. 3,4, Zinchenko R.A.1, 5,  Goldshtein D.V.1, Kutsev S.I.1

1 — Research Centre for Medical Genetics 
Moskvorechie st., 1, 115522 Moscow, Russia.

2 — Moscow Regional Consultative and Diagnostic Center for Children 
Cominterna st., 24A s1, 141009 Mytishchi, Moscow Region, Russia

3 — Voronezh State Medical University named after N.N. Burdenko
10 Studencheskaya st., 394036 Voronezh, Russia 

4 — Regional Children’s Clinical Hospital No. 2, Regional Center for Cystic Fibrosis
45 Strelkovoy Divisii st., 64, 394024 Voronezh, Russia

5 — N.A. Semashko National Research Institute of Public Health 
Vorontsovo pole st., 12/1, 129110 Moscow, Russia

In this article we continue to describe the pathogenic variants of the CFTR gene identified among Russian cystic fibrosis (CF) patients. 
For the first time the clinical and genetic characteristics of the mutation c.1083G> A (p.Trp361 *) are presented.
The pathogenic genetic variant c.1083G> A (p.Trp361 *) of the CFTR gene belongs to the nonsense mutations (class I) and was listed 
for the first time in the CFTR1 database (http://www.genet.sickkids.on.ca) by Professor Milan Macek et al. in mid-2019 without any 
description of clinical manifestations of cystic fibrosis.
Methods. The data of the National Register of Patients with Cystic Fibrosis of the Russian Federation 2017 were analyzed. Out-
patient records and case histories of two patients from unrelated families carrying a rare genetic variant c.1083G> A (p.Trp361 *) 
were analyzed. To determine the Intestinal current measurement (ICM) and Forskolin-induced swelling (FIS) in intestinal organoids, 
rectal biopsy material of CF patients was used. DNA for sequencing was isolated from leukocytes of venous blood of the patients.
Results. Variant c.1083G> A (p.Trp361 *) was found in two patients from unrelated families from different regions of the Russian 
Federation, according to the Register of Cystic Fibrosis Patients in the Russian Federation 2017. Analysis of clinical manifestations of 
the disease in children 6 and 9 years old showed the presence of chronic pancreatic insufficiency, more expressed in one child with 
a history of distal intestinal obstruction syndrome. The clinical manifestation of the second patient was characterized by the devel-
opment of transient hyperbilirubinemia, Pseudo-Bartter’s syndrome at an early age, and subsequently repeated episodes of bron-
chial obstruction and the development of polypoid rhinosinusitis. The ICM method and the FIS in intestinal organoids showed that 
the genetic variant c.1083G> A (p.Trp361 *) refers to the variants of the CFTR gene with the absence of chlorine channel function. 
Conclusion. The clinical picture of cystic fibrosis in two patients from unrelated families with the pathogenic variant c.1083G> A 
(p.Trp361 *) in the compound with variant c.1521_1523delCTT (p.Phe508del) (variant legacy name F508del) and results of the eval-
uation of the CFTR protein functions, obtained by the method of ICM and using the FIS assay in intestinal organoids, are presented 
for the first time. Patients continue to be under the control in Russian CF centers.
Keywords: сystic fibrosis, genetic variants, CFTR gene, intestinal current measurement (ICM), intestinal organoids, Forskolin-
Induced Swelling (FIS) assay, corrector VX-809, potentiator VX-770.
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Введение

Муковисцидоз (МВ) или кистозный фиброз 
(cystic fibrosis) – аутосомно-рецессивное за-
болевание, обусловленное мутациями в гене 

муковисцидозного трансмембранного регулятора про-

водимости (CFTR – cystic fibrosis transmembrane con-
ductance regulator) и поражающее жизненно важные 
органы и системы. Средняя частота заболевания в Рос-
сии составляет 1 на 10000 новорожденных [1] с вариа-
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цией между регионами. Ген CFTR расположен в реги-
оне 31.1 длинного плеча хромосомы 7(7q31.1), имеет 
протяженность около 250 т.п.н. и включает 27 экзонов. 
Белок CFTR относится к суперсемейству АТФ-
связывающих кассетных белков и состоит из пяти до-
менов: двух мембранно-охватывающих (MSD1 и 
MSD2), двух нуклеотидсвязывающих (NBD1 и NBD2) 
и регуляторного (R) [2,3]. Функционирует CFTR как 
цАМФ-зависимый хлорный канал, участвующий не 
только в переносе ионов хлора, но и в регуляции дру-
гих ионных каналов и мембранного транспорта [4]. На-
рушение функции CFTR приводит к блокировке транс-
порта ионов хлора, увеличению абсорбции ионов на-
трия, нарушению электролитного состава секрета, 
следствием чего является снижение или полное пре-
кращение секреции жидкости через апикальную мем-
брану эпителиальных клеток. 

Клинически заболевание проявляется хроническим 
и прогрессирующим поражением дыхательных путей, 
экзокринной недостаточностью поджелудочной желе-
зы, нарушениями работы желудочно-кишечного тракта 
и печени, а также снижением репродуктивной функции 
у больных и рядом других проявлений [5]. МВ характе-
ризуется широкой вариабельностью клинических про-
явлений, в большей мере обусловленной многообразием 
вариантов нуклеотидной последовательности гена CFTR 
[6]. По состоянию на 11 марта 2019 г. на веб-сайте меж-
дународного проекта CFTR2 представлено 346 патоген-
ных вариантов гена. В Регистре больных МВ РФ за 2017 
г. представлены 196 патогенных вариантов гена CFTR, 
94 из них встретились неоднократно [7]. В зависимости 
от влияния на функцию белка все варианты гена CFTR 
подразделяют на шесть классов. Патогенные варианты 
I-III классов гораздо более серьезно нарушают функцию 
CFTR, чем варианты IV-VI классов, и ассоциированы с 
классическим течением МВ. При наличии у больного 
генетического варианта IV, V или VI класса частично со-
храняется работа хлорного канала.  Для этих вариантов 
характерно сохранение функции поджелудочной желе-
зы и преимущественное поражение дыхательного тракта

В международной базе данных мутаций  гена CFTR 
(Cystic Fibrosis Mutation Database, CFTR1) вариант 
c.1083G> A (p.Trp361*) впервые описан у одного па-
циента М. Мацеком с соавт. [8]. Данный генетический 
вариант у российских пациентов впервые был отмечен 
в статье [9]. Однако клинические проявления не были 
описаны в обеих работах. Идентификация новых ред-
ких генетических вариантов CFTR и генотипов рас-
ширяет базу данных генетических вариантов и требу-
ет описания их фенотипов. 

Целью данного исследования является описание 
клинической картины заболевания  двух пациентов, 

несущих в своем генотипе редкий генетический вари-
ант c.1083G>A (p.Trp361*).  

Методы

Для оценки клинической картины были использо-
ваны данные национального регистра больных МВ РФ 
за 2017 г. [10] и выписки из историй болезни   и амбу-
латорной карты пациента. Проект «Регистр больных 
муковисцидозом Российской Федерации» одобрен Ко-
митетом по этике ФГБНУ «МГНЦ» 20 декабря 2012 г., 
пациенты с МВ и/или их представители дали инфор-
мированное согласие на участие в исследовании. 

Данные в регистр вносились согласно требованиям 
европейского регистра [11]. При анализе анамнести-
ческих данных оценивали возраст установления диа-
гноза, показатели хлоридов пота при проведении по-
тового теста, микробный пейзаж, нутритивный статус, 
данные спирометрии, осложнения течения МВ (МВ-
зависимый сахарный диабет – МЗСД, цирроз печени, 
назальные полипы, кровохарканье и легочные крово-
течения, эпизоды пневмоторакса), терапию. 

Выделение геномной ДНК пациентов проводили 
из лейкоцитов венозной крови с использованием на-
бора реактивов «Wizard Genomic DNA Purification Kit» 
фирмы «Promega» (USA) в соответствии с рекоменда-
циями производителя. Анализ последовательности ге-
на CFTR проведен методом секвенирования по Сэнге-
ру. При анализе результатов секвенирования использо-
вана информация о патогенных вариантах гена CFTR 
в базах данных МГНЦ [12], CFTR1 [13], CFTR2 [14], 
Exome Aggregation Consortium [15], Genome Aggregation 
Database  [16], Exome Variant Server [17], 1000 Genomes 
Project [18], dbSNP [19], dbVar [20], OMIM [21], Human 
Gene Mutation Database  [22], Clin Var [23], Human 
Genome Variation Society [24],  DECIPHER [25].

Для установления/подтверждения клинической 
значимости нового генетического варианта приме-
нялся метод определения разности кишечных по-
тенциалов (ОРКП). Исследование проведено одно-
му пациенту (клинический случай 1).  Метод ОРКП 
основан на определении функциональной активно-
сти ионных каналов, в том числе хлорных, слизи-
стой прямой кишки при добавлении стимуляторов 
(амилорид, форсколин/IBMX, генистеин, карбахол, 
4,4’-диизотиоцианатостильбен-2,2’-дисульфоновой 
кислоты (DIDS) и гистамин). Исследование методом 
ОРКП проводилось согласно европейским стандарт-
ным операционным процедурам V2.7_26.10.11 [26]. 
Функциональная активность CFTR определялась на 
мембранах эпителиальных клеток ректальных (кишеч-
ных) биоптатов, полученных от пациента, в ответ на 
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введение стимуляторов: амилорида, форсколина/IBMX 
(3-изобутил-1-метилксантин), генистеина, карбахола, 
DIDS и гистамина. Исследование проводилось после 
подписания представителями пациента информиро-
ванного добровольного согласия на участие в исследо-
вании с использование ОРКП. Исследование и форма 
информированного добровольного согласия были одо-
брены Комитетом по Этике ФГБНУ «МГНЦ» 15 октя-
бря 2018 г.  Контролем служили результаты многоцен-
трового  исследования «Multicenter Intestinal Current 
Measurements in Rectal Biopsies from CF and Non-CF 
Subjects to Monitor CFTR Function» [27].

Для исследования остаточной функциональной ак-
тивности канала CFTR из ректальных биоптатов па-
циента (клинический случай 1) по стандартным про-
токолам [28, 29, 30] была получена стабильная куль-
тура кишечных органоидов. После серии промывок 
раствором PBS для изоляции крипт биоптаты инку-
бировали в 10 мМ EDTA в PBS. После центрифуги-
рования (5 мин, 130 g, +4оС)  к осадку с криптами до-
бавляли «Матригель» (Corning, США), смешанный 
со средой культивирования в соотношении 1:1. За-
тем полученную суспензию высевали на 24-луноч-
ные планшеты из расчета 30 мкл на лунку (примерно 
7–10 крипт на лунку). После полимеризации «Матри-
геля» с заключенными в нем криптами в каждую лун-
ку добавляли по 0,5 мл среды культивирования. Через 
5–7 дней, после разрастания и почкования крипт про-
водили их пересев. Разделение крупных, разросшихся 
структур на небольшие фрагменты осуществляли ме-
ханическим способом (интенсивным ресуспендиро-
ванием) в среде Advanced DMEM/F12 (Thermo Fisher 
Scientific, США). После центрифугирования (5 мин, 
130 g, +4оС) осадок органоидов смешивали с «Матри-
гелем», высевали на культуральные планшеты, остав-
ляли на 30 мин для полимеризации и заливали сре-
дой культивирования. Состав среды культивирова-
ния: Wnt-3A- и Noggin- кондиционированные среды 
(50% и 10%, соответственно), Advanced DMEM/ F12 
(40%; Thermo Fisher Scientific, США), mEGF (50 нг/
мл; Prospec), hR-Spondin-3 (300 нг/мл; Peprotech), В27 
(2%; Life Technologies: Gibco, США), N-ацетилцистеин 
(1.25 мМ; Sigma-Aldrich, США), никотинамид (10 мМ; 
Sigma-Aldrich, США), А83-01 (5 мкМ; Tocris, Велико-
британия), SB 202190 (10 мкМ; Sigma-Aldrich, США), 
примоцин (100 мкг/мл; InvivoGen, США). Все этапы 
культивирования осуществляли при 37оС и 5% CO2.

Для проведения форсколинового теста кишеч-
ные органоиды высевали на 96-луночные планшеты 
(Corning, США) с соблюдением тех же условий, что 
и при пассировании. Через 24 ч органоиды прижиз-
ненно окрашивали 0,84 мкМ Calcein AM в течение 

1 часа (Biotium, США) и обрабатывали только фор-
сколином (Sigma-Aldrich, США) или форсколином 
в присутствии таргетных препаратов. Концентрация 
форсколина – 5 мкМ. Корректор VX-809 (Selleckchem, 
США) в концентрации 5 мкМ добавляли на стадии по-
сева, а потенциатор VX-770 (Selleckchem, США) в кон-
центрации 5 мкМ  одновременно с форсколином. Че-
рез определенные интервалы времени (0, 20, 40, 60 
и 90 мин) проводили съемку «фиксированных» по-
лей с использованием флуоресцентного микроскопа 
Observer. D1 (Zeiss, Германия) для регистрации ответа 
органоидов на стимуляцию. Изображения были полу-
чены при использовании объектива х5. Количествен-
ный анализ набухания органоидов проводили с ис-
пользованием программы Image J, статистическую об-
работку полученных данных – с помощью программы 
Sigma Plot 12.5. Для каждого образца (Fsk, Fsk+VX-770, 
Fsk+VX-809 и Fsk+VX-770+VX-809) было проанализи-
ровано не меньше 6 лунок. За 100% принимали пло-
щадь органоидов в «фиксированном» поле до стиму-
ляции форсколином (0 мин).

Результаты

По данным регистра больных МВ в РФ за 2017 год 
[10], вариант c.1083G>A (p.Trp361*) встречается у двух 
больных из неродственных семей из разных регио-
нов РФ, и его аллельная частота составляет 0,04% ал-
лельной частоты всех вариантов нуклеотидной по-
следовательности гена CFTR.  В международной ба-
зе CFTR2 [14] данный вариант p.Trp361* не описан. 
По обновленным данным в базе CFTR1 (http://www.
genet.sickkids.on.ca) М. Мацеком с соавт. в середине 
2019 г. был впервые представлен данный вариант у од-
ного больного в сочетании с p.Phe508del, однако кли-
ническая картина проявлений МВ не была представ-
лена [9]. Петрова Н.В. с соавт. в 2019 г. указали данный 
вариант в числе редких аллелей гена CFTR у больных 
РФ [8], выявив его у одного пациента (рис. 1). В даль-
нейшем данный вариант обнаружен еще у одного боль-
ного из неродственной семьи.

 Фенотипические особенности генотипа p.Trp361*/ 
p.Phe508del у 2-х пациентов 6 и 9 лет, наблюдающих-
ся в центрах муковисцидоза страны, описаны нами 
впервые.

Клинический случай 1. Ребенок, девочка 2012 го-
да рождения (6 лет), с диагнозом: Муковисцидоз, сме-
шанная форма, среднетяжелое течение (Е 84.8). Генотип 
c.[1521_1523delCTT];[1083G>A] (p.[Phe508del];[Trp361*]). 
Хронический бронхит. Хроническая панкреатическая не-
достаточность Микробиологический диагноз: хроническая 
стафилококковая инфекция. Осложнения: дефицит вита-
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мина D, синдром дистальной интестинальной обструкции 
при муковисцидозе (СДИО,  2019. )

Диагноз «муковисцидоз» установлен в 2 месяца 
на основании положительного неонатального скри-
нинга на МВ (иммунореактивный трипсин (ИРТ)1 
– 184 нг/мл (норма до 65 нг/мл), ИРТ2 – 541,7 нг/
мл (норма до 40 нг/мл)), положительного результа-
та потовой пробы на аппарате «Нанодакт» (проводи-
мость пота эквивалентна 118 ммоль/л NaCl при нор-
ме до 50 ммоль/л), результатов генетического обсле-
дования (генотип c.[1521_1523delCTT];[1083G>A] 
(p.[Phe508del];[Trp361*]), низкого значения панкреа-
тической эластазы 1 (менее 15 мкг/г кала).

Анамнез жизни. Ребенок от 3 беременности, проте-
кавшей с угрозой прерывания, первых родов (1 бере-
менность – выкидыш, 2 беременность – медицинский 
аборт). Срок гестации – 30 недель. Вес при рождении –  
2750 г, рост – 49 см. К 1 году жизни развивалась по воз-
расту, нутритивный статус соответствовал возрасту, 2-3 
раза в год переносила острые респираторные инфек-
ции (ОРИ) в легкой форме, антибактериальную тера-
пию не получала. Родственники не верили в заболева-
ние ребенка, в связи с чем он наблюдался нерегуляр-
но. Доза панкреатина на первом году жизни была не 
более 5 капсул в сутки (2000-5000 ЕД/кг массы тела).

На 2-м году жизни зарегистрирована ОРИ одно-
кратно, по этому поводу получала азитромицин и це-
фуроксим последовательно в связи с длительной ли-
хорадкой и изменениями воспалительного характе-
ра со стороны общего анализа крови  (СОЭ – 18 мм/
час, лейкоциты – 11,7 х 109/л). При рентгенологиче-
ском исследовании легких инфильтративных теней не 
выявлено. Со стороны биохимического анализа изме-
нений также не зарегистрировано. Микробиологиче-
ское исследование в 2014 г. (2 года) выявило наличие 
Staphylococcus aureus 105 в мокроте, чувствительность 
к антибиотикам была сохранена. Ультразвуковое ис-
следование (УЗИ) органов брюшной (2012-2014 гг.) 

полости показало усиление сосудистого рисунка пе-
чени, усиление эхогенности поджелудочной железы.

В 2015 г. (3 года) при копрологическом исследо-
вании обнаружено большое количество нейтрально-
го жира. Проведено исследование уровня панкреати-
ческой эластазы кала 1, который составил 5 мкг/г ка-
ла. В связи с чем доза панкреатина была увеличена 
до 14–15 капсул в день (10 000 ЕД/кг в сутки). В связи 
с тем, что родители длительно не принимали диагноз 
ребенка, регулярную муколитическую терапию в виде 
ингаляций Пульмозима (Дорназа-альфа) 2,5 мл  через 
небулайзер 1 раз в день и 4% натрия хлорида пациент-
ка стала получать только с трех лет.

В 2016 г. (4 года) потребность в панкреатине на на-
чало года –250 000 ЕД в сутки (15 000 ЕД/кг), в конце 
года – 300 000 ЕД (18 000 ЕД/кг), что выше рекомен-
дуемых доз в национальных и европейских консенсу-
сах. При проведении УЗИ брюшной полости выявле-
ны гепатомегалия, диффузные изменения поджелу-
дочной железы.

В 2017 г. (5 лет) ОРИ отмечались 3 раза, 1 раз по-
лучала антибактериальную терапию.

По данным компьютерной томографии (КТ) лег-
ких в 2017 г. изменений не выявлено

С сентября 2018 г. (6 лет) до февраля 2019 пациент-
ка болела ежемесячно ОРИ, получала 2 раза курс амок-
сициллина + клавулановая кислота. Микробиологиче-
ское исследование в 2018 г. показало рост Staphylococcus 
aureus, чувствительность к антибиотикам была сохране-
на. Отмечено снижение уровня 25(ОН)D до 19,34 нг/мл. 
Доза витамина D была увеличена до 3 000 ЕД в сутки. 

В феврале 2019 г. госпитализирована в связи с кли-
ническими проявлениями СДИО (копростаз). Прово-
дилась консервативная терапия.  За год ребенок в мас-
се прибавил 1,6 кг, в росте – 8 см. При осмотре ребенка 
масса тела составила 22,6 кг (масса тела к возрасту: 46 
перцентиль, -0,1 SD по Z-критерию), рост 122 см (58 
перцентиль, 0,2 SD по Z-критерию), ИМТ = 14,8 кг/м2 

Рис. 1. Хроматограмма результата секвенирования фрагмента экзона 8 гена CFTR. Замена гаунина (G) на аденини (A) в положении 1083 приво-
дит к замене кодона TGG (триптофан) на TGA (стоп-кодон).

https://www.rlsnet.ru/atc_index_id_3416.htm
https://www.rlsnet.ru/atc_index_id_3416.htm
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(N=15,4) (35 перцентиль, -0,4 SD по Z-критерию). Са-
турация кислородом – 99%. На рентгенограмме груд-
ной клетки изменений не отмечено. Получает панкре-
атин в суточной дозе 210 000 ЕД (10 000 ЕД/кг). Прово-
дится муколитическая терапия – 6% NaCl 4 мл 2 раза в 
день, Пульмозим (Дорназа-альфа) 2,5 мл 1 раз в день 
через небулайзер Пари турбо бой. Также принимает 
витамины А и Е, витамин D3 – 3000 ЕД в сутки, уро-
софальк – 8 мл (400 мг – 20 мг/кг). 

Таким образом, у ребенка при неонатальном скри-
нинге отмечался высокий уровень ИРТ (ИРТ2 повы-
шен в 3,5 раза), с рождения были проявления тяжелой 
панкреатической недостаточности (потребность в пан-
креатических ферментах> 10 000 ЕД/кг), с 6 лет – ча-
стые ОРИ, в 2019 г. – СДИО. На последнем осмотре 
в 2019 г. изменений со стороны бронхолегочной си-
стемы не отмечено. Ребенок продолжает наблюдаться 
в центре муковисцидоза. 

Пациентке было проведено обследование мето-
дом ОРКП для оценки функциональной активности 
ионных каналов. 

Методом ОРКП были зарегистрированы следую-
щие ответы на введение стимуляторов (рис. 2 и табл. 1):

– при добавлении амилорида наблюдается сниже-
ние тока короткого замыкания (ΔISC). Амилорид бло-
кирует натриевые каналы (ENaC), которые экспресси-

руются на клетках эпителия в ответ на снижение ионов 
хлора в околоклеточном пространстве, тем самым вы-
зывая снижение ΔISC [31];

– при внесении в камеру с биоптатом стимулятора 
форсколин/IBMX ответа нет. Форсколин/IBMX – ак-
тивирует цАМФ-зависимые хлорные каналы (CFTR); 

– на введение гистамина ток короткого замыкания 
изменяется в отрицательную сторону, что отражает от-
ток ионов калия из клеток больного МВ [32];

– ответа на генистеин и DIDS не зарегистрировано. 
 Полученные данные свидетельствуют об отсут-

ствии функции хлорных каналов эпителия паци-
ента с генотипом c.[1521_1523delCTT]; [1083G> A] 
(p.[Phe508del]; [Trp361*]), показатели ΔISC при добав-
лении форсколина были ниже, чем данные пациентов 
с нуклеотидными последовательностями гена CFTR 1 и 
2 классов с панкреатической недостаточностью [27].

Анализ результатов ОРКП пациентки при сравне-
нии с данными многоцентрового исследования паци-
ентов с генетическими вариантами с сохранной функ-
цией поджелудочной железы [27] показал, что у неё 
имеет место мутация без сохранной функции подже-
лудочной железы. 

С использованием форсколинового теста на ки-
шечных органоидах, полученных из ректальных био-
птатов пациентки, было показало полное отсутствие 

Рис. 2. Метод ОРКП. Клинический случай 1 (c.[1521_1523delCTT]; [1083G> A] (p.[Phe508del]; [Trp361*])). При введении амилорида происходило 
снижение тока короткого замыкания (ΔISC), ответа на форсколин/IBMX нет, а при добавлении гистамина отмечено изменение тока короткого 
замыкания в отрицательную сторону.
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остаточной функции канала CFTR. Обработка органо-
идов форсколином в высокой концентрации 5 мкМ в 
течение 1,5 ч не приводила к увеличению объема орга-
ноидов, что является доказательством полного наруше-
ния функциональной активности CFTR при генотипе 
p.[Phe508del];[Trp361*] (рис. 3). В рамках данной рабо-
ты было изучено влияние таргетных препаратов (кор-
ректора VX-809 и потенциатора VX-770) на функцию 
белка CFTR. Было показано, что инкубация кишечных 
органоидов с VX-809 приводит к их умеренному набу-
ханию – на 38 ± 5,2% по сравнению с действием одно-
го только форсколина. Потенциатор VX-770 незначи-
тельно (на 10%) усиливал действие корректора, но са-
мостоятельно не оказывал положительного эффекта 

Клинический случай 2.  Ребенок, мальчик 2011 го-
да рождения, с диагнозом: Муковисцидоз, смешан-

ная форма, среднетяжелое течение (Е 84.8). Гено-
тип c.[1521_1523delCTT]; [1083G> A] (p.[Phe508del]; 
[Trp361*]). Хронический бронхит. Хроническая панкре-
атическая недостаточность Микробиологический диа-
гноз: хроническая стафилококковая инфекция. 

Ребенок родился от 1 беременности, протекавшей 
без особенностей, 1-х срочных физиологических са-
мостоятельных родов. Вес при рождении 3100 г, рост 
53 см. Период новорожденности протекал на фоне 
транзиторной гипербилирубинемии за счет холестаза.  

Диагноз установлен в 2 месяца на основании дан-
ных неонатального скрининга (ИРТ1 = 169 нг/мл и 
ИРТ2 = 97,5 нг/мл), положительного результата по-
товой пробы на аппарате «Нанодакт» (проводимость 
пота эквивалентна 89 ммоль/л NaCl при норме до 
50 ммоль/л), уровня хлоридов пота в системе «Макро-

Таблица 1 

Результаты проведения ОРКП ребенку, больному муковисцидозом    (клинический случай 1).

ΔISC, µA/cm2 Амилорид Форсколин/IBMX Генистеин DIDS Гистамин
Биоптат больного № 1 - 45 2 0,5 0 22,5
Биоптат больного № 2 - 28 1 0,5 0,5 8,5
Биоптат больного № 3 - 40,5 1 0,5 0,5 33,5
M±m больного - 37,83±6,23 1,33±0,41 0,5 0,33±0,2 21,5±8,86
Контроль PI-CF* −5,2±2.9 6,1±3.9 - - 8,6±6.0

Примечание: ΔISC - ток короткого замыкания, PI-CF - муковисцидоз с панкреатической недостаточностью, * - данные многоцентрово-
го исследования пациентов с нуклеотидными последовательностями гена CFTR 1 и 2 классов с панкреатической недостаточностью [27].

А Б

Рис. 3. Исследование остаточной активности канала CFTR при генотипе c.[1521_1523delCTT]; [1083G> A] p.[Phe508del]; [Trp361*] на кишечных 
органоидах с использованием форсколинового теста. А – характерные изображения кишечных органоидов до воздействия форсколина и тар-
гетных препаратов (0 мин) и после завершения обработки (90 мин). Масштабная шкала - 200 мкм. Окраска Calcein AM. Б – результаты количе-
ственного анализа набухания органоидов при воздействии форсколина в сочетании с таргетными препаратами; Fsk – форсколин; 100% - пло-
щадь органоидов до стимуляции форсколином.
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дакт» 112 ммоль/л. Диагноз верифицирован на основа-
нии постоянного непродуктивного кашля с рождения, 
проявлений панкреатической недостаточности, холе-
стаза, результатов потовой пробы.  В возрасте 4 мес. 
развился синдром псевдо-Барттера, потребовавший го-
спитализации для проведения инфузионной терапии. 
Панкреатическая эластаза 1 составила 33-88 мкг/г кала 
(норма 200-500 мкг/г кала), что соответствует тяжелой 
степени панкреатической недостаточности. На протя-
жении первых 5 лет (особенно в летний период) на ли-
це, волосах, руках отмечались белые кристаллы соли.

Молекулярно-генетическая диагностика в 5 лет 
выявила одну мутацию гена CFTR (p.[Phe508del]) – 
F508del в гетерозиготном состоянии.

Заболевание протекало с обострениями преиму-
щественно по бронхитическому типу 3-4 раза в год, 
за все время наблюдения (8 лет) пневмония была диа-
гностирована 2 раза. В первые годы преобладала кли-
ника риносинусита, трахеобронхита, которые не со-
провождались выраженной дыхательной недостаточ-
ностью и интоксикацией, не требовали интенсивной 
терапии. Ребенок постоянно получает терапию: Дор-
назу-альфа, панкреатические ферменты (7000 ЕД/кг 
массы тела в сутки), урсодезоксихолевую кислоту (15 
мг/кг в сутки), при присоединении бронхообструктив-
ного синдрома – ипратропия бромид + фенотерол, бу-
десонид, курсы внутривенной антибактериальной те-
рапии 2-4 раза в год. 

Осмотр (возраст 8 лет): масса тела 31 кг (масса те-
ла к возрасту: 90 перцентиль, 1,3 SD по Z-критерию), 
рост 139 см (98 перцентиль, 2,1 SD по Z-критерию), 
ИМТ = 16,3 кг/м2 (N=15,7) (57 перцентиль, 0,2 SD 
по Z-критерию). Сатурация кислородом 99%, спиро-
метрия: FVC = 95%, FEV1 = 94%, FEV1\ FVC = 99%, 
FEV25-75 = 74%. Посев мокроты на флору и чувстви-
тельность к антибиотикам выявил рост MSSA, чув-
ствительность ко всем антибиотикам была сохране-
на. На КТ брюшной полости – жировая дистрофия 
поджелудочной железы, диффузные изменения пе-
чени, умеренная гепатомегалия. КТ органов грудной 
клетки – признаки бронхиальной обструкции. Плев-
ропульмональные спайки S5, S10 справа, S10 слева. В 
биохимическом и общем анализе крови изменений не 
было. В копрограмме – нейтральный жир отсутствует.

Генетическое обследование методом секвениро-
вания по Сэнгеру проведено в 9 лет, установлен гено-
тип c.[1521_1523delCTT]; [1083G> A] (p.[Phe508del]; 
[Trp361*]). При микробиологическом исследовании было 
выявлено наличие хронической инфекции  Staphylococcus 
aureus. Из осложнений заболевания был диагностирован 
полипозный риносинусит верхних дыхательных путей на 
основании КТ придаточных пазух носа.

Особенностью течения заболевания являются пре-
имущественные проявления полипозного риносину-
сита и хронической панкреатической недостаточно-
сти, частые проявлении хронического обструктивного 
бронхита, при этом регистрируется соответствие пара-
метров физического развития и спирометрии возрасту.

Обсуждение

Патогенный генетический вариант c.[1083G>A] 
(p.Trp361*) относится к нонсенс-мутациям и пред-
ставляет собой замену гуанина на аденин в положе-
нии 1083, что приводит к образованию преждевремен-
ного стоп-кодона в 8 экзоне (I класс). Учитывая, что 
данный генетический вариант находится в гетерози-
готном состоянии с вариантом c.[1521_1523delCTT] 
(p.Phe508del) II класса, можно ожидать тяжелое тече-
ние заболевания и нарушение работы канала CFTR за 
счёт нарушения синтеза белка CFTR.

В описываемом нами первом клиническом случае 
у ребенка наблюдается тяжелое течение МВ в виде хро-
нической панкреатической недостаточности с рожде-
ния с развитием в 6 лет СДИО кишечника. В то же вре-
мя показатели физического развития ребенка соответ-
ствуют возрастным. Показатели ИРТ и потового теста 
свидетельствуют о тяжелых нарушениях работы хлор-
ного канала. Наряду с потовой пробой мы использова-
ли метод ОРКП и форсколиновый тест на кишечных 
органоидах для изучения функциональной активно-
сти канала. Данные исследования подтверждают отсут-
ствие функциональной активности канала CFTR. Ре-
зультаты ОРКП соответствуют генетическому вариан-
ту с хронической панкреатической недостаточностью.

Усиление набухания органоидов при совместном 
действии форсколина и корректора VX-809 указыва-
ет на увеличение общего количества функциональных 
CFTR-каналов, однако наблюдаемый эффект можно 
считать умеренным. Обусловлен он наличием в геноти-
пе варианта II класса c.[1521_1523delCTT] (p.Phe508del), 
поскольку генотипы, сочетающие две мутации I клас-
са, не поддаются коррекции таргетными препаратами 
[28]. Таким образом, можно утверждать, что вариант 
c.[1521_1523delCTT] (p.Phe508del), в целом, несколь-
ко «смягчает» тяжесть генотипа c.[1521_1523delCTT]; 
[1083G>A] (p.[Phe508del]; [Trp361*]). Полученные на 
кишечных органоидах результаты коррелируют с ли-
тературными данными – в статьях J.F. Dekkers [28] и 
van Willigen с соавт. [33] похожие ответы на форсколин, 
VX-809 и VX-770 были характерны для органоидов, по-
лученных из биоптатов пациентов, имеющих сочетание 
в генотипе варианта c.1521_1523delCTT (p.Phe508del, 
F508del) и варианта I класса.

https://www.rlsnet.ru/mnn_index_id_3367.htm
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При описании клинической картины заболевания 
у второго ребенка мы наблюдаем также панкреатиче-
скую недостаточность с рождения, но с меньшей по-
требностью в панкреатических ферментах, чем в пер-
вом случае. У больного регистрируются длительная 
гипербилирубинемия за счет холестаза в неонаталь-
ном периоде, раннее развитие синдрома потери соли 
и развитие осложнений в виде полипозного риносину-
сита, обострений хронического обструктивного гной-
ного бронхита. 

Заключение

Таким образом, нами впервые описана клиниче-
ская картина МВ у двух пациентов из неродственных 
семей, имеющих в своем генотипе патогенный вари-
ант c.[1083G>A] (p.Trp361*) в компаунде с вариантом 
c.[1521_1523delCTT] (p.Phe508del). Результаты пока-
зали, что у обоих больных имеются признаки хрони-
ческой панкреатической недостаточности (снижение 
панкреатической эластазы 1) с потребностью в пан-
креатических ферментах. Отмечено различие клини-
ческой картины заболевания: у одного ребенка разви-
тие СДИО и высокая потребность в панкреатических 
ферментах, у второго – формирование полипозного 
риносинусита, развитие холестаза и синдрома потери 
соли в раннем возрасте, что может быть обусловлено 
как различием генетического фона, так и различием 
влияния внешней среды, в том числе и лечения (па-
циенты происходят из неродственных семей, наблю-
даются и проходят лечение в разных центрах), но ха-
рактеризуют тяжелое течение заболевания. Возможно, 
в тяжести течения первой пациентки отрицательную 
роль сыграла нерегулярность в терапии в первые годы 
жизни. Дополнительное применение метода ОРКП и 
форсколинового теста на кишечных органоидах под-
твердило отсутствие функции хлорного канала у носи-
телей варианта c.1083G>A (p.Trp361*), относящегося к  
нонсенс-мутациям, и варианта II класса
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