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Австрийский центр буллезного эпидермолиза 
как модель организации помощи  

при редком заболевании

Гиперметилирование генов микроРНК miR-124, 
miR-125b, miR-127 и miR-129 в карциноме 

яичников вовлечено в подавление их 
экспрессии и ассоциировано как с развитием, 

так и с прогрессией рака яичников

Состояние репродуктивной системы 
и алгоритм решения вопроса деторождения 

у мужчин с муковисцидозом

Ассоциация генетических маркеров 
целиакии с репродуктивными 
нарушениями

Трудности дифференциальной 
диагностики подтипов пограничного типа 
буллезного эпидермолиза: описание двух 
клинических случаев

Исследование модифицирующей роли 
полиморфизма митохондриальной ДНК 
в манифестации синдрома Бругада

Поиск идеального маркера для оценки 
рецептивности эндометрия: от гистологии 
до молекулярно-генетических подходов

Алгоритм молекулярно-генетического 
обследования для выявления наследственного 

BRCA-ассоциированного рака молочной железы
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Австрийский центр буллезного эпидермолиза 
(Epidermolysis bullosa House Austria) как модель 
организации помощи при редком заболевании
Продингер К.М.1 • Лаймер М.1 • Бауэр Й.1 • Хинтнер Х.1

Австрийский центр буллезного эпидермолиза (EB 
House Austria) в Зальцбурге с самого своего осно-
вания в 2005 г. представляет собой исключитель-
ный пример организации оптимизированной ме-
дицинской помощи группе больных, которым до 
этого не уделялось должного внимания, – паци-
ентам, страдающим буллезным эпидермолизом, 
редким и  очень тяжелым заболеванием кожи. 
Пациенты с этим наследственным механобуллез-
ным кожным заболеванием, характеризующимся 
гетерогенностью клинического течения, муль-
тиорганными проявлениями, большим числом 
осложнений и  высокой смертностью, получают 
в Австрийском центре буллезного эпидермолиза 
мультидисциплинарную медицинскую, психо-
социальную, ориентированную на семью под-
держку, наилучшим образом адаптированную 
именно к  этому заболеванию и  индивидуально 
подобранную для каждого больного. Центр со-
стоит из четырех подразделений: амбулаторного 
звена, научно-исследовательской лаборатории, 

академии и  отдела научно-клинических иссле-
дований и  клинических испытаний. Уникальная 
структура центра заложила основу для наи-
лучшей медицинской практики и  оказания 
медицинской помощи на самом современном 
уровне, а  также для проведения качественных, 
ориентированных на больного научных иссле-
дований и развития трансляционной медицины. 
Австрийский центр буллезного эпидермолиза 
был создан при участии благотворительной паци-
ентской организации «DEBRA Австрия», поддер-
живающей медицинские исследования, с  целью 
оказания всесторонней помощи больным бул-
лезным эпидермолизом и их близким в Австрии 
и  сопредельных государствах. Получено офи-
циальное признание сначала на национальном 
уровне  – в  2017  г. учреждению присвоен статус 
Национального экспертного центра по генодер-
матозам с фокусом внимания на буллезном эпи-
дермолизе, а  вскоре и  на европейском  – в  сен-
тябре 2018 г. центр был включен в Европейскую 

референсную сеть (ЕRN) по редким заболе-
ваниям кожи. Представленный в  статье опыт 
Австрийского центра буллезного эпидермолиза 
может послужить примером успешной модели 
при организации помощи пациентам с  другими 
полисистемными заболеваниями.

Ключевые слова: буллезный эпидермолиз, 
редкие заболевания, генодерматозы, DEBRA, 
междисциплинарный подход

Для цитирования: Продингер КМ, Лаймер М, 
Бауэр Й, Хинтнер Х. Австрийский центр буллезного 
эпидермолиза (Epidermolysis bullosa House Austria) 
как модель организации помощи при редком за-
болевании. Альманах клинической медицины. 
2019;47(1):2–11. doi: 10.18786/2072-0505-2019-47-
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П р и г л а ш е н н а я  с т а т ь я

Буллезный эпидермолиз (БЭ) – группа ред-
ких наследственных механобуллезных за-
болеваний, для которых характерна по-
вышенная ранимость кожи и  слизистых 

оболочек с образованием пузырей при минималь-
ном механическом повреждении. Многообразие 
клинических, генетических характеристик БЭ 
и  его внекожных проявлений позволяет отнести 
БЭ к  полисистемным заболеваниям с  большим 
числом осложнений и высокой смертностью [1].

Генетическая гетерогенность БЭ обусловле-
на мутациями в  20  разных генах, кодирующих 
белки, отвечающие за поддержание целостности 
эпидермиса и  обеспечивающие связь между эпи-
дермисом и  дермой. В  зависимости от глубины 
поражения выделяют следующие основные типы 
БЭ: простой БЭ (пузыри расположены внутриэпи-
дермально), пограничный БЭ (пузыри образуются 
в  светлой пластинке зоны базальной мембраны), 

дистрофический БЭ (пузыри локализуются под 
плотной пластинкой базальной мембраны), син-
дром Киндлера (смешанное поражение на разных 
уровнях кожи). В  зависимости от генетических 
и  фенотипических особенностей эти основные 
формы подразделяются на 30 подтипов (рис. 1) [2].

Симптомы болезни и их выраженность сильно 
варьируют. У  некоторых пациентов заболевание 
дебютирует в подростковом возрасте, когда на ча-
сто травмируемых участках кожи (стопы, кисти) 
появляются и  самостоятельно разрешаются еди-
ничные пузыри. У  других больных пузыри обра-
зуются на коже и слизистых оболочках спонтанно 
уже при рождении, при этом поражение носит 
обширный, генерализованный характер и  может 
довольно быстро привести к  летальному исходу. 
Часто, особенно при дерматолитических подтипах, 
развиваются такие вторичные осложнения, как 
хроническое изъязвление, воспаление, рубцевание 
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и фиброз кожи. А серьезные внекожные осложне-
ния – стриктуры, стенозы и псевдосиндактилии – 
резко ухудшают качество жизни пациентов. При 
тяжелых формах БЭ (тяжелый генерализованный 
пограничный БЭ, рецессивный дистрофический 
БЭ) крайне высок риск (раннего) летального ис-
хода вследствие недостаточности питания, отсут-
ствия прибавки веса, инфекций, органной недо-
статочности, а позднее – агрессивно протекающего 
плоскоклеточного рака кожи (рис. 2) [3–5].

Характерными симптомами, обнаруживаемы-
ми у некоторых больных с БЭ разных типов, быва-
ют так называемые буллезноэпидермолизные неву-
сы, которые обычно имеют клинические (быстрый 
рост, неровные границы, разноцветное окрашива-
ние) и  дерматоскопические признаки атипичной 
или злокачественной меланоцитарной пролифера-
ции. Они часто появляются на месте бывших пу-
зырей. Хотя эти элементы состоят исключительно 
из меланоцитов и редко ассоциируются с развити-
ем меланомы, клиническое динамическое наблю-
дение и  гистологическое исследование наиболее 
подозрительных очагов являются обязательными 
(рис. 3) [2, 6, 7].

Специфического лечения БЭ не существует. 
В  настоящее время терапия носит в  основном 

поддерживающий характер: это симптоматиче-
ские мероприятия (лечение раневых поверхно-
стей), контроль инфицирования ран, нутритив-
ная поддержка, а  также профилактика и  лечение 
вторичных осложнений [3, 8]. Терапевтические 

Рис. 1. Схема зоны дермоэпидермального соединения. В основе буллезного эпидермолиза (БЭ) лежат мутации генов структурных 
компонентов, в частности гемидесмосом, десмосом, промежуточных филаментов, актиновых микрофиламентов, фокальных 
контактов и транспорта внутриклеточных пузырьков
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Рис. 2. Осложнения у больных с рецессивным типом 
дистрофического буллезного эпидермолиза: A – агрессивно 
протекающий плоскоклеточный рак кожи грудной клетки;  
Б – псевдосиндактилия; В – множественный кариес зубов, 
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мероприятия и уход за пациентами с БЭ и другими 
редкими болезнями должны подбираться индиви-
дуально, с учетом многочисленных факторов: воз-
раста, степени тяжести заболевания, осложнений, 
проблем и предпочтений пациента.

Диагностика
В случае образования пузырей на коже новоро-
жденных и  детей более старшего возраста диф-
ференциальный диагноз проводится с  длинным 
перечнем заболеваний инфекционного, травма-
тического, аутоиммунного и  гематологического 
генеза [9]. После их исключения в  качестве пер-
вого этапа диагностики при клиническом по-
дозрении на БЭ у  новорожденного необходимо 
установить уровень расслоения кожи. Обычно 
это возможно с  помощью биопсии свежего пу-
зыря (как правило, он возникает уже вследствие 
травмы кожи при биопсии) с  последующим ру-
тинным патогистологическим исследованием 
(внутриэпидермальное или субэпидермальное 
расслоение), иммунофлюоресцентным антиген-
ным картированием и/или трансмиссионной 
электронной микроскопией (в настоящее время 
она в  большинстве случаев оказывается излиш-
ней) [10]. Иммунофлюоресцентное картирование 
антигенных детерминант в  области дермоэпи-
дермального соединения было внедрено в  прак-
тику в 1980-х гг. в дерматологическом отделении 
г. Инсбрука. Эта новая методика пришла на сме-
ну электронной микроскопии, так как позволила 
быстро и  просто ставить точный диагноз меха-
нобуллезных заболеваний. С ее помощью можно 

определить уровень расслоения кожи и  прово-
дить дифференциальный диагноз между четырь-
мя главными типами БЭ [11, 12].

Относительное наличие белка затем можно 
визуализировать с  помощью иммунофлюорес-
центного окрашивания набором специфических 
(в большинстве своем моноклональных) антител 
к структурным белкам эпидермиса или к компо-
нентам дермоэпидермального соединения. Кроме 
того, для выявления причинной мутации следует 
по возможности выполнить молекулярный ана-
лиз с  анализом кандидатных генов, определен-
ных при иммунофлюоресцентном картировании. 
Наконец, семейный анамнез пациента может ука-
зывать на тип наследования, что имеет значение 
для последующей пренатальной и преимпланта-
ционной диагностики [5, 9, 13, 14].

«DEBRA Австрия»
В 1992  г. профессор Хельмут Хинтнер, накопив-
ший за время работы в  Инсбруке и  за рубежом 
значительный опыт изучения кожных буллезных 
заболеваний и  ведения пациентов с  аутоиммун-
ными и наследственными буллезными болезнями, 
был назначен руководителем отделения дермато-
логии больницы общего профиля в  Зальцбурге. 
Вместе с биологом Габриэлой Пола-Губо он создал 
в Зальцбурге научную лабораторию, главным об-
разом специализирующуюся в области иммуно-
логии и буллезных заболеваний кожи.

Таким образом, с начала 1990-х гг. в Зальцбурге 
все большему количеству пациентов после не-
скольких лет диагностической неопределенности 
(это общее свойство редких болезней) стали уста-
навливать диагноз БЭ. В ходе регулярного дина-
мического наблюдения таких пациентов вскоре 
стала очевидной необходимость организации 
их ведения и  адекватной помощи. Тогда же 
в Зальцбурге родилась идея создать пациентскую 
группу по образцу «родительской ассоциации» 
DEBRA в  Великобритании, функционирующей 
с 1978 г. В 1995 г. группа больных и членов их се-
мей совместно с врачами и персоналом, осущест-
вляющим уход за больными, основала благотво-
рительную пациентскую организацию с  целью 
обеспечения научно-медицинских исследований 
в  области БЭ «DEBRA Австрия». Эта организа-
ция полностью посвятила себя всесторонней 
поддержке пациентов с  БЭ и  их родственников 
в  Австрии и  соседних странах. Назовем лишь 
некоторые виды деятельности: организация 
предоставляет площадку для обмена опытом, 
безвозмездно помогает решать юридические во-
просы и бесплатно предоставляет перевязочный 

Рис. 3. Буллезноэпидермолизные (БЭ) невусы: A – БЭ невус 
у трехлетнего ребенка с дистрофическим БЭ; Б – увеличенный 
вид невуса с рисунка (A); В – БЭ невус у пациента 
с пограничным типом БЭ; Г – дерматоскопическое фото (В)
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материал, способствует оказанию более совер-
шенной и  эффективной медицинской помощи, 
создавая сеть соответствующих специалистов 
и участвуя в образовательных мероприятиях.

«DEBRA Австрия» известна своими многочис-
ленными инициативами, привлечением денежных 
средств и  информационными кампаниями. Со 
своей стороны опытные врачи, ученые и средний/
младший медицинский персонал отделения дер-
матологии Зальцбурга сформировали мультидис-
циплинарную команду, основной задачей которой 
стала централизация и индивидуализация весьма 
непростого процесса лечения больных БЭ. Как 
только удалось собрать достаточно средств (при 
финансовой поддержке частных благотворителей, 
отчасти – из общедоступных источников), была со-
здана первая в мире специализированная клиника 
БЭ. К огромной радости пациентов, родственников 
и специалистов по уходу за больными она откры-
лась в  2005  г. на базе больницы общего профиля 
в г. Зальцбурге и представляет собой мультидисци-
плинарное клиническое отделение, занимающееся 
диагностикой, оказанием медицинской помощи, 
научными исследованиями и  образовательными 
вопросами, связанными с БЭ [15].

Некоммерческая организация «DEBRA 
Австрия» с  первого дня своего существования 
поддерживала и  продолжает финансировать на-
учные исследования в области БЭ в Австрии ис-
ключительно из благотворительных пожертвова-
ний. Ряд таких фундаментальных исследований, 
посвященных методам лечения БЭ, уже достигли 
фазы клинических испытаний. Это колоссальный 
успех, поскольку переход от стадии разработки 
к  практическому применению в  качестве мето-
дики лечения  – долгий, сложный и  трудоемкий 
процесс. Он требует глубоких знаний (регистра-
ция, патенты, определение в  группу орфанных 
препаратов), тесного сотрудничества с  учеными 
и  фарминдустрией, объемного финансирования 
и организации проведения доклинических и кли-
нических испытаний (www.debra-austria.org).

В настоящее время благодаря быстрому на-
коплению знаний в  области биологии и  гене-
тики и  новым технологическим возможностям 
научные исследования в  области БЭ проводят-
ся разными группами ученых и  варьируют от 
белково-клеточной терапии до трансплантации 
костного мозга и генной терапии. Для координа-
ции и  централизации большого массива новых 
данных, получаемых в ходе этой работы, на на-
циональном и  международном уровне «DEBRA 
Великобритания» и «DEBRA Интернейшнл» соз-
дан Научный медицинский консультативный 

совет (MSAP), в состав которого входят эксперты 
по БЭ и биологическим исследованиям. Заявки 
на научно-исследовательские гранты проходят 
централизованную процедуру экспертного от-
бора и  при одобрении получают финансирова-
ние [16].

Австрийский центр буллезного 
эпидермолиза
Австрийский центр БЭ  – выдающийся при-
мер экспертного центра Европейского союза 
(ЕС). Центр оказывает мультидисциплинар-
ную поддержку больным БЭ и  их семьям, со-
блюдая принципы качественной медицинской 
практики и  придерживаясь современных под-
ходов к  предоставлению медицинской помощи 
(www.eb-haus.eu) [16]. На наш взгляд, история раз-
вития центра может послужить образцовой мо-
делью организации помощи при других редких 
мультисистемных заболеваниях.

В последнее десятилетие ЕС уделяет боль-
шое внимание совместным действиям на нацио-
нальных и международном уровнях по ведению 
пациентов с  редкими болезнями. Как правило, 
организация помощи таким пациентам сопря-
жена со следующими проблемами: большая ге-
терогенность, ограниченное число пациентов, 
недостаточный уровень знаний и опыта, а также 
огромные затраты. Несмотря на редкость каждо-
го из этих заболеваний в  отдельности, суммар-
ное число страдающих ими пациентов велико, 
о  чем говорит наличие более 500  одних только 
редких кожных заболеваний [17]. В связи с этим 
Экспертный комитет ЕС по редким болезням (EU 
Committee of Experts on Rare Disease – EUCERD) 
принял общую для всего сообщества стратегию 
поддержки стран-членов по интеграции нацио-
нальных мероприятий и  инициатив во всеобъ-
емлющие междисциплинарные национальные 
планы, например, посредством создания рефе-
ренсных центров (РЦ) или кластеров РЦ на на-
циональном уровне, а также транснациональных 
европейских референсных сетей (ЕRN) по ред-
ким болезням. Поскольку считается, что РЦ яв-
ляются экспертной структурой наивысшего ка-
чества, они должны обеспечить равный во всем 
ЕС доступ пациентов с  редкими заболеваниями 
к  эффективной профилактике, диагностике, ле-
чению, уходу и участию в научных исследовани-
ях [18–21].

Австрийский центр буллезного эпидермо-
лиза стал РЦ по генодерматозам и особенно БЭ 
в  рамках Австрийского национального пла-
на мероприятий по редким болезням (NAP.se). 
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В сентябре 2018 г. он также вошел в состав ЕRN 
по редким кожным болезням. Центр, располо-
женный в  самом центре Европы, придержива-
ется принципов равенства, солидарности и уни-
версальности. Это означает, что воспользоваться 
всем спектром его услуг могут пациенты из всех 
стран-членов ЕС (Директива по трансгранично-
му оказанию медицинской помощи [22]) и всего 
мира. Базовые принципы работы центра включа-
ют консультации специалистов в  соответствии 
с  международными стандартами, соблюдение 
практических клинических рекомендаций, ис-
пользование параметров, характеризующих ис-
ходы, независимый контроль и  аудит качества, 
а  также мультидисциплинарный подход к  ока-
занию помощи. Постоянный контроль качества 
работы обеспечивается, в частности, путем доку-
ментирования знаний через клинические реко-
мендации, стандартные операционные процеду-
ры, руководства и т.д., а также постановку целей 
и непрерывную оценку их достижения – все это 
позволяет добиваться устойчивого улучшения 
качества помощи [23].

Важнейшим компонентом успеха Австрий
ского центра буллезного эпидермолиза послу-
жила его уникальная структура, включающая 
функционирование трех разных, но тесно взаи-
модействующих друг с  другом подразделений. 
Четвертое подразделение  – центр клинических 
научных исследований и  клинических испыта-
ний – добавился к ним в 2017 г. (рис. 4).

Амбулаторное подразделение буллезного 
эпидермолиза (руководитель – д-р мед. Аня Дайм)
Самый современный уровень медицинской 
помощи в  амбулаторном подразделении БЭ 
обеспечивает специально обученный и  под-
готовленный медицинский персонал: два вра-
ча-специалиста по БЭ, две специализированные 
медицинские сестры и  15  экспертов в  области 
БЭ практически всех медицинских специаль-
ностей (к ним обращаются главным образом 
по необходимости). Пациенты могут посещать 
центр планово, приходить по вызову и  на кон-
силиумы. Кроме того, круглосуточно доступны 
телемедицинская дерматологическая помощь, 
возможность вызова медицинского персонала 
и  получения неотложной помощи. Наивысший 
приоритет имеет мультидисциплинарный под-
ход к  ведению пациентов в  одном центре. Его 
осуществляют на основе внедрения рекоменда-
ций и решений, принятых в ходе дискуссии экс-
пертов за «круглым столом» (Совет по редким 
болезням), а  также оказывая удобную индиви-
дуализированную помощь амбулаторным боль-
ным. Все необходимые обследования выпол-
няются за один день и  без лишних временных 
затрат, при необходимости все хирургические 
вмешательства проводятся одномоментно. В ка-
честве одного из основных принципов использу-
ется непрерывный внутренний аудит качества, 
дающий больным возможность участвовать 
в новейших клинических исследованиях орфан-
ных препаратов. Накопленный специалистами 
опыт и знания постоянно подвергаются крити-
ческому анализу, обновляются и  публикуются. 
Например, в 2009 г. Джо Дэвид Файн и Хельмут 
Хинтнер обобщили свой опыт, всю имеющуюся 
информацию и  практические рекомендации по 
лечению данного заболевания в  книге «Жизнь 
с  буллезным эпидермолизом: этиология, диа-
гностика, мультидисциплинарное ведение и ле-
чение». Книга основана на доказательных дан-
ных, полученных на крупных когортах больных 
из Австрии, и  данных Американского регистра 
БЭ [1]. Другой подробнейший обновленный об-
зор локального опыта ведения БЭ недавно был 
опубликован онлайн на нескольких языках в со-
трудничестве с  международными партнерами 
(www.eb-handbuch.org).

Научно-исследовательская лаборатория 
буллезного эпидермолиза (руководитель – 
д-р наук Юлия Райхельт)
Сегодня штат научно-исследовательской ла-
боратории БЭ насчитывает без малого 

Рис. 4. Организационная структура Австрийского 
центра буллезного эпидермолиза включает четыре тесно 
сотрудничающих друг с другом подразделения. Для всех 
подразделений наиважнейшим является взаимодействие 
с пациентами
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30  ученых-специалистов в  области молекуляр-
ной биологии, иммунологии и  биологии рака. 
В  структуре лаборатории несколько тесно вза-
имодействующих научных групп, интересы ко-
торых сегодня сконцентрированы на вопросах 
молекулярной диагностики, фундаментальных 
исследованиях (например, канцерогенез при 
БЭ), разработке и  усовершенствовании терапев-
тических подходов. Конечная цель усилий кол-
лектива  – разработка молекулярных методов 
радикального лечения БЭ. На научную атмос-
феру лаборатории особым образом влияет воз-
можность контактировать с  пациентами и  вза-
имодействовать с  медицинским персоналом, их 
наблюдающим в  клинических подразделениях 
центра БЭ. Сотрудничество с несколькими меж-
дународными лабораториями дополняет опыт 
специалистов, способствует обмену биотехноло-
гическими «ноу-хау», общедоступности основ-
ных инфраструктурных подразделений, а  также 
получению финансирования на конкурентной 
основе.

Среди наиболее важных партнеров центра 
следует назвать проф. Микеле Де Лука (Модена, 
Италия). В  результате этого сотрудничества со-
здана комбинированная ex vivo генная/клеточ-
ная терапия стволовыми клетками пограничного 
типа БЭ [24]. В частности, она была успешно при-
менена у двух пациентов, страдающих погранич-
ным БЭ и имеющих мутации в гене LAMB3. Им 
была проведена трансплантация графтов кожи, 
выращенных из генетически модифицирован-
ных (с использованием ретровирусного вектора) 
аутологичных культур эпидермиса, содержащих 
стволовые эпидермальные клетки. Тем самым 
ученым удалось показать, что локальная транс-
плантация трансгенных кожных графтов может 
способствовать образованию полностью диф-
ференцированного функционирующего эпи-
дермиса, длительно (динамическое наблюдение 
до  9  лет) сохраняющего механическую стабиль-
ность без образования пузырей у больных погра-
ничным типом БЭ [25, 26].

В 2015 г. значение этого метода было продемон-
стрировано вновь: было выполнено несколько 
трансплантаций генетически модифицирован-
ных кожных графтов 7-летнему больному погра-
ничным типом БЭ, который находился в ожого-
вом отделении г. Бохума (Германия). Пациенту 
удалось восстановить 80%  эпидермиса, пора-
жение которого поддерживалось тяжелой бак-
териальной инфекцией [27]. Через месяц после 
трансплантации у больного имелся устойчивый 
к  механическому повреждению (стабильный 

даже при сильном трении кожи) и  гистоло-
гически полностью нормальный эпидермис. 
Последующий анализ in vivo (тип интеграции 
провируса, клональный трейсинг) подтвердил, 
что для полного восстановления и  поддержа-
ния структурно и  функционально нормального 
эпидермиса достаточно небольшого числа дли-
тельно живущих голоклонов (эпидермальных 
стволовых клеток), которые продуцируют пол-
ностью дифференцированные кератиноциты. 
До настоящего времени признаков отторжения 
трансплантата, образования антител, а  также 
признаков канцерогенности или клоногенности 
у пациента не наблюдается.

Сейчас продолжаются и  другие проекты 
в  рамках международного сотрудничества, на-
пример, исследования генной терапии рецес-
сивно-дистрофического БЭ (HOLOGENE7, 2017) 
и пограничного БЭ (HOLOGENE17, 2018).

В качестве опыта плодотворного взаимодей-
ствия следует упомянуть работу с  иммунологи-
ческой группой факультета естественных наук 
Зальцбургского университета Париса Лодрона 
(руководитель группы  – д-р наук Ирис Грац). 
В последние годы было установлено, что многие 
тяжелейшие симптомы БЭ обусловлены гипер-
реактивностью или нарушением регуляции им-
мунной системы, возникающими, вероятно, как 
результат хронического образования пузырей 
и  состояния перманентного заживления ран. 
Целенаправленное воздействие на дисфункци-
ональные звенья иммуногенеза и  их регуляция 
ведут к клиническому улучшению, что было по-
казано при нанесении крема Диацереин. Этот 
низкомолекулярный препарат, разработанный 
в Австрийском центре буллезного эпидермолиза, 
угнетает активность воспалительного интерлей-
кина-1β, которая, как известно, существенно по-
вышена в  кератиноцитах пациентов с  тяжелым 
генерализованным простым БЭ с  аутосомно-до-
минантным типом наследования, вызванным 
мутацией генов KRT5 или KRT14, кодирующих 
кератины [28]. Диацереин  – препарат, который 
используется у  больных артритом как проти-
вовоспалительное средство. Он стал примером 
известного лекарства, которое получило новое 
показание к применению и стало орфанным для 
БЭ. В  исследованиях I/II  фазы крем Диацереин 
улучшал заживление ран при простом типе БЭ, 
подавляя клеточный воспалительный каскад. 
В  настоящее время препарат проходит клини-
ческое исследование II/III  фазы для междуна-
родной регистрации (ClinicalTrials.gov Identifier: 
NCT03472287) [29, 30].
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Академия буллезного эпидермолиза 
(руководитель – д-р наук Габриэла Пола-Губо)
Главная задача академии БЭ  – обеспечивать не-
прерывное мультидисциплинарное образование 
и обучение людей, не имеющих отношения к ме-
дицине, а  также профессионалов-клиницистов 
и  ученых из Австрии и  других стран мира. Она 
тесно сотрудничает с  национальными и  между-
народными организациями по редким болезням 
(например, EURODIS, ORPHANET, «Буллезный 
эпидермолиз без границ») в вопросах сбора и пе-
редачи информации и знаний в этой специфиче-
ской области. Академия отвечает также за связи 
с  общественностью, сотрудничая с  печатными 
и  электронными средствами массовой инфор-
мации, проводит обучающие курсы, конгрессы, 
приглашает в Австрию консультантов-экспертов 
и организует поездки австрийских экспертов, ко-
ординирует проект EB-CLINET (Clinical Network 
of EB Centres and Experts – Клиническая сеть цен-
тров и экспертов в области БЭ). Эта сеть, объеди-
няющая более 50 стран, была образована в 2011 г. 
для преодоления неравенства в  доступе к  меди-
цинской помощи и  устранения различий между 
заметно улучшившейся помощью при БЭ в неко-
торых странах и  ограниченным доступом к  ней 
(например, связанным с  финансовыми пробле-
мами, языковыми барьерами, необходимостью 
дорогостоящих поездок) во многих других стра-
нах. Предполагается, что этого можно достичь, 
если делиться компетенциями и  знаниями на 
международном уровне, продвигать клиническое 
сотрудничество и  облегчать пациентам разных 
стран доступ к участию в клинических исследо-
ваниях. Данная инициатива позволила сделать 
шаг вперед – начат глобальный регистр БЭ, куда 
вносят минимальное количество сведений (вклю-
чая информированное согласие пациента, персо-
нальный идентификационный номер пациента, 
название клинического центра или имя лечаще-
го врача, диагноз в соответствии с действующей 
классификацией) [31], опубликованы клиниче-
ские рекомендации по стандартизации медицин-
ской помощи, внедрены и  опубликованы спра-
вочники по экспертным центрам БЭ, созданы 
биобанки, разработаны инициативы по образо-
ванию и подготовке профессионалов, регулярно 
организуются международные конгрессы (по-
следний из них  – 4-я  конференция EB-CLINET 
в Зальцбурге в 2017 г.) (www.eb-clinet.org).

Глобальный регистр БЭ представляет собой 
ключевой инструмент для будущих научных ис-
следований, а  также усовершенствования диа-
гностики и терапии. В нем обобщаются данные, 

которые позволяют сформировать выборку па-
циентов, достаточную для эпидемиологических 
и/или клинических исследований. Он помогает 
лучше понять течение БЭ, корреляцию сложных 
генотипов с фенотипами, определить прогности-
ческие маркеры, идентифицировать и  описать 
гены и  молекулярно-биохимические цепочки, 
вызывающие заболевание. Кроме того, регистр 
является базой для дородовой и преимплантаци-
онной диагностики, тестирования носительства, 
классификации и  генетического консультиро-
вания, в  ходе которого можно прогнозировать 
диагноз, определять прогноз и вычислять риски 
повторных случаев в семье.

Подразделение научных клинических 
исследований и центр клинических испытаний 
(руководитель – адъюнкт-профессор Мартин 
Лаймер)
В 2016 г. было создано четвертое звено Центра – 
подразделение научных клинических иссле-
дований и  центр клинических испытаний. Его 
задача  – обеспечить высокий уровень сбора ка-
чественных данных с  соблюдением наивысших 
этических и профессиональных стандартов в со-
ответствии с  принципами качественной клини-
ческой практики. Главная цель  – обеспечение, 
координация и  регуляция научной клиниче-
ской работы в  Австрийском центре буллезно-
го эпидермолиза, включая оценку безопасности 
и  эффективности исследуемых медицинских 
препаратов, предназначенных для диагностики 
и лечения БЭ. Экспериментальные медицинские 
препараты представляют собой главным обра-
зом либо впервые разработанные лекарственные 
субстанции-кандидаты, появившиеся в результа-
те (собственных) междисциплинарных научных 
исследований, либо уже существующие на рынке 
лекарства или методы, которые не прошли лицен-
зирование. Портфолио разработок включает про-
ведение фундаментальных исследований, в  том 
числе финансируемых фармацевтическими ком-
паниями, а  также участие в  совместных много-
центровых научно-исследовательских програм-
мах. Оценка качеств исследуемых лекарственных 
препаратов в рамках клинических исследований 
проводится по утвержденному и заранее состав-
ленному протоколу с  соблюдением принципов 
качественной клинической и научной практики.

Гарантом успешной работы Австрийского 
центра буллезного эпидермолиза, его прочного 
и стабильного положения в настоящем, основой 
для решения задач в будущем служит тесное вза-
имодействие всех подразделений и внимательное 
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отношение к  потребностям пациента  – принци-
пы, заложенные концептуально на этапе созда-
ния центра.

Генодерматозы
Помимо больных БЭ, экспертный центр 
в  Зальцбурге принимает пациентов с  другими 
редкими болезнями кожи (генодерматозами), ко-
торые встречаются реже, чем 1 случай на 2000 че-
ловек. Среди них назовем нейрофиброматоз, 
ихтиоз, туберозный склероз и  наследственный 
ангионевротический отек (рис. 5). Эти хрониче-
ские, нередко прогрессирующие дегенеративные 
заболевания приводят к  инвалидизации и  по-
тенциально угрожают жизни. Страдающие ими 
больные сталкиваются с поздней и неверной ди-
агностикой, им трудно получить надлежащую 
медицинскую помощь, найти знающих и  опыт-
ных специалистов, что в  результате приводит 
к значительным прямым и косвенным затратам. 
Диагностика и  лечение генодерматозов очень 
трудны, покольку клинические проявления этих 
патологий гетерогенны и  перекрываются сим-
птомами других заболеваний, а  знаний и  опыта 
нередко не хватает. Вот почему централизация 
и координация мультидисциплинарной помощи 

на основе рекомендаций и  решений, принятых 
экспертами, как это происходит в  Австрийском 
центре буллезного эпидермолиза (Совет по ред-
ким заболеваниям собирается ежемесячно), 
эффективно улучшает ведение таких пациен-
тов и  качество медицинской помощи, оказывае-
мой больным, страдающим одним из более чем 
500 редких кожных заболеваний.

Перспективы
История Австрийского центра буллезного эпи-
дермолиза служит примером исключительного 
опыта создания оптимальной системы медицин-
ской помощи (включая содействие в  решении 
социальных и  экономических вопросов) группе 
пациентов, которая ранее оставалась без долж-
ного внимания, а сейчас представляет собой вли-
ятельную пациентскую организацию. Система 
помощи выстроена на взаимодействии между 
пациентской организацией и  медицинским со-
обществом и  базируется на тесном междисци-
плинарном и  межпрофессиональном сотрудни-
честве. Выдающиеся результаты деятельности 
Австрийского центра буллезного эпидермо-
лиза, о  которых убедительно свидетельствует 
удовлетворенность пациентов и  их окружения, 

Рис. 5. Коллаж из фото генодерматозов, отобранных из более чем 500 описанных редких кожных заболеваний

Синдром Элерса – Данло Множественная стеатокистома Врожденный дискератоз Сегментарный пламенеющий невус

Синдром МарфанаФигурная вариабельная 
эритрокератодермия

Нейрофиброматоз I типаЛамеллярный ихтиозБолезнь Фабри

Синдром Пейтца – Егерса Туберозный склероз Ладонно-подошвенная кератодермия Болезнь Хейли
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The evolution of the Epidermolysis bullosa (EB) 
House Austria in Salzburg has demonstrated from 
its beginning in 2005 in an exceptional way the es-
tablishment of an optimized health care for a hith-
erto neglected group of patients, suffering from 
a rare but devastating skin disease: Epidermolysis 
bullosa. Patients with this hereditary mechanobul-
lous skin disease, characterized by a heterogenous 
clinical course, multisystemic manifestations and 
increased morbidity and mortality, find in the EB 
House Austria a  multidisciplinary, medical and 
psychosocial, family-centered support, optimally 
customized to this condition and individualized to 
each patient. Its unique structure of four divisions 
(Outpatient Unit, Research Laboratory, Academy, 
Clinical Research and Study Center) has set the 
basis for the delivery of best medical practice and 
state-of-the-art care as well as the establishment/
performance of high quality and patient centered 
research and translational medicine. Initially the 
(ongoing) close collaboration with the power-
ful patient group and medical research charity 
“DEBRA Austria” that is dedicated to a multidimen-
sional support of EB patients and their relatives 

living in Austria and neighboring countries, has 
enabled the construction of the EB House Austria. 
The acknowledgement of this institution as a suc-
cessful model has been officially obtained in 2017 
by its designation as a national Center of Expertise 
for Genodermatoses with special focus on EB and 
its inclusion into the European Reference Network 
(ERN) for Rare Skin Disorders in September 2018. 
Therefore, the history of the EB house is worth re-
viewing since it can be regarded as a role model for 
the care of other rare and multisystemic diseases.

Key words: epidermolysis bullosa, rare disease, 
genodermatoses, DEBRA, multidisciplinary sup-
port
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Поиск идеального маркера для оценки 
рецептивности эндометрия: от гистологии 
до современных молекулярно-генетических 
подходов
Кибанов М.В.1 • Махмудова Г.М.1 • Гохберг Я.А.1

Актуальность. Несмотря на значительный рост 
эффективности программ вспомогательных 
репродуктивных технологий (ВРТ), наблюдае-
мый за последние 10 лет, доля безрезультатных 
циклов по-прежнему остается существенной 
и  может достигать 40%. Нарушение имплан-
тации эмбриона рассматривается как одна из 
возможных причин, ограничивающих результа-
тивность программ ВРТ. Отсутствие импланта-
ции может быть связано со смещением периода 
«имплантационного окна» – времени, когда эн-
дометрий обладает максимальной рецептив-
ностью и  готов к  интеграции эмбриона. Для 
определения рецептивности эндометрия раз-
работаны и  используются различные методы. 
Однако точность и  эффективность существую-
щих подходов существенно разнятся. Цель  – 
обзор методов, используемых для исследова-
ния рецептивности эндометрия и определения 
периода «имплантационного окна», а  также 
оценка их эффективности. Методы. Проведен 
поиск источников (сентябрь 2018  г.) в  базах 

данных PubMed и E-library по ключевым словам: 
“endometrial receptivity” / «рецептивность эн-
дометрия», “endometrial receptivity evaluation” / 
«определение рецептивности эндометрия», 
“implantation  window” / «имплантационное 
окно», “window of implantation” / «окно имплан-
тации», “pinopodes” / «пиноподии». Для анализа 
отобраны 134 публикации, в том числе 101 ори-
гинальная исследовательская работа и 33 обзо-
ра литературы. Результаты. Рассмотрены ме-
тоды классического гистологического анализа, 
сканирующей электронной микроскопии, имму-
ногистохимии, а также подходы, основанные на 
определении уровня простагландинов в  эндо-
метриальной жидкости и  анализе профиля ма-
тричных РНК в образце ткани эндометрия, с це-
лью определения рецептивности эндометрия. 
Обсужден вопрос поиска идеального маркера 
для оценки рецептивного статуса эндометрия. 
Заключение. Сегодня наиболее эффективны-
ми и  точными методами диагностики перио-
да «имплантационного окна» представляются 

подходы, основанные на изучении транскрип-
ционного профиля образца ткани эндометрия. 
Анализ представленности матричных РНК по-
зволяет не только точно диагностировать уро-
вень рецептивности эндометрия на момент 
биопсии, но и достоверно предсказать возмож-
ное смещение периода «имплантационного 
окна» на более ранний или более поздний сро-
ки.

Ключевые слова: рецептивность эндометрия, 
имплантационное окно, окно имплантации, пи-
ноподии
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Человек отличается крайне низкой эф-
фективностью процессов и механизмов, 
ведущих к  установлению прогресси-
рующей беременности. Частота безре-

зультативных циклов по причине нарушения им-
плантации, ранних потерь, невынашивания или 
самопроизвольных абортов существенно превы-
шает количество успешных беременностей [1]. 
Возможные причины включают, но не ограниче-
ны таковыми, генетические дефекты в  клетках 
развивающегося эмбриона, врожденные пороки 
развития матки, внутриматочные спайки, поли-
пы, подслизистые фибромы, воспалительные про-
цессы в эндометрии [2, 3]. Современные стандар-
ты лечения пациенток с  бесплодием с  помощью 
вспомогательных репродуктивных технологий 

(ВРТ) предполагают проведение преимплантаци-
онного генетического тестирования эмбрионов 
на наличие хромосомных нарушений. С  внедре-
нием генетического скрининга эффективность 
программ ВРТ выросла до 60–70%  [4–6], однако 
до сих пор доля циклов, в которых перенос эупло-
идных эмбрионов не приводит к  имплантации, 
остается значительной и может достигать 40% [7]. 
Нарушение механизмов имплантации в результа-
те смещения периода «имплантационного окна» – 
времени, когда эндометрий максимально готов 
к интеграции эмбриона, – считается одной из наи-
более вероятных причин.

Для успешной имплантации необходимо со-
впадение двух факторов: готовый к  импланта-
ции эмбрион и  рецептивный эндометрий. Как 
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показали B.S. Shapiro и  соавт., более низкая эф-
фективность программ ВРТ при переносе эмбри-
онов в цикле стимуляции на 6-й день развития по 
сравнению с переносом на 5-й день, скорее, явля-
ется результатом несоответствующего состояния 
эндометрия, нежели обусловлена особенностями 
со стороны эмбриона [8]. Более низкая результа-
тивность программ ВРТ при переносе эмбрионов 
с задержкой бластуляции также, по всей видимо-
сти, следствие десинхронизации развития эмбри-
она и эндометрия и не связана с качеством пере-
носимого эмбриона [9]. Синхронизировать эти 
два параметра в рамках программ ВРТ позволяет 
витрификация эмбрионов и  последующий пере-
нос с  учетом времени наступления периода «им-
плантационного окна» [10]. Время имплантации 
влияет и  на вероятность последующего выкиды-
ша / самопроизвольного аборта: установлена по-
ложительная корреляция между поздней имплан-
тацией и возможностью выкидыша [11, 12]. Более 
высокая частота встречаемости случаев десинхро-
низации развития эмбриона и  эндометрия пока-
зана с увеличением возраста матери при порого-
вом возрасте в 35 лет [13]. Все эти факты, наряду 
со снижением качества яйцеклеток и повышенной 
вероятностью хромосомных нарушений у эмбри-
онов женщин старшего репродуктивного возраста 
[14, 15], подчеркивают важность точного и досто-
верного определения периода «имплантационного 
окна» для успешного завершения программ ВРТ.

Целью настоящей работы был обзор научных 
публикаций по заявленной тематике с последую-
щим сравнением эффективности методов, исполь-
зуемых для определения периода «имплантацион-
ного окна».

Методы
Проведен поиск источников (сентябрь 2018 г.), опу-
бликованных в  базах данных PubMed и  E-library, 
по ключевым словам: “endometrial receptivity” / «ре-
цептивность эндометрия», “endometrial receptivity 
evaluation” / «определение рецептивности эндоме-
трия», “implantation window” / «имплантационное 
окно», “window of implantation” / «окно импланта-
ции», “pinopodes” / «пиноподии». Для обзора от-
бирались оригинальные исследовательские ста-
тьи, в  которых использовался хотя бы один из 
описываемых методов (гистологический, имму-
ногистохимический, сканирующая электронная 
микроскопия, масс-спектрометрия и/или ши-
рокомасштабное профилирование матричных 
РНК (мРНК)) для анализа рецептивности эндо-
метрия в группах здоровых фертильных женщин 
и/или пациенток с бесплодием без отягощенного 

акушерско-гинекологического анамнеза (наличие 
воспалительных и  прочих заболеваний эндоме-
трия, оперативных вмешательств) и/или сопут-
ствующих хронических системных заболеваний. 
Не рассматривались работы, в которых проводи-
лось исследование влияния гормональных или 
других лекарственных препаратов на рецептив-
ность эндометрия. По отдельным вопросам, кото-
рые выходят за рамки данной работы, приведены 
ссылки на соответствующие обзорные публика-
ции. По заданным критериям поиска для обзора 
отобраны 134 публикации, из них 101 оригиналь-
ная исследовательская работа и 33 обзора литера-
туры.

Обзор методов исследования 
рецептивности эндометрия
Процесс имплантации эмбриона – один из наибо-
лее важных этапов в последовательности событий, 
ведущих к беременности. В результате импланта-
ции устанавливается тесная связь между бласто-
цистой и эндометрием, что в конечном итоге при-
водит к формированию плаценты – структуры, за 
счет которой осуществляется метаболизм будуще-
го плода [16]. В течение менструального цикла под 
влиянием стероидных гормонов эндометрий мат-
ки претерпевает циклические изменения, подвер-
гаясь регенеративным, пролиферативным, секре-
торным и деструктивным (во время менструации) 
процессам. Созревание эндометрия достигает 
пика в середине лютеиновой фазы, на 6–10-й дни 
после овуляции. На этом этапе эндометрий харак-
теризуется максимальной рецептивностью и  го-
тов к  имплантации эмбриона. К  этому моменту 
эндометрий претерпевает существенные измене-
ния. На уровне морфологии клеток происходит 
образование пиноподий – куполообразных выпя-
чиваний апикального конца цитоплазматической 
мембраны [17, 18]. Трансформация наблюдается 
и на молекулярном уровне. Меняется экспрессия 
различных регуляторных и  структурных белков 
клеточной мембраны эпителиальных клеток эндо-
метрия, растворимых регуляторных факторов, та-
ких как простагландины и цитокины, транскрип-
ционных факторов, факторов роста и др. [19–24]. 
На выявлении и сопоставлении картины происхо-
дящих изменений и основаны различные подходы 
дифференциальной диагностики состояния эн-
дометрия. Выбор метода зависит от исследуемого 
параметра. Однако информативность и  точность 
используемых подходов существенно разнятся.

В настоящее время существует пять основных 
методов, которые могут использоваться для оцен-
ки рецептивности эндометрия: гистологический, 
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электронная микроскопия, иммуногистохимиче-
ское окрашивание образцов, исследование про-
стагландинов в эндометриальной жидкости с по-
мощью масс-спектрометрии и изучение профиля 
мРНК в образце эндометрия.

Гистологический метод
В течение многих лет оценку состояния эндоме-
трия и  подбор терапии осуществляли на осно-
вании гистологического изучения образцов эн-
дометрия пациенток с  бесплодием. Еще в  1949  г. 
G.E. Jones выявила связь между бесплодием и из-
мененной морфологической картиной препара-
тов образцов эндометрия [25]. Было замечено, что 
эндометрий пациенток с  бесплодием отличается 
задержкой развития и/или недостаточной транс-
формацией функционального слоя. Авторы впер-
вые предложили термин «недостаточность лютеи-
новой фазы» (НЛФ). С тех пор в течение долгого 
времени изучение гистологических образцов эн-
дометрия оставалось золотым стандартом при 
обследовании пациенток с  бесплодием и  опреде-
лении НЛФ [26–29]. Согласно принятым крите-
риям, диагноз НЛФ ставится, если гистологиче-
ская картина образца не соответствует дню цикла, 
в который была проведена биопсия, и разница или 
задержка развития эндометрия составляют 2 дня 
и  более. При этом в  качестве стандартной точки 
отсчета обычно используется ожидаемый день на-
чала менструации или момент овуляции, опреде-
ляемый с помощью ультразвукового исследования 
или по пику лютеинезирующего гормона в плазме 
либо моче [29–31].

В годы активного использования гистологиче-
ских исследований общепринятой была точка зре-
ния, согласно которой, какой бы ни была природа 
недостаточной трансформации эндометрия – низ-
кий уровень секреции прогестерона или патоло-
гия на уровне эндометрия как такового – диагноз 
НЛФ является достаточным критерием для опре-
деления смещенного периода «имплантационно-
го окна». Однако исследование гистологических 
препаратов с  помощью светового микроскопа не 
отражает всей сложности и многообразия процес-
сов, которые могут приводить к  нарушению ре-
цептивности эндометрия. Без внимания остаются 
возможные нарушения на молекулярном уровне: 
патология со стороны стероидных рецепторов, 
структурных белков, факторов роста, цитокинов, 
простагландинов и  т.д. [20, 22, 32]. Клинические 
исследования показали, что результаты гистоло-
гического анализа не могут быть критерием для 
корректной оценки рецептивности эндометрия 
и  определения смещения «имплантационного 

окна». Несоответствие гистологической картины 
дню биопсии в диапазоне от 5 до 50% было обна-
ружено у  здоровых, фертильных, с  регулярным 
циклом женщин. Кроме того, была установлена 
плохая сходимость результатов для конкретной 
пациентки между циклами и наблюдался высокий 
уровень вариации оценки гистологической карти-
ны при изучении образцов различными исследо-
вателями [30, 33, 34]. В работе С. Coutifaris и соавт. 
частота встречаемости НЛФ была выше в группе 
фертильных женщин (49%) по сравнению с груп-
пой пациенток с бесплодием (43%) [31]. Смещение 
времени биопсии на позднюю лютеиновую фазу 
также не позволяло достоверно дискриминиро-
вать между здоровыми женщинами и пациентка-
ми с бесплодием.

Таким образом, гистологическое изучение 
образцов эндометрия не обладает необходимым 
уровнем специфичности и достоверности резуль-
татов для определения возможного смещения 
«имплантационного окна» или принятия решения 
о  назначении терапии пациенткам с  бесплоди-
ем. В  настоящее время Американское общество 
репродуктивной медицины (American Society for 
Reproductive Medicine  – ASRM) рекомендует не 
рассматривать НЛФ как самостоятельную нозо-
логию, выступающую в  качестве причины бес-
плодия. Считается, что НЛФ – следствие или один 
из симптомов патологических состояний, связан-
ных с низким уровнем образования прогестерона 
(сбой работы гипоталамо-гипофизарной системы, 
нарушенная функция щитовидной железы, ги-
перпролактинемия и др.) [35]. Необходимо отме-
тить, что описаны примеры нормально развитого 
эндометрия согласно результатам гистологии, но 
в  сочетании с  дефектом молекулярных маркеров 
[36–38].

Электронная микроскопия
В отличие от микроскопии в  проходящем свете 
сканирующая электронная микроскопия позволя-
ет детально исследовать особенности изменения 
морфологической организации клеток эндоме-
трия в  течение цикла. Наиболее выразительный 
феномен, детектируемый в  середине лютеиновой 
(секреторной) фазы цикла,  – образование пино-
подий. Пиноподии представляют собой грибо-
подобные или куполовидные выпячивания ци-
топлазматической мембраны апикального конца 
секреторных клеток поверхностного эпителия 
эндометрия [17, 39–41]. Размер пиноподий может 
достигать 6 мкм в диаметре [18, 42–45]. Они обна-
ружены у крысы, мыши и человека, однако меж-
ду пиноподиями человека и грызунов существуют 
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значительные различия в  плане размера, морфо-
логии и  внутренней организации [43]. Так, пи-
ноподии крысы и  мыши больше напоминают 
грибоподобные структуры, вынесенные над по-
верхностью клеток эндометрия за счет цитоплаз-
матической «ножки». Они не содержат органелл 
и  заполнены одной или двумя крупными вакуо-
лями [44, 46–50]. Пиноподии человека, напротив, 
богаты различными органеллами, в том числе со-
держат митохондрии, аппарат Гольджи, шерохова-
тый эндоплазматический ретикулум и различные 
секреторные гранулы. По морфологии пинопо-
дии человека более напоминают куполообразные 
выпячивания, образующиеся за счет всей пло-
щади апикальной поверхности клетки [51–53]. 
Динамика появления пиноподий человека и  их 
морфология зависят от стадии лютеиновой фазы 
менструального цикла. Выделяют «развивающи-
еся», «зрелые» и  «регрессирующие» пиноподии. 
У развивающихся пиноподий (начало лютеиновой 
фазы) куполообразное выпячивание только начи-
нает образовываться, и на их поверхности еще со-
храняются небольшие микроворсинки, характер-
ные для секреторных клеток. Поверхность зрелых 
пиноподий (середина лютеиновой фазы) гладкая, 
а  выпячивание апикальной мембраны достигает 
максимума. Объем регрессирующих пиноподий 
(поздняя лютеиновая фаза) начинает снижать-
ся, на поверхности появляются складки из цито-
плазматической мембраны и вновь становятся за-
метными микроворсинки [17, 54, 55]. Различают 
несколько степеней относительного количества 
пиноподий в зависимости от доли трансформиро-
ванных секреторных клеток в образце: «0» – пол-
ное отсутствие; «1» – незначительное количество 
(пиноподии покрывают менее 25%  площади по-
верхности); «2»  – умеренное количество (пино-
подии занимают 25–50%  площади поверхности); 
«3» – множество (более 50% площади поверхности 
образца занято пиноподиями) [56].

Функциональная роль пиноподий до конца 
не известна. Предполагают, что бластоциста свя-
зывается с пиноподиями во время имплантации, 
а  выпуклая поверхность эпителиальных клеток 
без микроворсинок увеличивает площадь взаимо-
действия, повышая эффективность процесса [52]. 
Образцы эндометрия здоровых фертильных жен-
щин, полученные в  середине лютеиновой фазы, 
характеризуются наличием множества зрелых пи-
ноподий [57, 58]. В исследованиях in vitro было по-
казано, что бластоцисты человека взаимодейству-
ют с участками эпителия эндометрия, покрытыми 
пиноподиями [52], а  зрелость и  количество пи-
ноподий коррелируют с успешной имплантацией 

эмбрионов [54, 59–61]. В то же время установлена 
возможность прикрепления бластоцист к  участ-
кам эндометрия без пиноподий или участкам с их 
незначительным количеством (< 25%) [62], что 
ставит под сомнение необходимость наличия пи-
ноподий для имплантации.

Другой возможной функцией пиноподий 
у  грызунов считается «поглощение» эндометри-
альной жидкости за счет пиноцитоза [44, 49, 63]. 
Активный пиноцитоз приводит к удалению жид-
кости из просвета матки и «схлопыванию» ее сте-
нок, что способствует удержанию бластоцисты 
в  месте имплантации [64]. Крупные вакуоли, ха-
рактерные для пиноподий грызунов, принимают 
непосредственное участие в  пиноцитозе [44, 49]. 
Но у  человека участие пиноподий в  поглощении 
эндометриальной жидкости не установлено [65]. 
По этой причине С.R. Murphy предложил для обо-
значения пиноподий человека использовать тер-
мин «утеродомы» (англ. uterodomes) [51, 65].

У крыс появление пиноподий четко корре-
лирует с  «созреванием» эндометрия и  возмож-
ностью имплантации: пиноподии начинают 
образовываться на 4-й  день после спаривания 
(преимплантационный период), их количество 
достигает максимума на 5-й день (время возмож-
ной имплантации) и  стремительно снижается на 
6-й день (постимплантационный период) [39, 48]. 
Однако для человека вопрос возможности исполь-
зования пиноподий в  качестве маркера уровня 
рецептивности эндометрия до сих пор остается 
дискуссионным ввиду противоречивых результа-
тов проведенных исследований. В работах группы 
G.  Nikas было показано, что пиноподии образу-
ются в середине лютеиновой (секреторной) фазы 
менструального цикла, существуют менее 48  ча-
сов в  период «имплантационного окна» и, таким 
образом, могут быть маркерами рецептивного 
эндометрия [17, 18, 54, 66]. Согласно результатам 
других исследований, пиноподии могут суще-
ствовать в  течение большей части лютеиновой 
фазы, без связи с  периодом «имплантационного 
окна». При этом количество пиноподий и степень 
их зрелости могут сильно варьировать [40, 43, 
45, 58, 67]. Например, в  работe M. Creus и  соавт. 
с  целью изучения длительности существования 
пиноподий биопсия ткани эндометрия прово-
дилась в  различные периоды лютеиновой фазы: 
первая биопсия  – на 7–8-й  дни после овуляции 
(LH+7–LH+8, предполагаемый период «импланта-
ционного окна»), вторая – спустя 11–12 дней после 
овуляции (LH+11–LH+12). В 73% биопсий, прове-
денных на 7–8-й дни, и 56% биопсий, проведенных 
на 11–12-й дни, были обнаружены пиноподии, то 
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есть более чем в  50%  случаев пиноподии суще-
ствовали по крайней мере в течение 4 дней, LH+8–
LH+11 [57]. В другом исследовании были получе-
ны схожие результаты: пиноподии появлялись на 
20–21-й  дни цикла и  могли быть обнаружены до 
28-го  дня [45]. Пиноподии находили и  на более 
ранних сроках: по крайней мере в одном исследо-
вании в  50%  образцов пиноподии были обнару-
жены на 3-й день после овуляции и в 70–90% об-
разцов  – на 4–9-й  дни [68]. Более того, в  работе 
по изучению образцов эндометрия после преры-
вания беременности в первом триместре или не-
развивающейся беременности было показано на-
личие пиноподий в структуре клеток эндометрия 
[40]. Следует отметить, что изучение количества 
и морфологии пиноподий представляет собой не-
простую задачу, и  результаты сильно зависят от 
исследованных участков образца. Так, продемон-
стрировано существование в  одном образце пи-
ноподий на различных стадиях развития [40, 43]. 
К тому же оценка степени зрелости и количества 
пиноподий сильно зависит от опыта и квалифика-
ции специалиста.

Нарушение рецептивности эндометрия рас-
сматривают как одну из возможных причин бес-
плодия при эндометриозе [69, 70]. В связи с этим 
в  ряде работ была исследована динамика появ-
ления и  морфологии пиноподий как возможно-
го маркера рецептивности эндометрия в  груп-
пах фертильных здоровых женщин и  пациенток 
с  эндометриозом. Было установлено отсутствие 
значимой разницы по обоим параметрам между 
группами [41, 71, 72]. Результаты свидетельству-
ют: бесплодие женщин с эндометриозом не связа-
но с изменениями в морфологии или количестве 
пиноподий, а является следствием нарушений на 
другом уровне.

Роль пиноподий в  качестве показателя уров-
ня рецептивности эндометрия предполагает, что 
они образуются примерно в  одно и  то же время 
каждый овуляторный цикл. Изучение образцов 
эндометрия на 7-й  день после овуляции в  тече-
ние трех последовательных циклов показало пло-
хую сходимость результатов в случае конкретной 
пациентки. При этом никакой закономерности, 
определяющей время образования пиноподий 
в следующем цикле, выявлено не было [73].

Иммуногистохимические исследования
Описано множество соединений, влияющих пря-
мо или опосредованно на взаимодействие между 
клетками трофэктодермы эмбриона и эндометри-
ем на молекулярном уровне. Это белки клеточ-
ной адгезии, цитокины, факторы роста и  другие 

регуляторные и структурные молекулы [20, 22–24, 
32]. Их изучение в образцах эндометрия преиму-
щественно основано на использовании иммуно-
гистохимических методов и в некоторых случаях, 
когда необходимо исследовать экспрессию белка 
на уровне мРНК, флуоресцентной гибридизации 
in situ (FISH) [74–76]. Наиболее изученным белком, 
экспрессию которого связывают с  установлением 
периода «имплантационного окна», является ин-
тегрин αvβ3 [77–79]. Интегрины относятся к груп-
пе белков клеточной адгезии, которые отвечают 
за взаимодействие клеток друг с  другом и  с ком-
понентами межклеточного матрикса. Установлено 
отсутствие или низкий уровень экспресии инте-
грина αvβ3 в  различных воспалительных процес-
сах, приводящих к  нарушению имплантации: эн-
дометриоз, эндометрит, гидросальпинкс [37, 38]. 
Сниженный уровень экспрессии интегрина αvβ3 
также связывают с  идиопатическим бесплодием 
в рамках программ ВРТ [80, 81]. В исследованиях 
на мышах было показано, что интегрин αvβ3 появ-
ляется в эндометрии в период «имплантационного 
окна», а также присутствует на поверхности клеток 
трофэктодермы эмбриона. Нарушение функции 
белка приводило к  снижению количества сайтов 
имплантации [82]. Прогностический потенциал 
интегрина αvβ3 в  качестве маркера рецептивного 
эндометрия был реализован при создании ком-
мерческих тестов компаниями “Cytyc Diagnostic 
Services Laboratory” и  “Innovative Reproductive 
Solutions” (Etegrity Plus test), США. Тесты были ос-
нованы на иммуногистохимическом определении 
уровня экспрессии белка, однако широкого кли-
нического применения данные исследования не 
получили. В группе белков клеточной адгезии есть 
и  другие молекулы, кроме интегрина αvβ3, кото-
рые рассматривают в  качестве способных влиять 
на рецептивность эндометрия: CD44, trophinin, 
cadherin-11 [83–85]. Другие возможные маркеры, 
определяющие рецептивное состояние эндоме-
трия, включают: цитокин LIF (leukemia inhibitory 
factor  – ингибирующий фактор лейкемии), фак-
торы роста HB-EGF (heparin-binding epidermal 
growth factor-like factor  – гепаринсвязывающий 
EGF-подобный фактор роста) и IGF-II (insulin-like 
growth factor-II  – инсулиноподобный фактор ро-
ста-II) [20, 23, 32, 86], кальцитонин [74, 75], транс-
крипционные факторы HOXA10 и  HOXA11 [76, 
87–89], L-селектин и лиганд L-селектина [90].

Определение уровня простагландинов 
PGE2 и PGF2α

Изучение концентрации биологических моле-
кул в  различных жидкостях организма признано 
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эффективной альтернативой гистологическим ме-
тодам диагностики, основанным на проведении 
инвазивных манипуляций. Клетки эндометрия 
активно выделяют эндометриальную жидкость, 
образец которой может быть использован для 
анализа [91]. При этом процедуру забора образца 
можно проводить в  цикле переноса без негатив-
ного влияния на возможность последующей им-
плантации эмбриона [92]. F. Vilella и соавт. с целью 
диагностики периода «имплантационного окна» 
изучали уровень простагландинов PGE2 и  PGF2α 
в эндометриальной жидкости [19].

Простагландины представляют собой физио-
логически активные молекулы, образующиеся из 
фосфолипидов клеточной мембраны в результате 
последовательного действия цитозольной фос-
фолипазы А2 (cytosolic phospholipase A2 – сPLA2), 
циклооксигеназ (cyclooxygenases: COX-1, COX-2, 
COX-3) и  простагландинсинтаз (prostaglandin 
synthases  – PGS) [93, 94]. Семейство простаглан-
динов включает четыре вида молекул: PGD2, PGE2, 
PGF2α и  PGI2 (простациклин). Простагландины 
принимают участие в  регуляции ангиогенеза, 
межклеточного взаимодействия, инвазивных 
и  метастатических процессов, влияют на морфо-
логию и  подвижность клеток [95]. Исследования 
на мышах показали важность сPLA2 и COX-2 для 
успешной имплантации: отсутствие ферментов 
приводило к  нарушению процессов овуляции, 
оплодотворения и имплантации [96, 97]. Введение 
экзогенного простагландина PGE2 нивелировало 
эти эффекты [96]. У человека экспрессия фермен-
тов, отвечающих за биосинтез простагландинов, 
так же как образование самих простагландинов, 
происходит на протяжении всего менструально-
го цикла. Например, PGE2-синтаза (PGES) и про-
стагландин PGE2 были обнаружены в эндометрии 
на всех стадиях цикла с  очевидным снижением 
уровня экспрессии / синтеза в период поздней лю-
теиновой фазы [98]. Простагландины PGF2α и PGI2 
играют важную роль во время пролиферативной 
и  менструальной фаз цикла соответственно [99, 
100]. Сниженный уровень образования проста-
гландинов рассматривают как одну из возможных 
причин систематического нарушения импланта-
ции эмбрионов в рамках программ ВРТ [101].

С помощью масс-спектрометрии F. Vilella и со-
авт. установили, что из всех липидных соединений 
эндометриальной жидкости на 19–23-й дни есте-
ственного менструального цикла статистически 
достоверно увеличивается концентрация только 
двух простагландинов  – PGE2 и  PGF2α [19]. Эта 
закономерность сохраняется и  в циклах с  заме-
стительной гормональной терапией, и  в  циклах 

с  контролируемой стимуляцией яичников. 
Использование маточной спирали, напротив, 
приводит к  резкому снижению количества про-
стагландинов. Авторы провели анализ концен-
трации данных простагландинов в  образцах эн-
дометриальной жидкости, взятых за 24  часа до 
переноса эмбрионов на 3-й или 5-й дни развития. 
В образцах пациенток, у которых перенос привел 
к  имплантации и  началу беременности, средний 
уровень концентрации простагландинов был су-
щественно выше. В  случае переноса на 3-й  день 
чувствительность и специфичность исследования 
для PGE2 составили 80 и 86,7% соответственно, для 
PGF2α – 100 и 93,3%. При переносе на 5-й день чув-
ствительность и специфичность для PGE2 были 75 
и  77,8%  соответственно, для PGF2α  – 37,5 и  100% 
[19]. Авторы предположили, что исследование 
эндометриальной жидкости на предмет концен-
трации простагландинов PGE2 и PGF2α за 24 часа 
до планируемого переноса эмбрионов может слу-
жить маркером успешной имплантации, однако 
для точного ответа на этот вопрос необходимо 
проведение более масштабных исследований.

Молекулярно-генетические методы 
исследования
Образование пиноподий, изменение их морфо-
логии, появление структурных белков на апи-
кальной поверхности эпителиальных клеток, се-
креция растворимых регуляторных факторов 
и  экспрессия других молекулярных маркеров ре-
цептивного эндометрия  – все эти процессы воз-
никают вследствие изменения транскрипцион-
ной активности генов под влиянием стероидных 
гормонов. Транскрипционную активность ге-
нов определяют по количеству соответствующих 
мРНК. Представленность единичных молекул 
мРНК обычно изучают с  помощью нозерн-блот 
анализа (англ. Northern blot) или обратной транс-
крипции с количественной полимеразной цепной 
реакцией. Для анализа всего пула молекул мРНК 
в клетке используют микроматричный анализ или 
высокопроизводительное секвенирование (next 
generation sequencing  – NGS)  – современные ге-
нетические технологии, которые в  рамках одного 
эксперимента позволяют исследовать экспрессию 
сотен и тысячи генов. Так, во многих работах наря-
ду с иммуногистохимическим окрашиванием про-
водили исследование количества и распределения 
соответствующих мРНК, например, фактора LIF 
[36, 102, 103], интегрина αvβ3 [32, 104], кальцито-
нина [74] и  других. В частности, было показано, 
что мРНК фактора LIF может быть обнаружена 
в  клетках эндометрия на протяжении 18–28  дней 
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цикла, при этом пик экспрессии приходится на 
20-й день [102, 103]. Однако исследования единич-
ных молекул мРНК, так же как и отдельных гисто-
химических маркеров рецептивности эндометрия, 
не отражают всей сложности процессов, происхо-
дящих в эндометрии в период «имплантационно-
го окна», тогда как современные технологии для 
полногеномного профилирования мРНК дают 
более точную и полную картину. Полногеномный 
анализ мРНК уже широко применяется в онколо-
гии для диагностики и  классификации типа опу-
холи и подбора лекарственной терапии [105–108]. 
С помощью микроматричного анализа была уста-
новлена специфическая картина экспрессии мРНК 
(транскрипционный профиль), характерная для 
эндометрия здоровых фертильных женщин [109, 
110] и эндометрия на фоне различных гинекологи-
ческих заболеваний [111–114], показана возмож-
ность достоверной классификации образцов эндо-
метрия согласно этапам лютеиновой фазы цикла 
по профилю мРНК в клетках образца [115–117].

Возможность использования транскрипцион-
ного профиля образца эндометрия для определе-
ния уровня рецептивности и периода «импланта-
ционного окна» была реализована при создании 
теста ERA (Endometrium Receptivity Assay) [115]. 
В рамках теста проводится анализ мРНК 238 ге-
нов, показавших статистически достоверное раз-
личие уровня экспрессии при анализе образцов 
пререцептивного, рецептивного и пострецептив-
ного эндометрия. Для проведения исследова-
ния пул мРНК, выделенный из клеток образца, 
анализируют с  помощью технологий микрома-
тричного анализа или высокопроизводитель-
ного секвенирования (NGS). Последующая ма-
тематическая обработка результатов позволяет 
оценить представленность различных мРНК 
и определить состояние эндометрия в зависимо-
сти от транскрипционного профиля образца. Для 
исследования необходимо проведение Пайпель-
биопсии в  цикле заместительной гормональной 
терапии или естественном цикле. Тест не был 
валидирован для программ с  контролируемой 
гормональной стимуляцией овуляции. Согласно 
рекомендациям лаборатории, биопсия эндоме-
трия в  цикле гормонзаместительной терапии 
проводится спустя 5  полных дней (примерно 
120  часов) с  момента назначения препаратов 
прогестерона. Биопсия эндометрия в  естествен-
ном менструальном цикле проводится спустя 
7  полных дней (примерно 168  часов) с  момен-
та появления пика лютеинезирующего гормона 
(LH+0), определяемого по содержанию гормона 
в моче или сыворотке крови. Если для контроля 

овуляции используется ультразвуковое исследо-
вание (Ov+0), биопсия проводится спустя 6 пол-
ных дней (Ov+6), что соответствует примерно 
144  часам. В  случае естественного менструаль-
ного цикла с  использованием хорионического 
гонадотропина (hCG) биопсия эндометрия про-
водится спустя 7 полных дней (hCG+7) с момента 
назначения препаратов гормона (hCG+0) [118].

Результат теста показывает состояние эндоме-
трия на день проведения биопсии строго в рамках 
выбранного типа цикла. «Рецептивный» статус эн-
дометрия означает, что период «имплантационно-
го окна» для конкретного типа цикла приходится 
на момент биопсии и данный промежуток време-
ни является наиболее благоприятным для имплан-
тации развивающегося эмбриона. При наличии 
витрифицированных эмбрионов перенос может 
быть осуществлен при следующем повторении 
выбранного для исследования рецептивности ва-
рианта цикла, при этом перенос бластоцисты про-
исходит в  тот же день цикла, когда проводилась 
биопсия эндометрия, тогда как в случае трехднев-
ных эмбрионов перенос осуществляется на 2 дня 
раньше. «Нерецептивный» статус эндометрия 
свидетельствует о смещении периода «импланта-
ционного окна». При этом анализ транскрипцион-
ного профиля образца дает возможность предска-
зать, в  какую именно сторону относительно дня 
биопсии в рамках выбранного варианта цикла про-
изошло смещение (± 1, 2 или 3 дня). Последующая 
подготовка к  переносу эмбрионов должна осу-
ществляться с  учетом информации о  смещении 
«имплантационного окна» в индивидуальном по-
рядке. Примерно у 30% женщин, сталкивающихся 
с проблемой нарушения имплантации эмбрионов 
в рамках программ ВРТ, исследования показыва-
ют смещение периода «имплантационного окна» 
[119]. Решение о  переносе эмбрионов принима-
ется в индивидуальном порядке с учетом знания 
о  состоянии зрелости эндометрия (personalised 
embryo transfer  – pET). Благодаря витрификации 
эмбрионов стало возможным синхронизировать 
развитие эмбриона и  время переноса, если ди-
агностировано смещение «имплантационного 
окна». Исследования показали хорошую воспро-
изводимость результатов теста ERA: отклонений 
от первоначального диагноза не было обнаруже-
но на протяжении 29–40 месяцев проведения по-
вторных биопсий [120]. Стабильность результатов 
позволяет провести исследование в рамках одного 
цикла, а перенос – в рамках последующего цикла 
с учетом результатов анализа.

Несмотря на то что с  помощью микрома-
триц или NGS стало возможным провести 
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одновременный анализ сразу большого количе-
ства транскриптов, не было выявлено одного или 
нескольких ключевых генов, способных влиять 
на рецептивность эндометрия. Одна из причин 
заключается в  том, что для исследования мРНК 
выделяют из всех клеток образца эндометрия. 
Функционально активные клетки, экспрессирую-
щие необходимые для установления максималь-
ной рецептивности факторы, составляют меньшую 
долю по сравнению со всем пулом клеток. Таким 
образом, даже если отдельные гены претерпевают 
значительные колебания уровня активности в пе-
риод «имплантационного окна», эти изменения не 
будут обнаружены, а результаты анализа отража-
ют среднюю картину уровня экспрессии мРНК во 
всех клетках образца. При этом верно и обратное 
утверждение: гены, показывающие существенное 
увеличение или снижение активности по результа-
там полногеномного анализа, не обязательно клю-
чевые для успешной имплантации. Именно поэ-
тому результаты полногеномных исследований не 
всегда совпадают с результатами анализа единич-
ных транскриптов [121]. Еще одна гипотеза связа-
на с тем, что рецептивный статус эндометрия яв-
ляется результатом координированной экспрессии 
сразу большого количества генов, без доминирую-
щей роли какого-то одного или нескольких факто-
ров. Тем не менее в отдельных работах встречается 
информация о существовании «избранного» пула 
генов. Так, J.A. Horcajadas и соавт. предложили спи-
сок из 25 генов, определяющих рецептивность эн-
дометрия [122]. Для определения этих генов были 
проанализированы результаты полногеномных 
исследований в  трех категориях образцов, полу-
ченных в рамках естественного цикла, после кон-
тролируемой стимуляции яичников или в  усло-
виях рефрактерного эндометрия (использование 
маточной спирали). В рамках естественного цикла 
были определены 1399  генов, активность кото-
рых меняется в течение предполагаемого периода 
«имплантационного окна», LH+7 [117, 121, 123]. 
Из них транскрипционная активность 342  генов 
изменяется на фоне контролируемой стимуляции 
яичников [109, 123] и 52 генов – в условиях реф-
рактерного эндометрия [124]. После сравнения 
результатов всех трех исследований была выделе-
на группа из 25 генов, общих для каждого случая. 
Список включает гены, изменение активности 
которых было показано ранее при изучении еди-
ничных транскриптов, например, фактора LIF, 
и гены, активность которых изменяется в услови-
ях эндометриоза [125] или рака эндометрия [126]. 
Недавно М. Enciso и соавт. предложили скринин-
говый тест уровня рецептивности эндометрия на 

основе анализа экспрессии 40  генов с  помощью 
обратной транскрипции и  количественной поли-
меразной цепной реакции [127]. Были отобраны 
гены, активность которых изменяется при насту-
плении средней лютеиновой фазы и  о  продуктах 
которых известно, что они функционально вовле-
чены в различные процессы, протекающие в эндо-
метрии в  период «имплантационного окна» и  на 
этапе подготовки к  нему. Предложенная выборка 
генов позволяет, как и  в случае теста ERA, диф-
ференцировать статус образцов эндометрия как 
«рецептивный», «пре-» или «пострецептивный». 
Сравнивая результаты анализа с  помощью обоих 
методов, авторы получили совпадение результа-
тов в 97,59% тестовых образцов и в 91,67% экспе-
риментальных образцов. Интересно, что только 
семь генов совпадают между этими двумя вариан-
тами анализа. Возможно, разница в выборке генов 
и стала причиной неточного совпадения результа-
тов тестов.

Обсуждение
Осознание важности проблемы успешной им-
плантации эмбриона для лечения бесплодия и по-
вышения результативности программ ВРТ при-
вело к  тому, что усилия многих лабораторий по 
всему миру направлены на поиски специфичного 
маркера, который мог бы служить для выявления 
патологии на уровне рецептивности эндометрия. 
Уникальный маркер должен появляться в  пери-
од «имплантационного окна» в  группе здоровых 
фертильных женщин и  присутствовать в  досто-
верно меньшем количестве или исчезать в группе 
пациенток с бесплодием, а также в случае пациен-
ток с патологией со стороны эндометрия. Уровень 
экспрессии такого маркера должен положительно 
коррелировать с вероятностью успешной имплан-
тации. Немаловажным также представляется спо-
соб забора биологического образца для проведе-
ния исследования: чем менее инвазивной будет 
процедура, тем лучше. Поиски такого маркера на 
уровне морфологии эндометрия, биохимическом 
и  молекулярном уровнях привели к  пониманию 
того, что рецептивный статус эндометрия зависит 
скорее от взаимодействия большого количества 
факторов, нежели от какого-то одного параметра. 
При этом сложность происходящих структурных 
и  функциональных изменений, свидетельствую-
щих об установлении рецептивного эндометрия, 
лучше всего отражает изучение активности генов 
в масштабах всего генома. Изучение какого-то од-
ного или нескольких параметров не отражает всех 
происходящих событий, кроме того, в  результа-
те такого подхода могут быть упущены важные 
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процессы или взаимодействия. Анализ количе-
ства мРНК является одним из подходов, который 
используется для изучения активности генов, а та-
кие современные технологии, как микроматрич-
ный анализ или высокопроизводительное секве-
нирование (NGS), делают возможным анализ 
всех транскриптов в  рамках одного эксперимен-
та. Принцип одновременного анализа большого 
количества мРНК был реализован при создании 
теста ERA, при проведении которого исследуется 
уровень экспрессии 238  генов, влияющих на ре-
цептивность эндометрия [115]. Тест позволяет не 
только дифференцировать «рецептивное», «пре-» 
или «пострецептивное» состояния эндометрия, но 
в  отличие от других методов, основанных на из-
учении уровня простагландинов в эндометриаль-
ной жидкости, иммуногистохимическом иссле-
довании образца ткани эндометрия или анализе 
пиноподий с  помощью электронной микроско-
пии, позволяет достоверно предсказать смеще-
ние периода «имплантационного окна» на более 
раннее или более позднее время. В основе точно-
сти и высокой клинической эффективности теста 
ERA лежат статистические данные, полученные 
в результате анализа большой выборки образцов 
эндометрия на этапе разработки теста. После ком-
мерциализации и внедрения теста в клиническую 
практику по всему миру ежегодно проводятся ты-
сячи исследований, результаты которых подтвер-
ждают точность и  достоверность используемого 
алгоритма обработки данных.

Исследование уровня рецептивности эндоме-
трия рекомендуется проводить после нескольких 
неудачных программ ВРТ, в том числе по причи-
не нарушения имплантации эмбрионов, а  также 
в  случаях привычного невынашивания и  ранних 
потерь. Перенос эмбрионов после преимпланта-
ционного генетического скрининга / диагностики 
позволяет снизить вероятность неудачи програм-
мы в результате хромосомных нарушений со сто-
роны эмбриона. При этом факт неоднократных 
переносов генетически полноценного эмбриона 
(как минимум трех попыток в случае женщин мо-
ложе 37 лет и двух попыток для женщин старшего 
репродуктивного возраста) при условии нормаль-
но развитой матки и эндометрия толщиной ≥ 6 мм, 
закончившихся неудачей, позволяет предполо-
жить наличие патологии со стороны эндометрия. 
Смещение периода «имплантационного окна» 
установлено примерно у  30%  женщин, попадаю-
щих в данную категорию пациентов [119].

Следует отметить, что экспрессия генов на 
уровне мРНК специфически регулируется с  по-
мощью микроРНК, которые обеспечивают более 

тонкую настройку уровня экспрессии. МикроРНК 
представляют собой короткие, от  20 до  24  п.о., 
двухцепочечные молекулы РНК, способные при-
водить к деградации регулируемой мРНК или бло-
ку ее трансляции [128, 129]. МикроРНК участву-
ют в регуляции многих биологических процессов, 
включая процессы роста и  развития, дифферен-
цировки, формирования органов и  тканей, под-
держания плюрипотентности и пролиферативной 
способности клеток, апоптоза [130, 131], – собы-
тий, аналогичных тем, которые в рамках менстру-
ального цикла происходят в  том числе и  с  эндо-
метрием матки. Таким образом, микроРНК могут 
принимать активное участие в регуляции установ-
ления рецептивного статуса эндометрия. Создание 
генетической панели, позволяющей определять 
профиль микроРНК в клетках эндометрия, может 
стать новым, более чувствительным в отношении 
различных вариантов патологических состояний, 
инструментом для изучения рецептивности эн-
дометрия. Так, изменения профиля микроРНК 
уже много лет используются в  онкологии для 
классификации опухолей, установления стадии 
развития, определения природы метастазов, под-
бора и  прогноза эффективности химиотерапии, 
прогноза продолжительности жизни пациентов 
[132–134].

Заключение
В последние годы с  целью повышения резуль-
тативности программ ВРТ акцент в  репродук-
тивной медицине был сделан на преимпланта-
ционный генетический скрининг хромосомных 
нарушений и  определение рецептивности эндо-
метрия. Сегодня наиболее эффективными и точ-
ными методами диагностики периода «имплан-
тационного окна», когда эндометрий достигает 
максимальной рецептивности, представляются 
подходы, основанные на изучении транскрип-
ционного профиля образца ткани эндометрия. 
Анализ представленности мРНК позволяет 
не только точно диагностировать уровень ре-
цептивности эндометрия на момент биопсии, 
но и достоверно предсказать возможное смеще-
ние периода «имплантационного окна» на бо-
лее ранний или более поздний сроки. Несмотря 
на все достижения, большая часть программ 
ВРТ по-прежнему заканчиваются неудачно. 
Отсутствием имплантации может закончить-
ся и  перенос эмбриона после преимплантаци-
онного генетического скрининга / диагностики 
в  период установленного «имплантационного 
окна». Возможная причина неудачи отчасти свя-
зана с  ограничениями существующих методов 
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определения анеуплоидии в эмбрионах 5–6 дней 
развития. Однако причина может также скры-
ваться в системных факторах, влияющих на здо-
ровье матери и  возможность имплантации эм-
бриона. К таким системным факторам относятся 
нарушения функции щитовидной железы, дефи-
цит витамина D, уровень пролактина, ожирение, 

воспалительные заболевания кишечника, ауто-
иммунные процессы, курение [22]. И хотя каж-
дый из этих факторов в  отдельности вряд ли 
выступает причиной бесплодия, в  сочетании 
с  другими обстоятельствами может приводить 
к  снижению шансов на успешное завершение 
программы ВРТ. 
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Background: Despite significant improvements 
in the efficiency of assisted reproductive tech-
nologies (ART) for the past 10  years, proportion 
of unsuccessful cycles still remains significant and 
can reach up to 40%. Impairment of embryonic 
implantation is considered as one of the possible 
causes for low ART efficiency. Implantation failure 
may be a consequence of a shift in the “window of 
implantation”, i.e. the period of a cycle when endo-
metrium is most receptive and ready for embryo 
implantation. Several methods have been devel-
oped to evaluate endometrial receptivity, but their 
accuracy and efficiency are quite different. Aim: 
Review and efficiency evaluation of the meth-
ods used for endometrial receptivity assessment 
and the window of implantation determination. 
Methods: We performed a comprehensive litera-
ture search (September 2018) with the key words 
“endometrial receptivity”, “endometrial receptiv-
ity evaluation”, “implantation window”, “window 
of implantation”, “pinopodes” from PubMed and 
E-library (Russian) databases. One hundred and 
thirty four (134) publications were selected for the 
analysis, including 101  original papers and 33  lit-
erature reviews. Results: The methods of conven-
tional histology, scanning electronic microscopy, 
immunohistochemistry, as well as techniques 

based on the measurement of prostaglandin lev-
els in endometrial fluid and mRNA profiling in an 
endometrium biopsy sample to assess endome-
trial receptivity are reviewed. The issue of a search 
for an ideal endometrial receptivity marker is dis-
cussed. Conclusion: At present, the most efficient 
and accurate methods to diagnose the window of 
implantation are those based on the mRNA pro-
file assessment of an endometrial tissue sample. 
Аnalysis of mRNAs allows not only the accurate 
diagnosis of endometrial receptivity at the time of 
biopsy to be determined, but also the window of 
implantation shift to earlier or later periods to be 
reliably predicted.
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Состояние репродуктивной системы и алгоритм решения 
вопроса деторождения у мужчин с муковисцидозом

Репина С.А.1 • Красовский С.А.1, 2 • Шмарина Г.В.1 • Штаут М.И.1 • Жекайте Е.К.1, 3 • 
Воронкова А.Ю.1, 3 • Шерман В.Д.1, 3 • Кондратьева Е.И.1, 3 • Черных В.Б.1, 4

Актуальность. Муковисцидоз (МВ)  – частое 
наследственное заболевание, обусловленное 
мутациями в  гене CFTR, характеризующееся 
прогрессирующим течением и  мультисистем-
ным поражением (в первую очередь пищевари-
тельной и/или легочной систем). У большинства 
мужчин с  МВ диагностируют бесплодие. С  по-
явлением новых возможностей терапии уве-
личилась продолжительность жизни при МВ, 
что актуализировало вопросы репродукции. 
Цель  – комплексная оценка состояния репро-
дуктивной системы и  фертильности у  мужчин 
с  муковисцидозом, а  также совершенствова-
ние тактики решения вопросов репродукции. 
Материал и  методы. В  когортное проспек-
тивное исследование в период с 2006 по 2018 г. 
включен 81 российский неродственный мужчи-
на в возрасте от 15 до 69 лет (средний возраст 
25,6 ± 7,9  года) с  подтвержденным диагнозом 
МВ, из них 42 с легочной (Е84.0) и 39 со смешан-
ной (Е84.8) формой МВ. Выполнено клиниче-
ское, андрологическое и  лабораторно-инстру-
ментальное обследование (ультразвуковое 
исследование органов мошонки, стандартное 
и биохимическое спермиологическое исследо-
вание эякулята и гормональное исследование). 
Результаты. Выявлена гетерогенность нару-
шений репродуктивной системы и  спермато-
логических изменений при МВ: от сохранной 
фертильности до бесплодия. Отмечены следу-
ющие андрологические нарушения: позднее 
наступление пубертата (48%), урологическая 
патология (26%), одно-/двусторонняя гипопла-
зия яичек (42%), диффузные изменения и кисты 
придатка яичка (70%), диффузные изменения/
кальцинаты предстательной железы (50%), сни-
женная концентрация тестостерона (24,2%). 
Азооспермия диагностирована у  87,5%  паци-
ентов. Умеренно тяжелые или «легкие» фор-
мы патозооспермии, представленные олиго-/
астено-/тератозооспермией, регистрировали 
у 11,1%, нормозооспермию – у 1,4% пациентов. 
Между группами пациентов с  легочной и  сме-
шанной формой МВ обнаружены статистически 
значимые отличия по объему эякулята (1,4 ± 1,5 
против 0,6 ± 0,5  мл; р = 0,006), pH эякулята 
(6,7 ± 0,7  против 6,1 ± 0,4  ед.; р < 0,0001) и  кон-
центрации сперматозоидов (19,6 ± 56  против 

0,001 ± 0,008  млн/мл; p = 0,011). Нормальный 
объем эякулята чаще отмечали (21,5  против 
14,7%; p > 0,05) у пациентов в возрасте до 25 лет. 
У 71,4%, пациентов, имеющих генетический ва-
риант 3849+10kbC->T (с.3718-2477С>T), выявле-
но сохранение проходимости семявыносящих 
путей. Обнаружено статистически значимое 
различие (p < 0,00001) по частоте генетического 
варианта 3849+10kbC>T гена CFTR между муж-
чинами с обструкцией (9,5%) и без обструкции 
(93,8%) семявыносящих путей. Разработан ал-
горитм решения проблемы бесплодия (в том 
числе с  помощью методов вспомогательных 
репродуктивных технологий) у  мужчин с  МВ 
в  зависимости от статуса фертильности / на-
личия и  формы патозооспермии и  некоторых 
других факторов, влияющих на наступление 
беременности и  риск МВ у  потомства, а  также 
предложены практические рекомендации по 
андрологическому обследованию и  сохране-
нию репродуктивного здоровья и  планирова-
нию деторождения. Заключение. Пациенты 
мужского пола с  МВ нуждаются в  комплекс-
ном обследовании репродуктивной системы. 
Прогноз в  отношении репродуктивной функ-
ции, тактика сохранения репродуктивного 
здоровья и  решение вопроса о  деторождении 
зависит от формы МВ, генотипа по гену CFTR, 
сперматологических нарушений и возраста па-
циента. Легочная форма, генетический вариант 
3849+10kbC->T (с.3718-2477С>T) гена CFTR и мо-
лодой возраст относятся к факторам возможно-
го сохранения проходимости семявыносящих 
путей и фертильности у мужчин с МВ.

Ключевые слова: муковисцидоз, ген CFTR, 
мужское бесплодие, обструктивная азооспер-
мия
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Муковисцидоз (МВ) – одно из наиболее 
частых моногенных заболеваний в ев-
ропейских популяциях. В  европей-
ской части Российской Федерации его 

частота составляет около 1:10 000 [1]. Заболевание 
характеризуется прогрессирующим течением с по-
ражением различных органов и  систем, включая 
репродуктивную систему. Согласно современной 
классификации выделяют две его формы: легоч-
ную (МВ с  сохранной функцией поджелудочной 
железы, E84.0) и  смешанную (МВ с  панкреатиче-
ской недостаточностью с осложнениями и без них, 
E84.8) [1].

Причиной развития МВ выступают мутации 
гена CFTR (англ. Cystic fibrosis transmembrane 
conductance regulator), кодирующего белок  – му-
ковисцидозный трансмембранный регулятор 
проводимости [2–6]. По тяжести клинических 
проявлений мутации в  гене CFTR подразделяют 
на «тяжелые» (с  нарушением внешнесекретор-
ной функции поджелудочной железы) и  «мяг-
кие». Наиболее распространенным патоген-
ным вариантом гена CFTR признан F508del 
(с.1521_1523delCTT), в  России его частота варьи-
рует в диапазоне 33,8–53,5% от общего числа алле-
лей мутантных хромосом [1, 3, 7, 8]. Генетический 
вариант 3849+10kbC->T (с.3718-2477С>T) отно-
сится к «мягким», его частота в России равняется 
1,7–3,2% среди всех патогенных вариантов гена 
CFTR [7–9], у  взрослых пациентов c МВ этот по-
казатель достигает 5,33% и занимает третье место 
после F508del (с.1521_1523delCTT) и  CFTRdele2,3 
(с.54-5940_273+10250del21kb) [1]. У  мужчин, яв-
ляющихся компаунд-гетерозиготами по данному 
патогенному варианту в  сочетании с  мутацией 
гена CFTR, в  том числе с  «тяжелой», может быть 
сохранена проходимость семявыносящих путей 
и репродуктивная функция [9–14].

У большинства мужчин с МВ диагностируют 
бесплодие, что в  первую очередь связано с  дву-
сторонним нарушением проходимости семявы-
носящих путей и, как следствие, обструктивной 
азооспермией. Помимо этого у  пациентов с  МВ 
нарушение фертильности может быть обусловле-
но различными факторами, имеющими широкий 
этиологический спектр [10, 15–17], как то: нега-
тивными эффектами, вызванными нарушением 
функции белка МВТР / мутациями гена CFTR, 
на репродуктивную систему; отрицательными 
воздействиями от поражения экстрагениталь-
ных органов и  систем; побочными эффектами 
от приема лекарственных препаратов (антибио-
тики, гормональные препараты и  др.); этиопа-
тогенетически несвязанными с  МВ причинами 

и  факторами, влияющими на репродуктивную 
систему.

У мужчин с МВ отмечаются различные наруше-
ния репродуктивной системы: задержка полового 
созревания, бесплодие, гипогонадизм и  гипопла-
зия тестикул и  семенных пузырьков, нарушение 
проходимости семявыносящих путей и  функции 
придаточных половых желез [10, 18–20]. Основной 
показатель состояния репродуктивной системы  – 
фертильность. Ее можно оценить по наличию бе-
ременности у супруги в анамнезе и/или по показа-
телям спермограммы (отсутствию тяжелых форм 
патозооспермии, в частности азооспермии). В 97–
98% случаев мужчины, страдающие МВ, бесплод-
ны вследствие двустороннего отсутствия / аплазии 
семявыносящих протоков – vas deferens, семенных 
пузырьков, что проявляется обструктивной азоо-
спермией [10, 16]. Синдром CBAVD (англ. сongenital 
bilateral absence of the vas deferens – врожденное дву-
стороннее отсутствие семявыносящего протока) 
может выступать как одно из проявлений класси-
ческой или атипичных форм МВ, то есть встреча-
ется изолированно от других симптомов МВ («ге-
нитальная» форма МВ), или как самостоятельное 
заболевание [10, 21–22]. У  мужчин мутации гена 
CFTR могут быть причиной снижения количества 
и качества мужских гамет [23–25].

В связи с недостаточной изученностью вопро-
сов, касающихся нарушений фертильности и пато-
логии органов репродуктивной системы у мужчин 
с МВ, актуальным представляется выявление кли-
нических, генетических, спермиологических кор-
реляций у  пациентов с  МВ. Алгоритмы, тактика 
ведения и решение проблем репродукции у таких 
пациентов нуждаются в разработке.

Цель настоящей работы  – оценить состояние 
репродуктивной системы и фертильности у муж-
чин в зависимости от формы МВ, генотипа по гену 
CFTR и возраста пациентов, а также совершенство-
вание тактики решения вопросов репродукции.

Материал и методы
В когортное проспективное исследование включа-
ли пациентов мужского пола в возрасте от 15 лет 
и  старше с  подтвержденным диагнозом МВ или 
подозрением на МВ, госпитализированные в пери-
од с 2006 по 2018 г. в ГБУЗ «ГКБ им. Д.Д. Плетнева 
ДЗМ» (ГКБ №  57 ФГБУ «НИИ пульмонологии» 
ФМБА России) и  направленные на обследование 
в  ФГБНУ «МГНЦ». Критериями невключения 
были возраст пациента менее 15  лет, отсутствие 
возможности самостоятельно приехать в  ФГБНУ 
«МГНЦ», неспособность сдать биоматериал для 
спермиологического исследования. Пациент 
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исключался из исследования, если в его ходе диа-
гноз МВ не подтверждался.

Работа выполнена в  период с  2015 по 2018  г. 
на кафедре молекулярной и  клеточной генетики 
медико-биологического факультета ФГБОУ ВО 
РНИМУ им. Н.И. Пирогова Минздрава России на 
базе ФГБНУ «МГНЦ». Проведение настоящего ис-
следования одобрено комитетом по биомедицин-
ской этике ФГБОУ ВО РНИМУ им. Н.И. Пирогова 
Минздрава России (протокол № 152 от 15 февраля 
2016  г.). Все пациенты подписали добровольное 
информированное согласие на проведение иссле-
дования (в случае несовершеннолетних информи-
рованное согласие получено у их родителей).

Всего обследован 81  российский неродствен-
ный мужчина в возрасте от 15 до 69 лет (средний 
возраст 25,6 ± 7,9 года) с подтвержденным диагно-
зом МВ, из них 42 пациента имели легочную форму 
МВ и 39 – смешанную. Всем пациентам проведено 
клиническое обследование, выполнено ультразву-
ковое исследование (УЗИ) органов мочеполовой 
системы, стандартное сперматологическое иссле-
дование и биохимический анализ эякулята, опре-
деление уровня гормонов в сыворотке крови.

Клинико-генеалогический метод. Клиническое 
обследование включало анамнестическое и  гене-
алогическое исследование и  осмотр. На каждого 
больного заполняли генетическую карту со специ-
ально разработанным для исследования опросным 
листом, состоявшим из 33  вопросов, касающихся 
анамнеза; выясняли наличие у  пациентов вред-
ных привычек, негативных факторов окружающей 
среды и  профессиональных вредностей, а  также 
андрологический статус. Пациентам проводили 
антропометрию с измерением роста и веса и после-
дующим определением индекса массы тела (ИМТ) 
по формуле: вес (кг) / рост (м)2. ИМТ в диапазоне 
от 18,5 до 24,99 принимали за норму. Степень зре-
лости полового развития оценивали согласно кри-
териям, предложенным Таннером [26].

УЗИ органов мочеполовой системы. УЗИ яичек 
и их придатков выполняли при помощи ультразву-
кового аппарата Aloka ProSound SSD-α 10 (Hitachi 
Aloka, Япония) с  использованием линейного дат-
чика с частотой 10 МГц. Оценивали морфологиче-
ское состояние органов мошонки и визуализацию 
вен семенного канатика с измерением их диаметра, 
определяли размеры, объем, эхоструктуру яичка 
и придатка. За нормальный размер яичка прини-
мали объем 12 см3 и более. Трансректальное уль-
тразвуковое сканирование (ТРУЗИ) предстатель-
ной железы и  семенных пузырьков выполняли 
при помощи аппарата Medison SA 9900 (Южная 
Корея) с использованием линейного датчика Рrime 

5–12  МГц. При ультразвуковом сканировании 
определяли объем, структуру и  симметричность 
долей, дифференцировку структурных элемен-
тов железы, состояние семенных пузырьков, вну-
тритканевой кровоток.

Спермиологическое исследование и  биохимиче-
ский анализ эякулята (фруктоза, лимонная кисло-
та, α-гликозидаза) выполняли согласно рекомен-
дациям Всемирной организации здравоохранения 
(2010) [27].

Определение уровня гормонов в сыворотке кро-
ви. Концентрацию тестостерона в плазме опреде-
ляли методом иммуноферментного анализа с  ис-
пользованием коммерческого набора Diagnostic 
Biocherm Canada Inc. (Канада) согласно рекомен-
дациям производителя. Гипогонадизм диагности-
ровали при снижении уровня общего тестостерона 
крови менее 3 нг/мл.

Молекулярно-генетическое исследование гена 
CFTR выполняли на геномной ДНК, выделенной 
из лейкоцитов периферической крови. На первом 
этапе анализировали частые мутации, в случае не 
обнаружения мутации проводили секвенирование 
ДНК по Сэнгеру или с использованием технологии 
массового параллельного секвенирования.

В качестве основного показателя мужской фер-
тильности при МВ оценивали наличие / отсут-
ствие сперматозоидов в  эякуляте (наличие / от-
сутствие азооспермии), а также определяли такие 
спермиологические показатели, как объем эякуля-
та, концентрация и общее количество сперматозо-
идов, уровень pH и фруктозы. Данный показатель 
оценки фертильности признан безопасным, эф-
фективным и экономически приемлемым.

Дополнительными ожидаемыми результата-
ми исследования были гетерогенность нарушения 
фертильности и поражения органов репродуктив-
ной системы у мужчин с МВ, зависимость частоты 
и  тяжести нарушений от формы МВ и  генотипа 
по гену CFTR. Среди других показателей отметим 
изменения гормонального статуса (снижение те-
стостерона), морфологические и  структурные из-
менения при УЗИ органов мошонки (кисты яичка 
и придатка).

Анализ в подгруппах. В зависимости от сохран-
ности функции поджелудочной железы (формы 
МВ) обследованные пациенты разделены на две 
группы: с  легочной (n = 42) и  смешанной (n = 39) 
формами МВ. Для оценки влияния возрастного 
фактора проводили сравнительный анализ со-
стояния репродуктивной системы и  ее наруше-
ний в  возрастных группах «до 25  лет» и  «25  лет 
и  старше». При исследовании гено-фенотипиче-
ских корреляций проведен сравнительный анализ 
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нарушений фертильности у пациентов с МВ с на-
личием генетического варианта 3849+10kbC>T 
и  пациентов с  МВ, не имеющих данной мутации 
в генотипе.

Статистический анализ результатов выполня-
ли с использованием программы StatSoft Statistica 8 
(StatSoft inc., США). Количественные показатели 
представлены в  виде средних арифметических 
значений и  стандартных отклонений (M ± SD). 
Cравнение количественных данных в двух группах 
проводили с использованием U-критерия Манна – 
Уитни. Качественные показатели сравнивали с по-
мощью точного критерия Фишера. Статистически 
значимым был принят уровень вероятности ошиб-
ки первого рода p < 0,05.

Результаты
Участники исследования
В группе пациентов с легочной формой МВ (n = 42) 
средний возраст составил 27,1 ± 9,8  года, со сме-
шанной формой  – 24,1 ± 4,7. Статистически зна-
чимых различий по данному показателю меж-
ду группами не выявлено (p = 0,352, U-критерий 
Манна – Уитни). 

На момент обследования в  зарегистрирован-
ном или гражданском браке состояли 52% (39 
из 75) взрослых пациентов. У супруг 8 пациентов 
беременность наступила самостоятельно, роди-
лись здоровые (без МВ) дети. У 4 пациентов (3 из 
них с  легочной формой МВ), имевших азооспер-
мию, проведена успешная тестикулярная биопсия, 
в результате программ экстракорпорального опло-
дотворения (ЭКО / ICSI) у их супруг наступила бе-
ременность и  родились здоровые (без МВ) дети. 
Беременность наступила у супруги еще одного па-
циента со смешанной формой азооспермии после 
проведения процедуры ЭКО / ICSI.

Сперматологическое обследование
Стандартное сперматологическое исследова-
ние выполнено у  72  пациентов с  МВ. Тяжелые 
формы патозооспермии, представленные азо
оспермией / криптозооспермией,  обнаружены 
у  87,5% (63 из  72) обследованных мужчин с  МВ. 
Нормозооспермия или «мягкие» / «умеренно тя-
желые» формы патозооспермии, представленные 
олиго- / астено- / тератозооспермией, выявлены у 9 
(12,5%) пациентов. Олигоспермия (объем эякуля-
та менее 1,5 мл, то есть ниже нормативных пока-
зателей) диагностирована у 57 (80,3%) пациентов. 
Кислотность эякулята в 82,7% образцах составля-
ла меньше нормы (рН < 7,2). Повышенная вязкость 
(от 30 мм и более) определена в 23% образцах се-
менной жидкости. Концентрация лейкоцитов в 79 

(96,3%) образцах эякулята находилась в  пределах 
нормативных значений.

Биохимическое исследование семенной жид-
кости выполнено у  27  пациентов, в  том числе 
у 12 мужчин с легочной и у 15 со смешанной фор-
мой МВ. У  остальных пациентов биохимическое 
исследование не проведено вследствие недоступ-
ности биологического материала или малого объе-
ма эякулята. Низкое количество фруктозы, α-глю-
козидазы и лимонной кислоты обнаружено в 96, 73 
и 50% образцов семенной жидкости соответствен-
но.

Половой статус
У всех обследованных мужчин с МВ развитие по-
ловых органов соответствовало возрасту и  муж-
скому полу. Признаков врожденных пороков раз-
вития наружных половых органов отмечено не 
было. Средний возраст наступления пубертата 
составил 15 ± 1,5  года, у  48%  обследованных вы-
явлено позднее начало полового созревания (14–
16  лет). Задержку пубертата чаще регистрирова-
ли при смешанной (57%), чем при легочной (31%) 
форме МВ.

У 21 (25,6%) пациента в анамнезе были паховая 
грыжа (n = 6), крипторхизм (n = 1), крипторхизм 
и паховая грыжа (n = 1), гидроцеле и паховая грыжа 
(n = 2), выраженная гипоплазия яичек (n = 1), пере-
крут яичка (n = 1), фимоз (n = 2), гидроцеле (n = 3), 
варикоцеле (n = 3), фимоз и варикоцеле (n = 1).

Молекулярно-генетическое исследование 
гена CFTR
Молекулярно-генетическое исследование вы-
полнено у  81 пациента. Патогенные варианты 
гена CFTR обнаружены в 162 из 162 (100%) про-
анализированных аллелей. Выявлены следую-
щие патогенные варианты гена CFTR: F508del 
(c.1521_1523delCTT; 48%), 3849+10kbC>T 
(c.3718-2477C>T; 3%), CFTRdele2,3 (c.54-
5940_273+10250del21kb; 6,2%), E92K (c.274G>A; 
4,9%), 2789+5G>A (c.2657+5G>A; 2,5%), L138ins 
(c.413_415dupTAC; 1,9%), N1303K (c.3909C>G; 
1,9%), W1282X (c.3846G>A; 1,9%), 1677delTA 
(c.1545_1546delTA; 1,9%) и  3272-16T>A (c.3140-
16T>A; 1,9%). Спектр и  частота генетических 
вариантов исследованной выборки пациентов 
в  целом соответствовали взрослым российским 
больным с МВ [1].

Изменения органов репродуктивной системы
Данные ультразвукового обследования ор-
ганов мошонки, семенных пузырьков и  пред-
стательной железы. УЗИ органов мошонки 
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проведено у 43 пациентов, ТРУЗИ – у 2, абдоми-
нальное УЗИ – у 8. Средний объем яичек составил 
26,2 ± 8,2  см3. Одно- или двусторонняя гипопла-
зия яичек диагностирована у 18 (42%) пациентов. 
Морфологические изменения органов мошонки 
отмечены у 30 из 43 (70%) обследованных. По дан-
ным УЗИ органов мошонки выявлены диффуз-
ные изменения и  кисты придатка яичка (53,5%), 
объемные образования яичка (9,3%), другая пато-
логия органов мошонки (варикоцеле, гидроцеле, 
выраженная гипоплазия яичка с нарушением его 
структуры) (7%). При ТРУЗИ и УЗИ предстатель-
ной железы у 5 из 10 обследованных обнаружены 
кальцинаты / петрификаты, у 3 из 10 – диффузные 
изменения простаты. У  обоих мужчин, которым 
выполнено ТРУЗИ семенных пузырьков, наблю-
далось уменьшение их размеров (гипоплазия) без 
изменения структуры.

Уровень общего тестостерона. Исследование 
уровня общего тестостерона в  сыворотке крови 
выполнено у 62 пациентов, в том числе у 24 с ле-
гочной и 38 со смешанной формой МВ. Средний 
уровень тестостерона составил 4,6 ± 1,9  нг/мл 
(норма 3–12 нг/мл). Нормальный показатель об-
щего тестостерона был у  47  (75,8%) пациентов, 
сниженный – у 15 (24,2%).

Состояние репродуктивной системы 
в зависимости от формы муковисцидоза, CFTR-
генотипа и возраста
Обнаружено существенное различие по структу-
ре сперматологических диагнозов между паци-
ентами с  разными формами МВ. Олигоспермия, 
низкие значения pH (менее 7,2), отсутствие спер-
матозоидов или их крайне низкая концентрация 

(менее 0,5 млн/мл) в эякуляте статистически зна-
чимо (p < 0,05) чаще регистрировали в  группе 
мужчин со смешанной формой МВ (табл. 1).

При сравнении показателей возраста насту-
пления пубертата, ИМТ, биохимических маркеров 
семенной жидкости, объема тестикул, уровня те-
стостерона и частоты сниженного его уровня ста-
тистически значимых различий между группами 
пациентов с легочной и смешанной формой МВ не 
выявлено (p > 0,05). Изменения объема тестикул 
и структурные изменения органов мошонки обна-
ружены у 92,6% пациентов со смешанной формой 
МВ и  81,3%  больных с  легочной формой, однако 
различия не достигли уровня статистической зна-
чимости (p = 0,82).

В обследованной выборке 21 пациент был но-
сителем генетического варианта 3849+10kbС>T, 
характерного для легочной формы МВ. У  8 
из 21 (38%) пациента с легочной формой МВ, яв-
лявшихся компаунд-гетерозиготами по патоген-
ному варианту 3849+10kbC>T, в  анамнезе отме-
чено наступление беременности у  партнерш, что 
свидетельствует о  сохранной ранее фертильно-
сти. Таким образом, у 71,4% обследованных нами 
мужчин с  МВ, имеющих генетический вариант 
3849+10kbC>T, зарегистрировано сохранение про-
ходимости семявыносящих путей (беременности 
у  партнерш в  анамнезе, отсутствие азооспермии 
при сперматологическом обследовании). Выявлено 
статистически значимое различие (p < 0,00001) по 
частоте патогенного варианта 3849+10kbC>T меж-
ду мужчинами с обструкцией семявыносящих пу-
тей (9,5%) и без обструкции (93,8%). 

Для оценки влияния возрастного фактора на 
состояние репродуктивной системы исследован-
ную выборку пациентов, обследованных сперма-
тологически, разделили на две возрастные груп-
пы: «до 25 лет» (n = 38) и «25 лет и старше» (n = 34). 
У  мужчин более старшего возраста наблюдалась 
тенденция к  более выраженным сперматологи-
ческим нарушениям (нормальный объем эякуля-
та выявлен у 8 (21,1%) и 5 (14,7%) пациентов 1-й 
и 2-й групп соответственно), однако межгруппо-
вые различия не были статистически значимыми 
(p > 0,05).

Обсуждение
Выбор цели настоящего исследования обусловлен 
сохранностью фертильности у  некоторых муж-
чин с МВ, а также отсутствием тактики репродук-
тологического обследования и решения проблем 
деторождения у  мужчин с  МВ в  зависимости 
от формы заболевания, генотипа по гену CFTR, 
статуса фертильности и  сперматологических 

Таблица 1. Сперматологические показатели, по которым выявлены статистически 
значимые различия между группами пациентов с легочной и смешанной формой 
муковисцидоза

Параметр Форма муковисцидоза Значение p

легочная 
(n = 35)

смешанная 
(n = 37)

Частота азооспермии /  
криптозооспермии, %

76,5 100 0,0008*

Объем эякулята (M ± SD), мл; N ≥ 1,5 мл 1,4 ± 1,5 0,6 ± 0,5 0,0006**

Концентрация сперматозоидов  
(M ± SD), млн/мл; N ≥ 15 млн/мл

19,6 ± 56 0,001 ± 0,008 0,012**

pH эякулята (M ± SD); N = 7,2–7,8 6,7 ± 0,7 6,1 ± 0,4 < 0,0001**

N – норма
  * Точный критерий Фишера
** U-критерий Манна – Уитни
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изменений. В нашей работе мы впервые оценили 
состояние репродуктивной системы и  фертиль-
ности у мужчин с МВ на крупной выборке (n = 81).

Мы выявили гетерогенность андрологиче-
ских и сперматологических нарушений у больных 
МВ. Показано, что легочная форма МВ характе-
ризуется различными формами патозооспермии 
(87,5%  пациентов имели азооспермию, 13,5%  – 
другие формы патозооспермии или нормозо
оспермию). У 100% мужчин со смешанной формой 
МВ диагностирована обструктивная азооспермия. 
Характерными сперматологическими признаками 
нарушения фертильности у  мужчин с  МВ были 
азооспермия, олигоспермия, низкие значения pH 
и фруктозы эякулята. Все пациенты с сохраненной 
проходимостью семявыносящих протоков имели 
в  генотипе патогенный вариант 3849+10kbC>T. 
В  предыдущих исследованиях отмечено сохране-
ние фертильности у  некоторых пациентов с  МВ, 
в  частности, имеющих в  генотипе данный пато-
генный вариант, однако нами впервые показано 
на большой выборке пациентов с  комплексным 
обследованием репродуктивной системы, что 
у носителей патогенного варианта 3849+10kbC>T 
фертильность сохранена в 71,4%.

Среди ограничений настоящего исследования 
можно назвать относительно небольшую выборку 
пациентов при сравнении двух групп в зависимо-
сти от формы МВ: легочной (n = 42) и смешанной 
(n = 39). Не всем пациентам было проведено био-
химическое исследование эякулята вследствие ма-
лого объема семенной жидкости. На выводы мог-
ло повлиять количество носителей патогенного 
варианта 3849+10kbC>T в исследованной выборке 
и в подгруппе с легочной формой МВ, однако ча-
стота данного варианта примерно соответствова-
ла таковой среди взрослых российских пациен-
тов, согласно Регистру больных МВ в Российской 
Федерации (2016) [1].

Полученные нами результаты и  данные других 
исследований свидетельствуют о  том, что у  боль-
шинства мужчин с  МВ нарушена фертильность 
вследствие азооспермии. Бесплодие у мужчин с МВ 
обычно вызвано обструкцией семявыносящих про-
токов и характеризуется азооспермией, олигоспер-
мией (объем эякулята менее 1,5  мл), pH менее  7,0 
и  низким или неопределяемым значением фрук-
тозы в  эякуляте [16, 28–30]. Выявленное различие 
в  частоте азооспермии у  пациентов с  МВ между 
обследованной нами выборкой (87,5%) и данными 
литературы (98%), возможно, обусловлено особен-
ностями нашей выборки: молодым возрастом мно-
гих пациентов, относительно более частой пред-
ставленностью патогенного варианта гена CFTR 

3849+10kbC>T. Следует отметить, что бесплодие 
может быть и у мужчин с МВ без азооспермии / об-
струкции семявыносящих путей. Нарушение репро-
дуктивной функции у них может быть следствием 
дефектов сперматогенеза, снижения количествен-
ных и/или качественных показателей сперматозо-
идов в  семенной жидкости или других факторов, 
влияющих на мужскую фертильность.

Мы показали, что на сохранение проходи-
мости семявыносящих путей существенно вли-
яет клиническая форма МВ. Так, пациенты со 
смешанной формой МВ (с поражением подже-
лудочной железы) имели азооспермию / крипто-
зооспермию. Другие сперматологические заклю-
чения отмечены только у  пациентов с  легочной 
формой МВ. А наиболее «мягкие» формы пато-
зооспермии или нормозооспермия наблюдались 
лишь у пациентов, имеющих генетический ва-
риант 3849+10kbC>T. Данный патогенный ва-
риант характерен для легочной формы МВ, он 
редко встречается при синдроме двусторонней 
аплазии семявыносящих протоков (CBAVD), 
в  большинстве случаев обусловлен мутациями 
гена CFTR. Наличие единичных сперматозоидов 
(криптозооспермия) у  многих пациентов с  МВ 
свидетельствует о  том, что в  патогенезе пора-
жения семявыносящих протоков при МВ име-
ет место не агенезия, а  аплазия семявыносящих 
протоков с потерей их проходимости. В работах 
других авторов обнаружена сохранность семен-
ных пузырьков у  мальчиков с  МВ, в  то время 
как аплазия / гипоплазия семявыносящих прото-
ков и  их производных  – семенных пузырьков  – 
присутствует у  97–98%  взрослых мужчин с  МВ 
и  у  80%  пациентов с  CBAVD [18, 31, 32]. Вместе 
с  тем остается открытым вопрос о  таких факто-
рах, как механизм и динамика аплазии семявыно-
сящих протоков и семенных пузырьков.

Отсутствие аномалий формирования пола 
у  пациентов с  МВ говорит о  том, что мутации 
в  гене CFTR не влияют на дифференцировку 
пола и морфогенез органов репродуктивной си-
стемы [10, 23]. Частыми изменениями при МВ яв-
ляются одно-/двусторонняя гипоплазия яичек, 
морфологические изменения органов мошон-
ки (диффузные изменения придатков и  кисты 
придатков и/или яичек). В ряде публикаций [31] 
описаны изменения размеров и структуры орга-
нов мошонки у взрослых мужчин с МВ, однако 
другие авторы [28] регистрировали нормальный 
объем яичек. Одно из негативных воздействий 
МВ на половую систему у  мальчиков-подрост-
ков – задержка полового созревания в среднем на 
1–1,5  года [18]. В  нашем исследовании задержка 
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полового созревания наблюдалась не у  всех па-
циентов, а  ее встречаемость у  мальчиков-под-
ростков с  МВ зависела от формы МВ, генотипа 
(поздний пубертат более характерен для паци-
ентов со смешанной формой МВ), тяжести кли-
нических проявлений МВ, в  частности низкого 
ИМТ (при гипотрофии метаболизм стероидных 
гормонов замедляется) [10, 18]. Снижение уровня 
тестостерона отмечено у  28%  взрослых мужчин 
с МВ, не обнаружено корреляции уровня гормо-
нов с низкой массой тела [33]. Вопрос о гормон-
заместительной терапии у пациентов с МВ оста-
ется открытым.

Очевидно, что возрастной фактор негативно 
влияет на состояние репродуктивной системы 
многих пациентов с  нарушением фертильно-
сти, в  том числе у  мужчин с  МВ. Так, у  более 
молодых мужчин с МВ чаще наблюдали мягкие 
формы патозооспермии или нормозооспермию, 
а  также нормальный объем эякулята, свиде-
тельствующие о  сохранной проходимости се-
мявыносящих путей и  секреторной функции 
половых желез, в  частности семенных пузырь-
ков. Негативные изменения в  спермограмме 
в  динамике также указывают на ухудшение ее 
показателей с  возрастом [34]. Однако в  нашем 
исследовании различия в объеме эякулята и ча-
стоте мягких форм патозооспермии в двух воз-
растных группах не достигли уровня статисти-
ческой значимости.

Рекомендации  
по репродуктологическому обследованию 
мужчин и мальчиков-подростков 
с муковисцидозом
Основываясь на собственных данных и результа-
тах исследований других авторов, мы разработали 
рекомендации по обследованию и  клиническому 
ведению мужчин и  мальчиков-подростков с  МВ. 
Таким пациентам с  целью оценки органов поло-
вой системы и фертильности рекомендуется про-
ведение комплексного обследования состояния 
репродуктивной системы. Методы, условия и пе-
риодичность проведения данного обследования 
отражены в табл. 2.

Репродуктологическое обследование необхо-
димо проводить у  мальчиков-подростков в  воз-
расте 15–18 лет и у молодых мужчин с МВ [21, 28, 
30, 35].

Подходы к решению вопроса 
о репродукции у мужчин 
с муковисцидозом
Несмотря на высокую частоту нарушения репро-
дуктивной системы и  фертильности, многие па-
циенты с МВ, в том числе мужчины, могут иметь 
собственное потомство. Пациентам с МВ необхо-
димо рекомендовать раннее решение вопроса ре-
продукции, заблаговременное и  по возможности 
раннее планирование беременности естественным 
путем или с  помощью методов вспомогательных 

Таблица 2. Методы исследования состояния репродуктивной системы у мужчин с муковисцидозом 

Метод Условия и периодичность обследования Особые указания

Клиническое обследование

Анамнестическое и генеалогическое 
исследование, осмотр

Подростки в возрасте от 14 лет (с пубертата) Для несовершеннолетних – с письменного 
согласия родителя(ей)

Лабораторно-инструментальное обследование

Ультразвуковое исследование 
органов мошонки

При признаках гипоплазии яичек, 
структурных изменений органов мошонки – 
контрольное ультразвуковое исследование 
в динамике, 1 раз в год

При наличии объемных образований 
в мошонке: магнитно-резонансная 
томография мошонки, онкомаркеры (альфа-
фетопротеин, хорионический гонадотропин 
человека, лактатдегидрогеназа), 
консультация андролога-уролога

Стандартное и биохимическое 
спермиологическое исследование

Для несовершеннолетних – с письменного 
согласия родителя(ей).

Рекомендованный срок для сдачи анализа – 
половое воздержание 3–5 дней

При сохранении проходимости 
семявыносящих протоков – контрольное 
исследование в динамике, 1 раз в год.

В случае ухудшения показателей 
спермограммы – криоконсервация 
сперматозоидов

Исследование гормонов 
(тестостерон) в сыворотке крови

Утром натощак. 
Повторное исследование в динамике (по мере 

необходимости)

При гипогонадизме – консультация 
эндокринолога с решением вопроса 
о гормонзаместительной терапии
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репродуктивных технологий (при необходимости 
их применения).

При сохраненной фертильности, с целью про-
филактики передачи МВ потомству, необходимо 
рекомендовать использование контрацептивов, 
своевременное генетическое тестирование супру-
гов на носительство патогенных вариантов гена 
CFTR и медико-генетическое консультирование 
при планировании беременности. В случае сохран-
ной проходимости семявыносящих путей / отсут-
ствия азооспермии у мужчин и мальчиков-под-
ростков с МВ в репродуктивном плане актуальны 
криоконсервация и хранение сперматозоидов для 
последующего их использования в программах экс-
тракорпорального оплодотворения (ЭКО  /  ICSI). 
Это позволяет сохранить возможность репродук-
ции у мужчин с МВ с помощью ЭКО / ICSI, не при-
бегая к тестикулярной биопсии.

Супруге больного с МВ при планировании бе-
ременности следует выполнить генетическое об-
следование на носительство патогенных вариан-
тов гена CFTR.  В случае обнаружения патогенных 
вариантов необходимо медико-генетическое кон-
сультирование и  решение вопроса о  проведении 
преимплантационной генетической диагностики 
МВ. У  мужчин с  МВ, имеющих нарушение про-
ходимости семявыносящих путей и/или тяжелые 
формы патозооспермии, в  частности азооспер-
мию, решение проблемы деторождения возможно 
с  помощью биопсии тестикул с  последующим их 
использованием для искусственного оплодотворе-
ния методом ЭКО / ICSI.

На рисунке представлена схема обследования 
и  тактика решения вопроса репродукции у  муж-
чин с МВ в зависимости от сохранения фертиль-
ности и  тяжести сперматологических изменений 
(форм патозооспермии).

Сперматологический анализ  – одно из ключе-
вых репродуктологических обследований у  муж-
чин, включая больных МВ. Прогноз возможности 
деторождения и  дальнейшая тактика решения во-
проса репродукции могут быть определены уже 
на основании его результатов. Так, в  зависимости 
от сперматологических изменений (форм патозоо-
спермии или наличия нормозооспермии) пациен-
ты могут быть условно разделены на три группы 
(см.  рисунок). Пациентам, имеющим наиболее тя-
желые формы патозооспермии (азооспермию или 
олигозооспермию тяжелой степени), с целью полу-
чения сперматозоидов может быть рекомендовано 
выполнение тестикулярной биопсии. При обнару-
жении сперматозоидов, пригодных для оплодот-
ворения, показано их использование в программах 
ЭКО / ICSI. У пациентов, имеющих патозооспермию, 

не связанную с  азооспермией / олигозооспермией 
тяжелой степени, выбор тактики планирования 
беременности и  решения проблемы репродукции 
определяется исходя из выраженности нарушений 
репродуктивного здоровья у  супругов и  наличия 
показаний для преимплантационной генетической 
диагностики МВ. При высоком риске МВ у потом-
ства, например, если супруга является носителем 
мутации гена CFTR, независимо от формы патозо-
оспермии или наличия нормозооспермии, а также 
сохранной фертильности у  пациента с  МВ реко-
мендована соответствующая преимплантационная 
генетическая диагностика. В  случае неудачи при 
получении пригодных гамет, низкого их качества 
следует рассмотреть вопрос об использовании до-
норских половых клеток.

Заключение
У большинства мужчин и  мальчиков-подрост-
ков, страдающих МВ, встречаются различные 
нарушения органов репродуктивной системы. 
Основная причина мужского бесплодия при МВ – 
обструктивная форма азооспермии вследствие 

Схема решения вопроса репродукции (в том числе с помощью методов вспомогательных 
репродуктивных технологий) и планирования дородовой диагностики на муковисцидоз 
(МВ) у мужчин с МВ в зависимости от состояния фертильности / формы патозооспермии 
и ряда других факторов, влияющих на наступление беременности и риск МВ у потомства. 
Пунктирной линией указано проведение программ экстракорпорального оплодотворения 
(ЭКО / ICSI) у пациентов с нормозооспермией, супруги которых имеют нарушения 
фертильности и/или являются носителями мутации гена CFTR (высокий риск МВ). 
Преимплантационная и пренатальная диагностика показана при высоком риске МВ 
у потомства

Подтвержденный диагноз «муковисцидоз»

Сперматологическое исследование

Азооспермия /  
олигозооспермия  
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Биопсия яичка

Проведение ЭКО / ICSI. 
При высоком риске МВ – пре-
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диагностика

Планирование беременности. Решение 
вопроса о криоконсервации сперматозоидов

Беременность 
наступила

Пренатальная генетическая 
диагностика (по показаниям)

Отсутствие 
беременности

Астено-/тератозооспермия, 
олигозооспермия  

умеренной степени
Нормозооспермия
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двусторонней аплазии семявыносящих протоков 
и семенных пузырьков. Среди других андрологиче-
ских факторов, нарушающих репродуктивное здо-
ровье, следует отметить повышенную частоту ги-
поплазии и других изменений тестикул, придатков 
яичка, придаточных половых желез, склонность 
к  развитию гипогонадизма. Ключевым нерешен-
ным моментом следует признать гетерогенность 
поражения семявыносящих путей при различных 
генотипах по гену CFTR, в том числе при наличии 
«благоприятного» для сохранения фертильности 
генетического варианта 3849+10kbC>T, влияние 
модифицирующих факторов, а также возраста па-
циента.

Обследование состояния органов репродук-
тивной системы и  оценка фертильности пациен-
тов с МВ должны быть комплексными, а ведение 
пациентов  – мультидисциплинарным (с участием 
врачей-андрологов/гинекологов, эндокринологов 
и  генетиков). Тактика решения проблемы репро-
дукции зависит от пола, состояния фертильности 
(обоих супругов), степени сперматологических 

нарушений, возраста пациента и статуса носитель-
ства патогенных вариантов в гене CFTR у супруги. 
Использование пренатальной и  преимплантаци-
онной диагностики позволяет осуществлять про-
филактику рождения больного ребенка у больных 
МВ и носителей. Мужчинам с МВ необходимо ре-
комендовать раннее решение вопроса о репродук-
ции, а по возможности – криоконсервацию гамет, 
что позволяет избежать биопсии яичка и повыша-
ет результативность ЭКО.

Разработанные рекомендации по комплекс-
ному исследованию репродуктивной системы 
у  мужчин с  МВ и  алгоритм решения вопроса де-
торождения внесены в «Национальный консенсус 
по муковисцидозу» и  адресованы врачам разных 
специальностей, которые осуществляют меди-
цинскую помощь пациентам с  МВ, прежде всего 
генетикам, андрологам, гинекологам, репродук-
тологам, специалистам в области МВ и вспомога-
тельных репродуктивных технологий. Полученные 
результаты внедрены в практику ФГБНУ «МГНЦ» 
и российских медицинских центров по МВ. 
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 Rationale: Cystic fibrosis (CF) is a common hered-
itary disease related to the CFTR gene mutations 
and characterized by progression and multiple 
system involvement (primarily of the digestive 
tract and / or pulmonary system). Most men with 
CF are infertile. Due to new therapeutic options, 
the life expectancy of CF patients has increased, 
with reproductive issues becoming relevant. Aim: 
A  multifaceted assessment of the reproductive 
system status and fertility in male patients with CF 
and improvement of the strategies to resolve their 
reproduction issues. Materials and methods: This 
cohort prospective study was performed 2006 to 
2018 and included 81 unrelated Russian male pa-
tients with confirmed CF, aged from 15 to 69 years 
(mean age 25.6 ± 7.9 years). Forty two (42) patients 
had pancreatic sufficient and 39  pancreatic insuf-
ficient CF. The patients underwent clinical, andro-
logical, laboratory and instrumental examination 
(scrotal ultrasonography, standard and biochem-
ical semen examination and hormone levels). 
Results: Reproductive disorders and semen abnor-
malities found in CF patients varied from preserved 
fertility to infertility. The following andrological 
abnormalities were found: delayed puberty (48%), 
urological disorders (26%), uni- or bilateral testic-
ular hypoplasia (42%), diffuse lesions and cysts of 
the epididymis (70%), diffuse lesions /calcifications 
of the prostate (50%), and decreased testosterone 
levels (24.2%). Azoospermia was diagnosed in 
87.5% of the patients, “moderate” or “mild” patho-
zoospermia (oligo-/astheno-/teratozoospermia) 
in 11.1%, and normozoospermia in 1.4% of the pa-
tients. There were significant differences between 
the patients with pancreatic sufficient and pancre-
atic insufficient CF in the ejaculate volume (1.4 ± 1.5 
ml vs. 0.6 ± 0.5 ml; р = 0.006), ejaculate pH (6.7 ± 0.7 
vs. 6.1 ± 0.4; р < 0.0001), and sperm concentra-
tion (19.6 ± 56.0 Mio/mL vs. 0.001 ± 0.008 Mio/
mL; p = 0.011). Normal ejaculate volume was more 

frequent (21.1% vs 14.7%; p > 0.05) in patients under 
the age of 25. No bilateral obstruction of vas defer-
ens was found in 71.4% patients with 3849+10kb-
C>T mutation. There was a  significant difference 
(p < 0.00001) in the frequency of 3849+10kbC>T 
mutation between the patients with vas deferens 
obstruction (9.5%) and without it (93.8%). We de-
veloped an algorithm to resolve infertility issues 
(including assisted reproductive technologies) in 
male CF patients depending on their fertility / pres-
ence and type of pathozoospermia and some other 
factors that may influence the conception and CF 
risk in the offspring. We also suggested practical 
recommendations for the andrological assessment, 
maintenance of reproductive health, and planning 
of childbirth in these patients. Conclusion: Male CF 
patients require a multifaceted assessment of their 
reproductive system. The prognosis of their repro-
ductive functions, the strategy to maintain their re-
productive health and making a decision on child-
birth depends on the CF type, the CFTR genotype, 
the results of semen analysis, and the patient’s 
age. Pancreatic sufficient CF type, 3849+10kbС>T 
mutation of the CFTR gene and younger age are 
favorable factors for potential maintenance of vas 
deferens patency and male fertility in CF patients.

Key words: cystic fibrosis, CFTR, male infertility, 
obstructive azoospermia
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Особенности спектра мутаций, выявленных 
при комплексном исследовании гена CFTR 
у российских больных муковисцидозом

Петрова Н.В.1 • Марахонов А.Ю.1 • Васильева Т.А.1 • Каширская Н.Ю.1 • Кондратьева Е.И.1 • 
Жекайте Е.К.1 • Воронкова А.Ю.1 • Шерман В.Д.1 • Галкина В.А.1 • Гинтер Е.К.1 • Куцев С.И.1 • 
Зинченко Р.А.1, 2

Актуальность. Муковисцидоз (МВ; OMIM 
219700)  – частое наследственное заболевание, 
обусловленное мутациями в  гене CFTR (OMIM 
602421). Распределение и частота мутаций гена 
CFTR значительно различаются в  зависимости 
от страны и  этнической группы. К  настоящему 
времени около 11% аллелей гена CFTR остаются 
не идентифицированными после проведения 
тестирования частых мутаций у  российских 
пациентов. Полное определение спектра му-
таций в  гене CFTR необходимо для оптимиза-
ции медико-генетической помощи населению 
и  внедрения достижений таргетной терапии 
при лечении больных МВ. Материал и  мето-
ды. В  группе 121  российского пациента с  МВ, 
при тестировании которых на частые мутации 
не идентифицирован один (107  человек) или 
оба (14) мутантных аллеля, проведено исследо-
вание кодирующей последовательности гена 
CFTR, включая области экзон-интронных сое-
динений, 5’- и  3’-нетранслируемых областей, 
методом секвенирования по Сэнгеру, а  также 
поиск протяженных перестроек методом муль-
типлексной лигазо-зависимой амплификации 
проб (MLPA). Результаты. Дополнительно к вы-
явленным ранее определено 88  вариантов, из 
них 28  – миссенс-мутации, 15  – нонсенс-мута-
ции, 18  – мутации со сдвигом рамки (14  деле-
ций, 4  инсерции), 14  – мутации, нарушающие 
сайты сплайсинга, 1 – инсерция без сдвига рам-
ки, 1  – делеция без сдвига рамки, 1  – мутация 
in/del, 10 – обширные перестройки (7 – делеции, 
3 – дупликации). При секвенировании 23 вари-
анта описаны впервые. Выявлено 4  комплекс-
ных мутантных аллеля. Шестьдесят вариантов 

обнаружены 1  раз. Идентифицированы 134  из 
135  протестированных мутантных аллелей. 
Заключение. Последовательное использова-
ние методов секвенирования и MLPA позволи-
ло идентифицировать высокую долю тестируе-
мых мутантных аллелей у больных МВ из России 
(134  из 135, > 99%), выявить значительное раз-
нообразие спектра мутаций гена CFTR (допол-
нительно 88  генетических вариантов, 32  из 
них впервые), ряд повторяющихся мутаций 
(c.2353C>T, c.1240_1244delCAAAA, c.1766+1G>A 
и  c.3929G>A), встретившихся у  5  и  более не-
родственных пациентов, которые можно вклю-
чить в панель рутинно анализируемых мутаций 
у российских пациентов с МВ; а также высокую 
долю протяженных перестроек гена CFTR. 

Ключевые слова: муковисцидоз, ген CFTR, ге-
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Муковисцидоз (МВ; OMIM 219700)  – 
наследственное рецессивное забо-
левание, обусловленное патогенны-
ми вариантами гена CFTR (OMIM 

602421), кодирующего белок, муковисцидозный 
трансмембранный регулятор. Заболевание харак-
теризуется широкой вариабельностью клиниче-
ских проявлений, в наибольшей степени обуслов-
ленных многообразием генетических вариантов 
гена CFTR [1]. Описано более 2200 вариантов по-
следовательности гена CFTR, как патогенных, так 
и с неясной клинической значимостью, а также не 
имеющих клинических последствий [2, 3]. Спектр 
и частота мутаций гена CFTR значительно разли-
чаются в  зависимости от страны и  этнической 
группы, что предполагает необходимость расши-
ренного поиска мутантных аллелей для разработ-
ки региональных протоколов диагностики и для 
внедрения достижений таргетной терапии при 
лечении больных МВ [4]. 

Исследования молекулярных причин МВ 
проводятся в  лаборатории генетической эпи-
демиологии Медико-генетического научного 
центра начиная с  1989  г. К  настоящему времени 
проанализированы данные более 2000  паци-
ентов с  МВ. Длительное изучение этой пробле-
мы позволило определить спектр мутаций гена 
CFTR, рекомендуемых для генотипирования 
МВ на первом этапе в  Российской Федерации: 
c.54-5940_273+10250del21kb (p.Ser18Arg*fsX16, 
CFTRdele2,3), c.254G>A (p.Gly85Glu, G85E), 
c.262_263delTT (p.Leu88IlefsX22, 394delTT), 
c.274G>A (p.Glu92Lys, E92K), c.287C>A 
(p.Ala96Glu, A96E), c.350G>A (p.Arg117His, 
R117H), c.411_412insCTA (p.Leu138dup; L138ins), 
c.472dupA (p.Ser158LysfsX5, 604insA), c.489+1G>T 
(621+1G>T), c.1000C>T (p.Arg334Trp, R334W), 
c.1040G>C (p.Arg347Pro, R347P), c.1397C>G 
(p.Ser466X, S466X), c.1519_1521delATC (p.Ile507del, 
I507del), c.1521_1523delCTT (p.Phe508del, F508del), 
c.1545_1546delTA (p.Tyr515X, 1677delTA), 
c.1585-1G>A (1717-1G>A), c.1624G>T (p.Gly542X, 
G542X), c.1652G>A (p.Gly551Asp, G551D), 
c.1657C>T (p.Arg553X, R553X), c.2012delT 
(p.Leu671X, 2143delT), c.2051_2052delAAinsG 
(p.Lys684SerfsX38, 2183AA>G), c.2052_2053insA 
(p.Gln685ThrfsX4, 2184insA), c.2657+5G>A 
(2789+5A>G), c.3140-16T>A (3272-16T>A), 
c.3476C>T (p.Ser1159Phe, S1159F), c.3475T>C 
(p.Ser1159Pro; S1159P), c.3535_3536insTCAA 
(p.Thr1179IlefsX17, 3667ins4), c.3587C>G 
(p.Ser1196X, S1196X), c.3691delT (p.Ser1231ProfsX4, 
3821delT), c.3718-2477C>T (3849+10kbC-T), 
c.3816_3817delGT (p.Ser1273LeufsX28, 3944delGT), 

c.3844T>C (p.Trp1282Arg, W1282R), c.3846G>A 
(p.Trp1282X, W1282X), c.3909C>G (p.Asn1303Lys, 
N1303K). Суммарная доля этих вариантов состав-
ляет 88,75% от всех мутантных аллелей [5]. 

Таким образом, около 11% аллелей гена CFTR 
остаются не идентифицированными после про-
ведения тестирования частых мутаций у россий-
ских пациентов. 

Полное определение спектра мутаций в  гене 
CFTR представляется приоритетной задачей 
в России, поскольку в ряде случаев это позволит 
уточнить диагноз и усовершенствовать подходы 
пренатальной диагностики, а  также будет спо-
собствовать повышению качества медико-гене-
тического консультирования и  лечения пациен-
тов.

Целью данной работы было расширенное ис-
следование молекулярных причин МВ у россий-
ских пациентов.

Материал и методы
В исследовании использованы образцы ДНК 
121 больного МВ из неродственных семей, у кото-
рых идентифицирован только один или ни одно-
го патогенного варианта в результате анализа на 
34 рутинно тестируемые мутации в гене CFTR [5], 
а  также ДНК их родителей для уточнения фазы 
сцепления выявленных мутаций. Диагноз МВ 
установлен в научно-клиническом отделении му-
ковисцидоза ФГБНУ «МГНЦ». Сто четырнадцать 
(94%) пациентов проживали в европейской части 
Российской Федерации, в  том числе 74  (61%)  – 
в г. Москве и Московской области. Пациенты или 
их родители подписывали информированное со-
гласие на проведение исследования. Протокол ис-
следования одобрен этическим комитетом ФГБНУ 
«МГНЦ» (протокол №17/2006 от 02.02.2006).

Методом прямого секвенирования по Сэнгеру 
осуществлен поиск мутаций в  кодирующей об-
ласти гена CFTR, включая области экзон-ин-
тронных соединений, 5’- и  3’-нетранслируемых 
областей. Методом мультиплексной лигазо-за-
висимой амплификации проб (multiplex ligation-
dependent probe amplification  – MLPA) проведен 
поиск протяженных перестроек гена CFTR. 

Результаты и обсуждение
Для анализа выбран 121  пациент с  МВ, в  ДНК 
которых при анализе 34  мутаций не идентифи-
цированы один (107) либо оба (14) мутантных 
аллеля с  генотипами: c.[1521_1523delCTT];[?] 
(F508del/n)  – 64, c.[54-5940_273+10250del21kb];[?] 
(CFTRdele2,3/n) – 15, c.[2012delT];[?] (2143delT/n) – 3, 
c.[1624G>T];[?] (G542X/n)  – 4, c.[3846G>A];[?] 
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(W1282X/n)  – 2, c.[2052_2053insA];[?] 
(2184insA/n)  – 2, c.[3909C>G];[?] (N1303K/n)  – 3, 
c.[1000C>T];[?] (R334W/n)  – 2, c.[3718-2477C>T];[?] 
(3849+10kbC>T/n) – 1, c.[1397C>G];[?] (S466X/n) – 2, 
c.[1545_1546delTA];[?] (1677delTA/n)  – 2, 
c.[411_412insCTA];[?] (L138ins/n) – 2, c.[3691delT];[?] 
(3821delT/n)  – 1, c.[3844T>C];[?] (W1282R/n)  –  1, 
c.[3475T>C];[?] (S1159P/n)  – 1, c.[1657C>T];[?] 
(R553X/n)  – 1, c.[489+1G>T];[?] (621+1G>T/n)  – 1; 
c.[?];[?] (n/n) – 14. Всего 135 неидентифицирован-
ных мутантных аллелей гена CFTR. Методом 
секвенирования по Сэнгеру проанализированы 
экзоны и области экзон-интронных соединений, 
поиск протяженных перестроек (делеций/дупли-
каций) осуществлен методом MLPA. 

В результате, дополнительно к  17  идентифи-
цированным при тестировании частых мутаций, 
выявлены 88 патогенных (или предположительно 
патогенных) генетических вариантов в гене CFTR 
(таблица). Из них 28 – миссенс-мутации, 15 – нон-
сенс-мутации, 18  – мутации со сдвигом рамки 
(14 делеций, 4 инсерции), 14 – мутации, наруша-
ющие сайты сплайсинга, 1 – инсерция без сдвига 
рамки, 1 – делеция без сдвига рамки, 1 – мутация 
in/del, 10 – обширные перестройки (7 – делеции, 
3 – дупликации). 

Из 79  генетических вариантов, выявлен-
ных при секвенировании, 23  идентифици-
рованы впервые: их описание отсутству-
ет в  базах данных мутаций в  гене CFTR [2, 
3, 6]. Тринадцать из этих вариантов являют-
ся нонсенс-мутациями (c.252T>A, c.831G>A, 
c.1083G>A, c.3112C>T) или мутациями сдвига 
рамки (c.264-268delATATT, c.353delC, c.1219delG, 
c.1262delC, c.1608delA, c.1725delT, c.1795dupA, 
c.3083_3087delGTTGAinsATG, c.3189delG), при-
водящими к  образованию преждевременного 
стоп-кодона и  синтезу укороченной молекулы 
белка (см. таблицу). Вариант c.490-1G>C нару-
шает акцепторный сайт сплайсинга 5-го  экзона. 
Данные варианты относятся к  категории «пато-
генный нулевой вариант последовательности» 
(PS1 null variants) согласно критериям классифи-
кации патогенности генетических вариантов [7, 
8]. Вариант c.1792_1793insAAA приводит к встав-
ке лизина в  положение 598. Вариант последова-
тельности c.3925_3936delCAGTGGAGTGAT – де-
леция без сдвига рамки считывания, приводит 
к потере четырех аминокислотных остатков 1310–
1313. Клиническая значимость данных вариан-
тов оценивается как «патогенные варианты» [7, 
8]. Клиническая значимость миссенс-мутаций 
(c.358G>C, c.1382G>A, c.1513A>C, c.1522T>A, 
c.1525G>C, c.3902G>A) оценивается как «вероятно 

патогенные», варианта c.4262T>A – как «возмож-
но патогенный» [7, 8]. 

Мутации c.422C>A, c.2491G>T, c.227_228insT, 
c.1086T>A, c.1364C>A, c.2374C>T, c.2417A>G, 
c.2589_2599delAATTTGGTGCT и  c.2909G>A, 
представленные в  международных ба-
зах данных мутаций при МВ [2, 3, 6], у  рос-
сийских пациентов обнаружены впервые. 
Мутации c.227_228insT, c.1086T>A, c.2374C>T 
и  c.2589_2599delAATTTGGTGCT относят 
к I классу мутаций, при которых синтез молекулы 
белка CFTR полностью нарушен.

Мутация c.422C>A (p.Ala141Asp; A141D) в ком-
паунде с  вариантом c.3909C>G (p.Asn1303Lys; 
N1303K) описана у  одной алжирской 14-летней 
пациентки, диагноз которой установлен в 4 года, 
экзокринная функция поджелудочной железы 
относительно сохранна, выявлена колонизация 
легких Pseudomonas aeruginosa, хлориды пота по-
вышены [9].

При мутации c.2491G>T (Glu831X; E831X) про-
исходит не только образование преждевременно-
го стоп-кодона, но и изменение структуры акцеп-
торного сайта сплайсинга 16-го (14а) экзона, что 
ведет к  инициации механизма альтернативного 
сплайсинга с  частичным сохранением синтеза 
полноразмерных молекул белка CFTR. У  паци-
ентов, несущих мутацию c.2491G>T (Glu831X; 
E831X) в компаунде с другими патогенными му-
тациями МВ, наблюдается относительно легкое 
течение заболевания с  сохранной экзокринной 
панкреатической функцией [10]. 

Мутацию c.2909G>A (p.Gly970Asp; G970D) до 
сих пор регистрировали только у  китайских па-
циентов с  МВ с  частотой 16,1%  [11, 12]. Исходя 
из локализации предполагается, что следствием 
мутации c.2909G>A (p.Gly970Asp; G970D) мо-
жет быть нарушение проводимости хлоридов 
с  сохранением частичной функции белка CFTR. 
Однако у  3  из 9  китайских пациентов, несущих 
мутацию c.2909G>A (p.Gly970Asp; G970D) в ком-
паунде с другими патогенными вариантами гена 
CFTR, наблюдалось нарушение внешнесекретор-
ной функции поджелудочной железы. Таким об-
разом, мутацию c.2909G>A (p.Gly970Asp; G970D) 
следует рассматривать скорее как мутацию с ва-
риабельными клиническими последствиями 
[13]. У российского пациента, носителя варианта 
c.2909G>A (p.Gly970Asp; G970D) в компаунде с ва-
риантом c.1657C>T (p.Arg553X; R553X), отмечает-
ся нарушение панкреатической функции и тяже-
лое течение МВ.

Мутация c.2417A>G (p.Asp806Gly; D806G) ра-
нее обнаружена у одного итальянского пациента 
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Идентифицированные варианты последовательности гена CFTR в российской популяции больных муковисцидозом (n = 121)

№ п/п Изменение в cDNA Изменение в белке Традиционное название Экзон / интрон Количество

1 c.43delC  p.Leu15PhefsX1 175delC 1э 1

2 c.53+1G>T 185+1G->T 1и 2

3 c.223C>T p.Arg75X R75X  3э 1

4 c.227_228insT p.Trp79LeufsX32 359insT 3э 1

5 c.252T>A p.Tyr84X 3э 2

6 c.264-268delATATT p.Leu88PhefsX21 3э 1

7 c.349C>T p.Arg117Cys R117C 4э 2

8 c.353delC  p.Ser118LeufsX6 4э 1

9 c.358G>C p.Ala120Pro 4э 1

10 c.422C>A p.Ala141Asp A141D 4э 1

11 c.490-1G>C 4и 1

12 c.532G>A  p.Gly178Arg G178R 5э 1

13 c.580-1G>T  721-1G->T 5и 4

14 c.650A>G p.Glu217Gly E217G 6а э 1

15 c.831G>A p.Trp277X 6в э 1

16 c.[1075C>A;1079C>A] p.[Gln359Lys;Thr360Lys] Q359K/T360K 7э 1

17 c.1083G>A p.Trp361X 7э 1

18 c.1086T>A p.Tyr362X Y362X 7э 1

19 c.1116+1G>A 1248+1G->A 7и 1

20 c.1209G>C p.Glu403Asp E403D 8э 2

21 c.[1210−12[5];1210-34TG[12]] 5T;TG12 7и 2

22 c.1219delG p.Glu407AsnfsX35 9э 1

23 c.1240_1244delCAAAA p.Asn415X 1367del5 9э 5

24 c.1262delC p.Thr421IlefsX21 9э 1

25 c.1364C>A p.Ala455Glu A455E 9э 1

26 c.1382G>A p.Gly461Glu 9э 1

27 c.1513A>C p.Asn505His 10э 1

28 c.1517T>C p.Ile506Thr I506T 10э 2‡

29 c.1522T>A p.Phe508Ile 10э 1

30 c.1525G>C p.Gly509Arg 10э 1
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31 c.1608delA p.Asp537ThrfsX3 11э 1

32 c.1646G>A p.Ser549Asn S549N 11э 1

33 c.1725delT p.Phe575LeufsX4 12э 1

34 c.1705T>G p.Tyr569Asp Y569D 12э 1

35 c.1705T>C p.Tyr569His Y569H 12э 2

36 c.1735G>T p.Asp579Tyr D579Y 12э 1

37 c.1766+2T>C 12и 2

38 c.1766+1G>A 1898+1G>A 12и 5

39 c.1766+1G>C 1878+1G>C 12и 1

40 c.1792_1793insAAA p.Lys598dup K598ins 13э 1

41 c.1795dupA p.Thr599AsnfsX2 13э 1

42 c.1911delG p.Gln637HisfsX26 2043delG 13э 1

43 c.1986_1989delAACT p.Thr663ArgfsX8 2118del4 13э 1

44 c.2125C>T p.Arg709X R709X 13э 1

45 c.2128A>T p.Lys710X K710X 13э 3

46 c.2290C>T p.Arg764X R764X 13э 1

47 c.2353C>T p.Arg785X R785X 13э 6

48 c.2374C>T p.Arg792X R792X 13э 1

49 c.2417A>G p.Asp806Gly D806G 13э 1

50 c.2491G>T p.Glu831X E831X 14а э 1

51 c.2589_2599delAATTTGGTGCT p.Ile864SerfsX28 2721del11 14а э 2

52 c.2658-2A>G 2790-2A->G 14в и 1

53 c.2834C>T p.Ser945Leu S945L 15э 4

54 c.2909G>A p.Gly970Asp G970D 16э 1

55 c.3084_3088delinsATG p.Met1028IlefsX18 17а э 2‡

56 c.3112C>T p.Gln1038X 17а э 1

57 c.3189delG p.Trp1063X 17в э 1

58 c.3196C>T p.Arg1066Cys R1066C 17в э 1

59 c.3209G>A p.Arg1070Gln R1070Q 17в э 2

60 c.3274T>C p.Tyr1092His Y1092H 17в э 2

61 c.3472C>T p.Arg1158X R1158X 19э 2
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62 c.3484C>T p.Arg1162X R1162X 19э 2

63 c.3528delC p.Lys1177SerfsX15 3659delC 19э 1

64 c.3717G>A 3849G->A 19э 1

65 c.3731G>A p.Gly1244Glu G1244E 20э 2‡

66 c.3763T>C p.Ser1255Pro S1255P 20э 1

67 4006-2A->G 20и 1

68 c.3883delA p.Ile1295PhefsX33 4015delA 21э 2

69 c.3884_3885insT p.Ser1297PhefsX5 4016insT 21э 3

70 c.3902G>A p.Arg1301Lys 21э 1

71 c.3929G>A p.Trp1310X W1310X 21э 5

72 c.3925_3936delCAGTGGAGTGAT p.Trp1310_Gln1313del 21э 1

73 c.3963+1G>T 4095+1G->T 21и 1

74 c.4004T>C p.Leu1335Pro L1335P 22э 4

75 c.4242+1G>A 4374G->A 23и 1

76 c.4262T>A p.Val1421Glu 24э 1

77 c.4296_4297insGA p.Ser1435GlyfsX14 4428insGA 24э 2

78 c.4364C>G p.Ser1455X S1455X 24э 2‡

79 c.(?-1)_(1584+1_1585-1)del CFTRdele1-10† 1

80 c.(273-1_274+1)_(869+1_870-
1)del(1209-1_1210+1)_
(1392+1_1393+1)del

CFTRdele4-7;dele9-10† 1

81 c.(273+1_274-1)_(743+1_744-1)del CFTRdele4-6a† 1

82 c.(489+1_490-1)_(1392+1_1393-1)
del

CFTRdele5-10† 1

83 c.(2988+1_2989-1)_(3468+1_3469-
1)del

CFTRdele17a-18† 1

84 c.(1679+1_1680-1)_(2490+1_2491-
1)del(2908+1_2909-1)del

CFTRdele12,13;del16† 2

85 c.(743+1_744-1)_(1584+1_1585-1)
dup

Dup ex 6b-10† (gIVS6a+415_
IVS10+2987Dup26817bp)

2

86 c.(743-1_744+1)_(869+1_870-1)dup CFTRdup6b,7† 1

87 c.(4136+1_4137-1)_(*1_?)dup CFTRdup23,24† 1

88 c.(53+1_54-1)_(869+1_870+1)del CFTRdele2-7† 1

† Нумерация экзонов согласно традиционной номенклатуре (legacy nomenclature)
‡ Вариант обнаружен у пациента в гомозиготном состоянии
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24 лет, имеющего пограничные значения потово-
го теста, страдающего рецидивирующим панкре-
атитом и  несущего второй, комплексный аллель 
c.(1657C>T; 4389G>T) (p.(Arg553X;Gln1463His); 
R553X/Q1463H) гена CFTR [2].

Мутация c.1364C>A (p.Ala455Glu; A455E) 
с наибольшей частотой (8%) отмечена у канадцев 
французского происхождения [14]. Ее относят 
к V классу мутаций, при которых функция под-
желудочной железы остается частично сохран-
ной.

Методом MLPA выявлены 10  обширных пе-
рестроек гена CFTR: 3  дупликации и  7  делеций 
(см. таблицу). Разработанная нами система те-
стирования позволила подтвердить, что обнару-
женная у  2  российских пациентов дупликация 
региона, включающего экзоны 7–11 (6в–10), ранее 
описана в  литературе [15]. Комплексная деле-
ция, приводящая к потере 13–14-го (12–13) и 18-
го (16) экзонов (c.(1679+1_1680-1)_(2490+1_2491-1)
del(2908+1_2909-1)del; CFTRdele12,13;del16), ранее 
не описанная, встретилась у  2  пациентов из не-
родственных семей, проживающих в московском 
регионе.

Шестьдесят вариантов, идентифицирован-
ных в  настоящей работе, выявлено на одной 
хромосоме, 20  – на двух хромосомах (см. та-
блицу). Но каждый из вариантов c.1517T>C, 
c.3731G>A, c.4364C>G, c.3084_3088delinsATG 
идентифицирован у  одного пациента в  гомо-
зиготном состоянии, что подтверждено об-
следованием родителей либо MLPA анализом. 
Две мутации обнаружены у  3  пациентов, му-
тации c.580-1G>T, c.2834C>T и  c.4004T>C  – у  4, 
мутации c.1240_1244delCAAAA, c.1766+1G>A 
и c.3929G>A – у 5, c.2353C>T – у 6 неродственных 
пациентов (см. таблицу). Выявлено 4  комплекс-
ных аллеля гена CFTR: c.[1210−12[5];1210-34TG[12]] 
(5T;TG12)  – у  2  пациентов; c.[1075C>A;1079C>A] 
(p.[Gl n359Lys ;T h r36 0Lys];   Q359K / T36 0K; 

rs397508152)  – у  1; c.[1397C>G;3209G>A] 
(p.[Ser466X;Arg1070Gln]; S466X(TGA)/R1070Q)  – 
у  2  и  c.[(2988+1_2989-1)_(3468+1_3469-1)
del;1522T>A] (CFTRdele17a-18/F508I)  – у  1. 
Обширные перестройки гена CFTR обнаружены 
у  12  неродственных пациентов, что составляет 
8,69% от протестированных мутантных аллелей, 
а  в пересчете на общую выборку должно соста-
вить около 1% всех мутантных аллелей у больных 
МВ в Российской Федерации. 

Патогенные варианты идентифицированы 
в  134  из 135  протестированных мутантных ал-
лелей. В  одном образце не удалось идентифи-
цировать второй мутантный аллель гена CFTR. 
Необнаружение второй патологической мутации 
в  гене CFTR после проведения секвенирования 
кодирующей последовательности и  поиска об-
ширных перестроек может быть обусловлено 
расположением патогенного варианта либо во 
внутренних регионах интронов, либо в  регуля-
торных областях гена CFTR, либо в регуляторных 
регионах вне гена CFTR [15]. 

Заключение
Последовательное использование методов секве-
нирования и  MLPA позволило идентифициро-
вать высокую долю тестируемых мутантных ал-
лелей у больных МВ из России (134 из 135, > 99%), 
выявить значительное разнообразие спектра му-
таций гена CFTR (дополнительно 88 генетических 
вариантов, 32 из них впервые), ряд повторяющих-
ся мутаций (c.2353C>T, c.1240_1244delCAAAA, 
c.1766+1G>A и  c.3929G>A), встретившихся 
у  5  и  более неродственных пациентов, которые 
можно включить в  панель рутинно анализируе-
мых мутаций у российских пациентов с МВ, что 
позволит увеличить информативность диагно-
стики МВ в  России на первом этапе до 90–92%; 
а также высокую долю протяженных перестроек 
гена CFTR. 

Дополнительная информация
Финансирование

Работа выполнена при финансировании из Российского научного фон-
да, грант № 17-15-01051.

Конфликт интересов

Авторы заявляют об отсутствии явных и  потенциальных конфликтов 
интересов, связанных с публикацией настоящей статьи.

Участие авторов

Н.В.  Петрова  – концепция и  дизайн исследования, сбор и  первич-
ная обработка материалов, проведение молекулярно-генетиче-
ских исследований, анализ полученных данных, написание текста; 
А.Ю.  Марахонов и  Т.А.  Васильева  – проведение молекулярно-гене-
тических исследований, анализ полученных данных, редактирова-
ние текста; Н.Ю.  Каширская  – концепция и  дизайн исследования, 

написание и редактирование текста; Е.И. Кондратьева – обеспечение 
посещения пациентов, предоставления письменного информирован-
ного согласия, проведение клинического обследования пациентов, 
редактирование текста; Е.К. Жекайте, А.Ю. Воронкова и В.Д. Шерман – 
обеспечение посещения пациентов, предоставления письменного ин-
формированного согласия, проведение клинического обследования 
пациентов, сбор образцов, редактирование текста; В.А. Галкина – ана-
лиз результатов клинического обследования пациентов, анализ по-
лученных данных, медико-генетическое консультирование, редакти-
рование текста; Е.К. Гинтер и С.И. Куцев – концепция и дизайн статьи, 
редактирование текста; Р.А.  Зинченко  – концепция и  дизайн статьи, 
редактирование текста, утверждение итогового варианта текста ру-
кописи. Все авторы внесли существенный вклад в проведение иссле-
дования и подготовку статьи, прочли и одобрили финальную версию 
перед публикацией.

Альманах клинической медицины. 2019; 47 (1): 38–46. doi: 10.18786/2072-0505-2019-47-004

44 Оригинальные статьи



Литература
	 1.	Strausbaugh SD, Davis PB. Cystic fibrosis: a re-

view of epidemiology and pathobiology. Clin 
Chest Med. 2007;28(2):​279–88. doi: 10.1016/j.
ccm.2007.02.011.

	 2.	The Cystic Fibrosis Mutation Database [Inter-
net]. Available from: http://www.genet.sick-
kids.on.ca.

	 3.	EXAC. The Exome Aggregation Consor-
tium (Exac) Database [Internet]. Available 
from: http://exac.broadinstitute.org/gene/
ENSG00000001626.

	 4.	De Boeck  K, Vermeulen  F, Dupont  L. The 
diagnosis of cystic fibrosis. Presse Med. 
2017;46(6  Pt  2):e97–e108. doi: 10.1016/j.
lpm.2017.04.010.

	 5.	Петрова  НВ, Кондратьева  ЕИ, Красов-
ский  СА, Поляков  АВ, Иващенко  ТЭ, Пав-
лов  АЕ, Зинченко  РА, Гинтер  ЕК, Куцев  СИ, 
Одинокова  ОН, Назаренко  ЛП, Капра-
нов  НИ, Шерман  ВД, Амелина  ЕЛ, Аше-
рова  ИК, Гембицкая  ТЕ, Ильенкова  НА, 
Каримова  ИП, Мерзлова  НБ, Намазова-Ба-
ранова ЛС, Неретина АФ, Никонова ВС, Ор-
лов  АВ, Протасова  ТА, Семыкин  СЮ, Сер-
гиенко  ДФ, Симонова  ОИ, Шабалова  ЛА, 
Каширская  НЮ. Проект национального 
консенсуса «Муковисцидоз: определе-
ние, диагностические критерии, терапия». 
Раздел «Генетика муковисцидоза. Моле-
кулярно-генетическая диагностика при 
муковисцидозе». Медицинская генетика. 
2016;15(11):​29–45. 

	 6.	Clinical and Functional Translation of CFTR 
(CFTR2) [Internet]. Available from: https://
www.cftr2.org/mutations_history.

	 7.	Richards S, Aziz N, Bale S, Bick D, Das S, Gasti-
er-Foster J, Grody WW, Hegde M, Lyon E, Spec-
tor E, Voelkerding K, Rehm HL; ACMG Labora-
tory Quality Assurance Committee. Standards 
and guidelines for the interpretation of se-
quence variants: a joint consensus recommen-
dation of the American College of Medical Ge-
netics and Genomics and the Association for 
Molecular Pathology. Genet Med. 2015;17(5):​
405–24. doi: 10.1038/gim.2015.30.

	 8.	Рыжкова  ОП, Кардымон  ОЛ, Прохорчук  ЕБ, 
Коновалов  ФА, Масленников  АБ, Степа-
нов  ВА, Афанасьев  АА, Заклязьминская  ЕВ, 
Костарева АА, Павлов АЕ, Голубенко МВ, По-
ляков АВ, Куцев СИ. Руководство по интер-
претации данных, полученных методами 
массового параллельного секвенирования 
(MPS). Медицинская генетика. 2017;16(7):​
4–17. 

	 9.	Gouya  L, Pascaud  O, Munck  A, Elion  J, De-
namur  E. Novel mutation (A141D) in exon 
4  of the CFTR gene identified in an Algerian 
patient. Hum Mutat. 1997;10(1):​86–7. doi: 
10.1002/(SICI)1098-1004(1997)10:1<86::AID-
HUMU15>3.0.CO;2-W.

	 10.	Hinzpeter  A, Aissat  A, Sondo  E, Costa  C, 
Arous N, Gameiro C, Martin N, Tarze A, Weiss L, 
de Becdelièvre A, Costes B, Goossens M, Galiet-
ta  LJ, Girodon  E, Fanen  P.  Alternative splicing 
at a  NAGNAG acceptor site as a  novel phe-
notype modifier. PLoS Genet. 2010;6(10). pii: 
e1001153. doi: 10.1371/journal.pgen.1001153.

	 11.	Wagner JA, Vassilakis A, Yee K, Li M, Hurlock G, 
Krouse  ME, Moss  RB, Wine  JJ. Two novel mu-
tations in a  cystic fibrosis patient of Chinese 

origin. Hum Genet. 1999;104(6):​511–5. doi: 
10.1007/s004390050996.

	 12.	Tian X, Liu Y, Yang J, Wang H, Liu T, Xu W, Li X, 
Zhu Y, Xu KF, Zhang X. p.G970D is the most fre-
quent CFTR mutation in Chinese patients with 
cystic fibrosis. Hum Genome Var. 2016;3:15063. 
doi: 10.1038/hgv.2015.63.

	 13.	Rozen R, De Braekeleer M, Daigneault J, Ferrei-
ra-Rajabi L, Gerdes M, Lamoureux L, Aubin G, 
Simard F, Fujiwara TM, Morgan K. Cystic fibro-
sis mutations in French Canadians: three CFTR 
mutations are relatively frequent in a Quebec 
population with an elevated incidence of cys-
tic fibrosis. Am J Med Genet. 1992;42(3):​360–4. 
doi: 10.1002/ajmg.1320420322.

	 14.	Hantash  FM, Redman  JB, Goos  D, 
Kammesheidt  A, McGinniss  MJ, Sun  W, 
Strom  CM. Characterization of a  recurrent 
novel large duplication in the cystic fibrosis 
transmembrane conductance regulator gene. 
J  Mol Diagn. 2007;9(4):​556–60. doi: 10.2353/
jmoldx.2007.060141.

	 15.	Castellani  C, Cuppens  H, Macek M Jr, Cassi-
man  JJ, Kerem  E, Durie  P, Tullis  E, Assael  BM, 
Bombieri  C, Brown  A, Casals  T, Claustres  M, 
Cutting  GR, Dequeker  E, Dodge  J, Doull  I, 
Farrell  P,  Ferec  C, Girodon  E, Johannesson  M, 
Kerem  B, Knowles  M, Munck  A, Pignatti  PF, 
Radojkovic  D, Rizzotti  P,  Schwarz  M, Stuhr-
mann M, Tzetis M, Zielenski J, Elborn JS. Con-
sensus on the use and interpretation of cystic 
fibrosis mutation analysis in clinical practice. 
J Cyst Fibros. 2008;7(3):​179–96. doi: 10.1016/j.
jcf.2008.03.009.

References
	 1.	Strausbaugh SD, Davis PB. Cystic fibrosis: a re-

view of epidemiology and pathobiology. Clin 
Chest Med. 2007;28(2):​279–88. doi: 10.1016/j.
ccm.2007.02.011.

	 2.	The Cystic Fibrosis Mutation Database [Inter-
net]. Available from: http://www.genet.sick-
kids.on.ca.

	 3.	EXAC. The Exome Aggregation Consorti-
um (Exac) Database [Internet]. Available 
from: http://exac.broadinstitute.org/gene/
ENSG00000001626.

	 4.	De Boeck  K, Vermeulen  F, Dupont  L. The 
diagnosis of cystic fibrosis. Presse Med. 
2017;46(6  Pt  2):e97–e108. doi: 10.1016/j.
lpm.2017.04.010.

	 5.	Petrova NV, Kondratyeva EI, Krasovsky SA, Pol-
yakov AV, Ivachshenko TE, Pavlov AE, Zinchen-
ko  RA, Ginter  EK, Kutsev  SI, Odinokova  ON, 
Nazarenko  LP,  Kapranov  NI, Sherman  VD, 
Amelina  EL, Asherova  IK, Gembitskaya  TE, 
Ilyenkova  NA, Karimova  IP,  Merzlova  NB, 
Namazova-Baranova LS, Neretina AF, Nikono-
va  VS, Orlov  AV, Protasova  TA, Semykin  SY, 
Sergienko  DF, Simonova  OI, Shabalova  LA, 
Kashirskaya  NY. National Consensus Project 
“Cystic fibrosis: definition, diagnostic criteria, 
treatment”. Section “Genetics of Cystic Fibro-

sis. Molecular genetic diagnosis of cystic fi-
brosis”. Medical Genetics. 2016;15(11):​29–45. 
Russian.

	 6.	Clinical and Functional Translation of CFTR 
(CFTR2) [Internet]. Available from: https://
www.cftr2.org/mutations_history.

	 7.	Richards S, Aziz N, Bale S, Bick D, Das S, Gast-
ier-Foster  J, Grody  WW, Hegde  M, Lyon  E, 
Spector  E, Voelkerding  K, Rehm  HL; ACMG 
Laboratory Quality Assurance Committee. 
Standards and guidelines for the interpreta-
tion of sequence variants: a  joint consensus 
recommendation of the American College 
of Medical Genetics and Genomics and the 
Association for Molecular Pathology. Gen-
et Med. 2015;17(5):​405–24. doi: 10.1038/
gim.2015.30.

	 8.	Ryzhkova  OP,  Kardymon  OL, Prohorchuk  EB, 
Konovalov  FA, Maslennikov  AB, Stepanov VA, 
Afanasyev  AA, Zaklyazminskaya  EV, Kostare-
va AA, Pavlov AE, Golubenko MV, Polyakov AV, 
Kutsev SI. Guidelines for the interpretation of 
massive parallel sequencing variants. Medical 
Genetics. 2017;16(7):​4–17. Russian.

	 9.	Gouya  L, Pascaud  O, Munck  A, Elion  J, De-
namur  E. Novel mutation (A141D) in exon 
4  of the CFTR gene identified in an Algerian 

patient. Hum Mutat. 1997;10(1):​86–7. doi: 
10.1002/(SICI)1098-1004(1997)10:1<86::AID-
HUMU15>3.0.CO;2-W.

	 10.	Hinzpeter A, Aissat A, Sondo E, Costa C, Arous N, 
Gameiro  C, Martin  N, Tarze  A, Weiss  L, de 
Becdelièvre  A, Costes  B, Goossens  M, Galiet-
ta LJ, Girodon E, Fanen P. Alternative splicing at 
a NAGNAG acceptor site as a novel phenotype 
modifier. PLoS Genet. 2010;6(10). pii: e1001153. 
doi: 10.1371/journal.pgen.1001153.

	 11.	Wagner JA, Vassilakis A, Yee K, Li M, Hurlock G, 
Krouse  ME, Moss  RB, Wine  JJ. Two novel mu-
tations in a  cystic fibrosis patient of Chinese 
origin. Hum Genet. 1999;104(6):​511–5. doi: 
10.1007/s004390050996.

	 12.	Tian X, Liu Y, Yang J, Wang H, Liu T, Xu W, Li X, 
Zhu Y, Xu KF, Zhang X. p.G970D is the most fre-
quent CFTR mutation in Chinese patients with 
cystic fibrosis. Hum Genome Var. 2016;3:15063. 
doi: 10.1038/hgv.2015.63.

	 13.	Rozen  R, De Braekeleer  M, Daigneault  J, 
Ferreira-Rajabi  L, Gerdes  M, Lamoureux  L, 
Aubin  G, Simard  F, Fujiwara  TM, Morgan  K. 
Cystic fibrosis mutations in French Cana-
dians: three CFTR mutations are relatively 
frequent in a  Quebec population with an 
elevated incidence of cystic fibrosis. Am 

Альманах клинической медицины. 2019; 47 (1): 38–46. doi: 10.18786/2072-0505-2019-47-004

45Петрова Н.В., Марахонов А.Ю., Васильева Т.А., Каширская Н.Ю., Кондратьева Е.И., Жекайте Е.К., Воронкова А.Ю., Шерман В.Д., Галкина В.А., Гинтер Е.К., Куцев С.И., 
Зинченко Р.А. Особенности спектра мутаций, выявленных при комплексном исследовании гена CFTR у российских больных муковисцидозом



Rationale: Cystic fibrosis (CF; OMIM 219700) is 
a  common hereditary disease caused by muta-
tions in the CFTR gene (OMIM 602421). The distri-
bution and frequencies of the CFTR gene muta-
tions vary considerably between countries and 
ethnic groups. By now about 11%  alleles of the 
CFTR gene remain unidentified after testing for 
frequent mutations in the Russian patients. A full 
determination of the mutation spectrum in the 
CFTR gene is necessary to optimize medical and 
genetic assistance to the population and to im-
plement the achievements of targeted therapy 
in the treatment of CF patients. Materials and 
methods: The sample included 121 Russian CF pa-
tients, in whom testing for 34  routinely analyzed 
mutations did not identify one (n = 107) or both 
(n = 14) mutant alleles. Assessment of the coding 
sequence of the CFTR gene, including the regions 
of exon-intron junctions, 5’- and 3’-untranslated 
regions was performed by the Sanger sequenc-
ing method; in addition, the search for large re-
arrangements was conducted by the multiplex 
ligation-dependent probe amplification (MLPA) 
method. Results: In addition to the previously 
identified, 88  more variants were determined, 
including 28  missense mutations, 15  nonsense 
mutations, 18  frameshift mutations (14 deletions, 
4  insertions), 14  splicing mutations, 1  in-frame 
insertion, 1  in-frame deletion, 1  in/del mutation, 
and 10  large rearrangements (7  deletions, 3  du-
plications). Twenty three (23) novel variants were 

sequenced. Four (4) complex mutant alleles were 
found. Sixty (60) variants are found once each. One 
hundred and thirty four (134) of 135 tested mutant 
alleles were identified. Conclusion: Consequent 
use of the sequencing and MLPA methods has al-
lowed for identification of a high proportion of the 
tested mutant alleles in CF patients from Russia 
(134/135, > 99%), to detect a  significant diversi-
ty of the CFTR mutation spectrum (88  additional 
variants, 32  of them novel), a  number of repeat-
ed mutations (c.2353C>T, c.1240_1244delCAAAA, 
c.1766+1G>A and c.3929G>A) encountered in 5 or 
more unrelated patients, which could be included 
in the panel of routinely analyzed variants in the 
Russian CF patients; and a high proportion of large 
rearrangements of the CFTR gene.

Key words: cystic fibrosis, CFTR gene, gene vari-
ants, mutations, large genomic rearrangements, 
complex allele, Russian population
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Гиперметилирование генов микроРНК miR-124, miR-125b, 
miR-127 и miR-129 в карциноме яичников вовлечено 
в подавление их экспрессии и ассоциировано как 
с развитием, так и с прогрессией рака яичников

Брага Э.А.1, 2 • Пронина И.В.1 • Уткин Д.О.3 • Филиппова Е.А.1 • Бурденный А.М.1 • Логинов В.И.1, 2 • 
Фридман М.В.4 • Казубская Т.П.5 • Кушлинский Н.Е.5

Обоснование. Ранее нами определена груп-
па генов микроРНК (MIR-107, MIR-1258, MIR-130b, 
MIR-34b/c, MIR-9-1, MIR-9-3 и др.), метилирование 
которых вовлечено в  развитие и  прогрессию 
рака яичников. Цель  – расширить спектр ге-
нов микроРНК, гиперметилируемых при раке 
яичников, и  изучить роль этой модификации 
в  патогенезе и  прогрессии рака яичников. 
Материал и  методы. Исследование выполне-
но на выборке из 76  образцов рака яичников 
и 13 перитонеальных метастазах. Использовали 
метод бисульфитной конверсии ДНК с последу-
ющей метилспецифичной полимеразной цеп-
ной реакцией (ПЦР) для оценки статуса мети-
лирования генов микроРНК и  количественную 
ПЦР в реальном времени для оценки уровня их 
экспрессии. Результаты. Показано значимое 
повышение частот метилирования в  образцах 
опухолей в  сравнении с  гистологически не-
измененной тканью яичников для 6  исследо-
ванных генов микроРНК: MIR-124-1, MIR-124-2, 
MIR-124-3, MIR-125B-1, MIR-127, MIR-129-2 (p ≤ 10-3). 
Установлено подавление уровня экспрессии 
4  микроРНК (miR-124-3p, miR-125b-5p, miR-127-
5p, miR-129-5p), кодируемых этими генами, 
и  значимая корреляция между изменениями 
уровней их экспрессии и  метилированием ге-
нов (rs = 0,63–0,94, p ≤ 10-4). Кроме того, выявлены 
статистически значимые ассоциации метилиро-
вания 5  генов (MIR-124-2, MIR-124-3, MIR-125B-1, 
MIR-127, MIR-129-2) с  параметрами прогрессии 

рака: с клинической стадией, метастазировани-
ем, а также с размером и степенью инвазии опу-
холи, и в меньшей мере – со снижением степени 
дифференцировки. Связь с метастазированием 
5  генов микроРНК подтверждена при анализе 
перитонеальных макрометастазов от 13  па-
циенток. Заключение. Продемонстрировано 
функциональное значение аберрантного ме-
тилирования группы генов микроРНК в  пода-
влении их экспрессии в карциномах яичников. 
Показана ассоциация гиперметилирования 
генов микроРНК с прогрессией рака яичников, 
включая метастазирование в брюшину.

Ключевые слова: рак яичников, гены ми-
кроРНК, гиперметилирование, метастазирова-
ние, перитонеальные макрометастазы
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Важное место в  развитии и  прогрессии 
злокачественных опухолей принадлежит 
микроРНК [1]. Это семейство коротких 
рибонуклеиновых кислот длиной 19–24 ну-

клеотидов, не кодирующих белки или пептиды, но 
выполняющих функцию посттранскрипционного 
регулятора экспрессии генов-мишеней и имеющих 
ключевое значение в  онкогенезе. МикроРНК от-
личает широкая мультитаргетность и способность 
к наиболее динамичной регуляции генов.

Рак яичников представляет собой группу край-
не агрессивных злокачественных опухолей с высо-
кой частотой летальных исходов, что обусловлено 
выявлением заболевания на поздних стадиях, ос-
ложненных метастазированием в  лимфатические 
узлы, брюшину и отдаленные органы [2]. При об-
наружении опухолей яичников на I–II клинических 
стадиях уровень 5-летней выживаемости достигает 
70%; однако более половины случаев диагностиру-
ют на поздних стадиях, когда уровень 5-летней вы-
живаемости в среднем составляет 30%.

К настоящему времени накоплена обширная 
информация о  влиянии микроРНК на развитие 
и прогрессию рака яичников [3]. Показано, что в ди-
агностике и  прогнозе течения этого заболевания 
перспективны профили экспрессии микроРНК [4]. 
Кроме самих микроРНК системную роль в регуля-
ции их генов-мишеней играют факторы, изменяю-
щие уровень их экспрессии, в том числе аберрант-
ное метилирование регуляторных CpG-островков 
генов микроРНК. Интересно отметить: среди генов 
микроРНК гиперметилирование регуляторных 
CpG-островков встречается в  несколько раз чаще, 
чем среди генов, кодирующих белки [5, 6], что делает 
их перспективными маркерами опухолей. Профили 
гиперметилирования генов микроРНК предложе-
ны как потенциальные маркеры для диагностики 
и прогноза рака разной локализации, в частности, 
рака толстой кишки [7]. В  то же время анализ ги-
перметилирования генов микроРНК в  опухолях 
яичников ограничен единичными исследованиями, 
например, относительно аберрантного метилирова-
ния генов семейства miR-9 [8].

Недавно нами определена группа генов ми-
кроРНК (MIR-107, MIR-1258, MIR-130b, MIR-34b/c, 
MIR-9-1, MIR-9-3 и  др.), метилирование которых 
вовлечено в  развитие и  прогрессию рака яични-
ков [9].

Цель данной работы – расширить спектр генов 
микроРНК, гиперметилируемых при раке яични-
ков, и изучить роль метилирования в подавлении 
экспрессии микроРНК, а также возможную ассоци-
ацию метилирования генов микроРНК с  прогрес-
сией этого вида рака.

Материал и методы
Образцы рака яичников собраны и морфологиче-
ски охарактеризованы в ФГБУ «НМИЦ онкологии 
им. Н.Н. Блохина» Минздрава России. Работа про-
ведена с соблюдением принципов добровольности 
и конфиденциальности в соответствии с Основами 
законодательства Российской Федерации об охра-
не здоровья граждан, от всех пациентов получено 
информированное согласие на участие в  исследо-
вании. Анализировали образцы рака яичников 
у  больных, которые до операции не получали лу-
чевую или химиотерапию. Все опухоли яичников 
были классифицированы в  соответствии с  систе-
мой TNM Международного противоракового сою-
за (Union for International Cancer Control's – UICC) 
и  гистологически верифицированы на основании 
критериев классификации Всемирной организации 
здравоохранения [10]. Для отбора образцов с  вы-
соким содержанием опухолевых клеток (не менее 
70–80%) проводили дополнительный гистологиче-
ский анализ микросрезов (3–5  мкм), окрашенных 
гематоксилин-эозином. В  исследовании исполь-
зованы парные образцы опухолей и  гистологиче-
ски неизмененных тканей яичников, полученные 
от 76 женщин, больных раком яичников, включая 
45 образцов от пациенток, у которых не было вы-
явлено метастазов, и 31 образец от пациенток, у ко-
торых выявлены метастазы в  регионарных лим-
фатических узлах и/или в брюшине, в отдаленных 
органах. Кроме того, исследованы 13 образцов пер-
вичных опухолей, для которых были также собра-
ны образцы метастазов, обнаруженных в  брюши-
не. Клинико-гистологические характеристики всех 
опухолевых образцов приведены в табл. 1.

Образцы тканей хранили при -70  °С. 
Замороженную в  жидком азоте ткань измель-
чали с  помощью гомогенизатора-дисперга-
тора SilentCrusher S  (“Heidolph”, Германия). 
Высокомолекулярную ДНК и  РНК выделяли из 
ткани по стандартной методике. Бисульфитную 
конверсию ДНК и метилспецифичную полимераз-
ную цепную реакцию (ПЦР) проводили, как опи-
сано ранее [11]. Модифицированную бисульфитом 
ДНК (1–2  мкг) очищали с  помощью Centrifugal 
Filter Microcon, Ultracel YM-30 (“Millipore”, США), 
хранили при -20 °С и использовали в качестве ма-
трицы при выполнении метилспецифичной ПЦР. 
ПЦР проводили в  амплификаторe DNA Engine 
Dyad Cycler Т-100 (“Bio-Rad”, США) с использова-
нием олигонуклеотидов и условий амплификации, 
описанных в работе [11]. Для каждого гена анали-
зировали от 3 до 6 CpG-динуклеотидов. Препарат 
метилированной ДНК человека (#SD1131, “Thermo 
Scientific”) использовали как контроль для 
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метилированного аллеля, а препарат неметилиро-
ванной ДНК человека (Male, #G1471, “Promega”) – 
как контроль для неметилированного аллеля. 
Продукты ПЦР от разных генов разделяли одно-
временно с  использованием 2%  агарозного геля. 
Чтобы определить интенсивность люминесцен-
ции продукта ПЦР, применяли Gel DOC Ez Imager 
software (“Bio-Rad”). Метилирование учитывали 
в  образцах, в  которых сигнал был эквивалентен 
маркеру (7 нг/мкл).

Уровни экспрессии 4 микроРНК оценивали ме-
тодом количественной ПЦР в  реальном времени 
с использованием кДНК, полученной для каждого 
образца, как описано ранее [11], и наборов TaqMan 
MicroRNA Assays (“Applied Biosystems”, США): miR-
124-3p (Assay ID: 001182), miR-125b-5p (Assay ID: 
000449), miR-127-5p (Assay ID: 002229) и  miR-129-
5p (Assay ID: 000590). Для нормализации приме-
няли RNU48 (Assay ID: 001006) и RNU6 (Assay ID: 
001093). Все реакции повторяли трижды и  с до-
бавлением пробы на отрицательный контроль (без 
добавления кДНК). Для анализа данных исполь-
зовали относительную количественную оценку 
по ΔΔCt-методу, менее чем двукратные изменения 
(| ΔΔCt | ≤ 1) на уровне микроРНК рассматривались 
как отсутствие изменений (то есть значениям ΔΔCt 

был присвоен 0), а остальные значения ΔΔCt были 
округлены до ближайшего целого числа [11].

Для статистической обработки полученных дан-
ных использовали программу IBM SPSS Statistics 20. 
Статистический анализ проводили с  применени-
ем точного критерия Фишера, изменения считали 
значимыми при p ≤ 0,05. Применен корреляцион-
ный анализ для сопоставления изменений уровня 
экспрессии и  метилирования генов с  определени-
ем коэффициента Спирмена (rs). Достоверность 
значений p проверяли с  помощью поправки 
Бенджамини  – Хохберга на множественное срав-
нение; результат считали значимым при FDR (false 
discovery rate), равном 0,05 или ниже.

Результаты
Частоты встречаемости метилирования 6  генов 
микроРНК (MIR-124-1, MIR-124-2, MIR-124-3, 
MIR-125B-1, MIR-127, MIR-129-2), исследован-
ных с  использованием представительной выбор-
ки образцов тканей яичников от 76  пациенток, 
приведены в табл. 2. Результаты анализа показали 
статистически значимое повышение частоты мети-
лирования всех 6 исследованных генов в образцах 
опухолей по сравнению с парными образцами ги-
стологически неизмененных тканей яичников (29–
62% против 4–9%; p ≤ 0,001, FDR = 0,01, см. табл. 2). 
Эти результаты позволяют предположить связь 
метилирования данных 6 генов с патогенезом рака 
яичников.

Исследуемые 6  генов кодируют 4  микроРНК 
(miR-124-3p, miR-125b-5p, miR-127-5p, miR-129-5p), 
изменения их экспрессии были изучены на подвы-
борке из 29 образцов рака яичников (табл. 3). У всех 
4 исследованных микроРНК наблюдалась высокая 
частота снижения экспрессии. Так, уровень miR-
125b-5p был снижен в 59% образцов рака яичников, 
miR-129-5p – в 55% (p ≤ 0,05 по Фишеру, FDR = 0,05, 
см. табл. 3). Что касается miR-124-3p и miR-127-5p, 
дифференциальная экспрессия (когда и снижение, 
и  повышение наблюдаются с  достаточно высокой 
частотой) отмечена в 76 и 58% образцов рака яич-
ников. При этом для miR-124-3p снижение выяв-
лено почти вдвое чаще, чем повышение (48 против 
28%), а у miR-127-5p снижение было в 2,4 раза чаще, 
чем повышение (41  против 17%). Таким образом, 
для всех исследованных 4  микроРНК наиболее 
свойственно снижение экспрессии при раке яич-
ников, что может быть вызвано метилированием 
регуляторных CpG-островков.

Результаты, полученные на общей подвыбор-
ке из 29  парных (опухоль / норма) образцов, были 
использованы для анализа корреляций между из-
менениями уровней экспрессии и  метилирования 

Клинические и гистологические 
характеристики

N = 76 N = 13

Гистологический тип опухоли
пограничная серозная аденома
S
E
CC
Mu

6
67
5
2
2

0
12
1
0
0

Стадия
I
II
III
IV

13
14
44
5

0
0
13
0

Степень дифференцировки
G1
G2
G3

9
18
42

0
7
6

Перитонеальные метастазы
T3b
T3c

1
22

3
10

Поражение регионарных лимфоузлов
N0
N1

55
21

12
1

Отдаленные метастазы
M0
M1

71
5

13
0

Таблица 1. 
Клинические 
и гистологические 
характеристики 
основной выборки 
из 76 образцов 
первичных опухолей 
и дополнительной 
выборки из 
13 первичных 
опухолей 
и перитонеальных 
метастазов

S – серозная цист
аденокарцинома, 
E – эндометриоидная 
цистаденокарцино-
ма, Mu – муцинозная 
цистаденокарцинома, 
CC – светлоклеточная 
цистаденокарцинома, 
G3 – низко дифферен-
цированная, G2 – уме-
ренно дифференци-
рованная, G1 – высоко 
дифференцированная
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для 4 микроРНК и 6 кодирующих их генов. Строгая 
корреляция выявлена между относительным уров-
нем экспрессии 4 микроРНК (miR-124-3p, -125b-5p, 
-127-5p, -129-5p) и  изменениями метилирования 
5 из 6 генов (кроме гена MIR-124-2). Коэффициент 
корреляции Спирмена (rs) для 5  генов изменялся 
в пределах 0,63–0,94 (p ≤ 10-4). При оценке поправ-
ки Бенджамини  – Хохберга на множественное 
сравнение величина p = 10-4 найдена значимой при 
FDR = 0,01. Коэффициент корреляции Спирмена 
(rs) для гена MIR-124-2 составил  0,27 (р = 0,15), 
что незначимо. Очевидно, метилирование генов 
MIR-124-1 и  MIR-124-3 вносит наибольший вклад 
в подавление экспрессии miR-124-3p.

Данные по частотам метилирования иссле-
дованных генов микроРНК, полученные на ре-
презентативной выборке из 76  образцов рака 
яичников, были сопоставлены с  клинико-ги-
стологическими характеристиками пациенток 
(табл. 4). Как видно из данных табл. 4, выявлена 

значимая ассоциация метилирования 5  генов 
(MIR-124-2, MIR-124-3, MIR-125B-1, MIR-127, 
MIR-129-2) с более тяжелыми стадиями (p ≤ 0,02). 
Проведено сравнение частот метилирования всех 
исследованных генов микроРНК в  группе паци-
енток, у  которых диагностировано метастази-
рование в  региональных лимфатических узлах, 
и/или отдаленных органах, и/или в  брюшине 
(31  женщина), и  в группе пациенток, у  которых 
метастазирование не обнаружено (45  женщин). 
Показана высоко значимая (p ≤ 0,01) ассоциация 
гиперметилирования с  метастазированием для 
тех же 5 генов (MIR-124-2, MIR-124-3, MIR-125B-1, 
MIR-127, MIR-129-2) (см. табл. 4). Кроме того, 
для 4  генов  – MIR-124-2, MIR-124-3, MIR-125B-1, 
MIR-129-2  – установлена связь метилирования 
с размером и степенью инвазии опухоли (p ≤ 0,01, 
см. табл. 4). Интересно отметить, что наиболее 
значимую связь с  метастазированием проявил 
ген MIR-124-2 (p ≤ 10-6), а  со стадией и  размером 
опухоли – MIR-129-2 (p ≤ 10-5).

Обнаружена также связь метилирования этих 
генов с  понижением степени дифференцировки 
(при переходе от умеренно- и  высокодифферен-
цированных опухолей к  низкодифференцирован-
ным), однако менее выраженно (данные не пред-
ставлены). Так, наиболее значимая ассоциация 
с понижением степени дифференцировки отмече-
на для MIR-129-2 (p ≤ 10-3).

Поскольку метастазирование  – наиболее важ-
ный из связанных с  выживаемостью прогности-
ческих факторов, метилирование 5  генов, ассо-
циированных с  метастазированием (MIR-124-2, 
MIR-124-3, MIR-125B-1, MIR-127, MIR-129-2), было 
изучено на дополнительной выборке из образцов 
опухолей, собранных вместе с метастазами опухо-
ли яичника в  брюшину во время хирургического 
удаления опухоли у 13 пациенток. Дополнительная 
выборка образцов включала: 3  триплета, состоя-
щие из образцов условно нормальных тканей, пер-
вичных опухолей и  перитонеальных метастазов, 
а также 10 первичных опухолей и 10 парных пери-
тонеальных метастазов. Анализ данных показал 
наличие метилирования всех 5  генов микроРНК 
в  большинстве первичных опухолей и  перитоне-
альных метастазов, как в триплетах, так и парах, но 
отсутствие метилирования генов микроРНК в нор-
мальных образцах, представленных в  3  трипле-
тах. Исключения, а  именно метилирование генов 
MIR-124-3 и  MIR-125B-1 в  2  единичных образцах 
условной нормы (составившие  13%) и, наоборот, 
отсутствие метилирования одного из генов в 2 об-
разцах макрометастазов и в единственном образце 
опухоли составили 13 и 11% соответственно.

Таблица 2. Частота метилирования 6 генов микроРНК в карциноме яичников

Ген микроРНК Локализация Опухоль Условно 
нормальная 
ткань

Значение p

MIR-124-1 8p23.1 29%, 22/76 7%, 5/76 5 × 10-4

MIR-124-2 8q12.3 41%, 31/76 4%, 3/76 3 × 10-8

MIR-124-3 20q13.33 49%, 37/76 8%, 6/76 2 × 10-8

MIR-125B-1 11q24.1 57%, 43/76 9%, 7/76 4 × 10-10

MIR-127 14q32.2 46%, 35/76 7%, 5/76 3 × 10-8

MIR-129-2 11p11.2 62%, 47/76 7%, 5/76 2 × 10-13

Даны процент и число образцов, в которых данный ген микроРНК метилирован, от общего количе-
ства образцов (n = 76). Условная норма соответствует парным образцам гистологически неизменен-
ной ткани яичников (n = 76). Статистическая значимость (p) определена по тесту Фишера и под-
тверждена с учетом поправки Бенджамини – Хохберга на множественное сравнение (FDR = 0,01)

Таблица 3. Частота изменений экспрессии 4 микроРНК в карциноме яичников

МикроРНК Снижение Повышение Изменений нет

miR-124-3p 48% (14/29)* 28% (8/29) 24% (7/29)

miR-125b-5p 59% (17/29)** 14% (4/29) 28% (8/29)

miR-127-5p 41% (12/29)* 17% (5/29) 34% (10/29)

miR-129-5p 55% (16/29)** 14% (4/29) 31% (9/29)

Данные количественной полимеразной цепной реакции, полученные на подвыборке из 29 парных 
образцов рака яичников. Применен тест Фишера
  * Статистически значимое превышение частоты снижений экспрессии над увеличениями 
** Преобладание случаев со снижением в 2–3 раза (но незначимое статистически)
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Обсуждение
Полученные нами результаты свидетельству-
ют о  системной роли гиперметилирования 6  ге-
нов микроРНК (MIR-124-1, MIR-124-2, MIR-124-3, 
MIR-125B-1, MIR-127, MIR-129-2) в  эпигенетиче-
ской модификации ДНК в процессе развития пер-
вичных опухолей, которая приводит к подавлению 
их экспрессии. Это подтверждает функциональ-
ную роль аберрантного метилирования регулятор-
ных областей генов в  патогенезе рака яичников. 
Кроме того, показана ассоциация гиперметилиро-
вания 5  генов микроРНК (MIR-124-2, MIR-124-3, 
MIR-125B-1, MIR-127, MIR-129-2) с  прогрессией 
рака яичников: с более поздней стадией, с увеличе-
нием размера опухоли и инвазии, а также с метас-
тазированием в брюшину, региональные лимфоуз-
лы и отдаленные ткани. При этом данные по связи 
метилирования 5 генов микроРНК с метастазиро-
ванием валидированы в образцах перитонеальных 
макрометастазов.

В отношении дальнейших эпигенетических 
аберраций в клетках уже вторичных опухолей мы не 
обнаружили значимых изменений в статусе метили-
рования данных 5 генов микроРНК в перитонеаль-
ных метастазах в сравнении с первичной опухолью. 
Очевидно, требуются дальнейшие исследования на 

более представительных выборках образцов ма-
крометастазов. Так, в работе W.A. Schrijver и соавт. 
с  участием Голландского консорциума по макро-
метастазам рака молочной железы (Dutch Distant 
Breast Cancer Metastases Consortium) отмечено, что 
изменения экспрессии микроРНК в макрометаста-
зах в  сравнении с  первичной «метастазирующей» 
опухолью не такие выраженные, как между «мета-
стазирующей» опухолью и  «неметастазирующей», 
хотя и выявлено изменение уровня экспрессии от-
дельных микроРНК [12].

Как известно, метастатические клетки в  про-
цессе продвижения от первичной опухоли пре-
терпевают дальнейшие изменения, например, 
эпителиально-мезенхимальный переход (ЭМП), 
который может динамично обращаться вспять, 
и тогда клетки могут претерпевать обратный – ме-
зенхимально-эпителиальный переход (МЭП), как 
и  другие процессы репрограммирования опухо-
левой клетки в процессе ее миграции и колониза-
ции в органе-мишени [3]. По-видимому, вторичная 
опухоль может, в  частности, обладать характери-
стиками эпителиальных клеток в большей степе-
ни, чем исходная родительская опухоль. Так, ин-
тересная особенность обнаружена для miR-424, 
уровень которой повышен в первичных опухолях 
рака молочной железы, но понижен в  метастазах 
по сравнению с родительскими первичными опу-
холями [13]. Авторы предполагают двухфазное 
изменение экспрессии этой микроРНК при смене 
ЭМП на МЭП. При ЭМП miR-424 проявляет свой-
ства онкогена, а при обратном переходе, МЭП, она 
выступает как антиметастатическая и супрессор-
ная микроРНК.

Следует отметить: несмотря на то, что к насто-
ящему времени накоплена обширная информа-
ция о  влиянии микроРНК на метастазирование 
рака яичников (точнее, на свойства «метастази-
рующих» первичных опухолей [3]), практически 
отсутствуют работы, направленные на изучение 
функции микроРНК и  тем более метилирования 
генов микроРНК в  макрометастазах, в  том числе 
перитонеальных метастазах рака яичников. И эта 
задача представляется весьма актуальной и инте-
ресной.

Выводы
Установлено функциональное значение аберрант-
ного метилирования группы генов микроРНК 
в  подавлении их экспрессии в  карциномах яич-
ников.

Показана ассоциация гиперметилирования 
генов микроРНК с  прогрессией рака яичников, 
включая метастазирование в брюшину. 

Таблица 4. Ассоциация метилирования 6 генов микроРНК с прогрессией рака яичников

Группа Ген микроРНК

MIR-124-1 MIR-124-2 MIR-124-3 MIR-125B-1 MIR-127 MIR-129-2

I/II 5/27, 19% 4/27, 15% 7/27, 26% 8/27, 30% 7/27, 26% 7/27, 26%

III/IV 17/49, 35% 27/49, 55% 30/49, 61% 35/49, 71% 28/49, 57% 40/49, 82%

P 0,2 0,6 × 10-3* 0,004* 0,6 × 10-3* 0,02* 4 × 10-6**

Нет 10/45, 22% 8/45, 18% 16/45, 36% 17/45, 38% 15/45, 33% 21/45, 47%

Есть 12/31, 39% 23/31, 74% 21/31, 68% 26/31, 84% 20/31, 64% 26/31, 84%

Р 0,1 1 × 10-6** 0,01* 0,7 × 10-4* 0,01* 0,002*

T1 1/13, 8% 1/13, 8% 2/13, 15% 1/13, 8% 3/13, 23% 3/13, 23%

T2 4/15, 27% 4/15, 27% 6/15, 40% 8/15, 53% 6/15, 40% 5/15, 33%

T3 17/48, 35% 26/48, 54% 29/48, 60% 34/48, 71% 26/48, 54% 39/48, 81%

P 0,2 0,004* 0,01* 1 × 10-4* 0,1 1 × 10-5**

I/II – ранние, III/IV – поздние клинические стадии; «нет» – группа пациенток без метастазов, «есть» – 
группа пациенток с метастазами; T1, T2, T3 характеризуют размер и степень инвазии опухоли и со-
ответствуют Т1а–с, Т2а–с, Т3а–с [10]. C учетом поправки Бенджамини – Хохберга на множественное 
сравнение значения p ≤ 0,01 статистически достоверны при FDR = 0,05
  * Статистически значимые величины p  
** Наиболее высоко значимые величины p
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Rationale: We have previously identified a group 
of microRNA genes (MIR-107, MIR-1258, MIR-130b, 
MIR-34b/c, MIR-9-1, MIR-9-3 et al.), whose meth-
ylation was involved into the development and 
progression of ovarian cancer. Aim: To expand 
the range of microRNA genes hypermethylated in 
ovarian cancer and to study the role of this mod-
ification in the pathogenesis and progression of 
ovarian cancer. Materials and methods: The study 
was performed on a series of 76 ovarian cancer and 
13 peritoneal metastases samples. The method of 
bisulfite DNA conversion followed by methyla-
tion-specific polymerase chain reaction (PCR) was 
used to assess the methylation status of the mi-
croRNA genes; the expression of these genes was 
measured by quantitative real-time PCR. Results: 
Compared to histologically unchanged ovarian 
tissue, there was a significant increase in methyl-
ation frequencies in the tumor samples for 6 mi-
croRNA genes studied: MIR-124-1, MIR-124-2, MIR-
124-3, MIR-125B-1, MIR-127, and MIR-129-2 (p ≤ 10-3). 
The expression level of 4 microRNAs (miR-124-3p, 
miR-125b-5p, miR-127-5p, miR-129-5p) encoded 
by these genes was suppressed, with a significant 
correlation between changes in their expression 
levels and the gene methylation (rs = 0.63–0.94, 
p ≤ 10-4). In addition, there were statistically signifi-
cant associations between methylation of 5 genes 
(MIR-124-2, MIR-124-3, MIR-125B-1, MIR-127, and MIR-
129-2) and the parameters of cancer progression, 

such as its clinical stage, metastatic spread, tumor 
size and invasion, and to a lesser extent with a de-
crease in the differentiation grade. The association 
of 5 microRNA genes with metastatic spread was 
confirmed by the analysis of peritoneal macro-me-
tastases from 13  patients. Conclusion: We have 
demonstrated the functional significance of ab-
errant methylation in a group of microRNA genes 
for suppression of their expression in ovarian car-
cinomas. There is an association of microRNA gene 
hypermethylation with the progression of ovarian 
cancer, including metastatic spread to the perito-
neum.

Key words: ovarian cancer, microRNA genes, hy-
permethylation, metastasis, peritoneal macro-me-
tastases
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Алгоритм молекулярно-генетического 
обследования для выявления наследственного 
BRCA-ассоциированного рака молочной железы

Снигирева Г.П.1 • Румянцева В.А.2 • Новикова Е.И.1 • Новицкая Н.Н.1 • Телышева Е.Н.1 • 
Хазинс Е.Д.1 • Шайхаев Е.Г.1

Актуальность. Около 30%  случаев наслед-
ственного рака молочной железы (РМЖ) об-
условлено мутациями в  генах BRCA1 и  BRCA2. 
Отсутствие в  России программ обязательного 
генетического скрининга наследственного 
BRCA-ассоциированного РМЖ, а также алгорит-
ма молекулярно-генетического обследования 
не позволяет в  полной мере проводить необ-
ходимые профилактические, диагностические 
и  лечебные мероприятия. Цель  – разработка 
алгоритма молекулярно-генетического обсле-
дования больных РМЖ для повышения эффек-
тивности выявления наследственного характе-
ра заболевания. Материал и  методы. Работа 
основана на анализе результатов молекуляр-
но-генетического тестирования 3826  больных 
РМЖ в возрасте от 22 до 90 лет, которые прохо-
дили обследование и  лечение в  ФГБУ «РНЦРР» 
Минздрава России в период с 2010 по 2016 г. На 
первом этапе с  помощью метода полимераз-
ной цепной реакции (ПЦР) в режиме реального 
времени определяли распространенные в рос-
сийской популяции герминальные мутации 
в генах BRCA1 и BRCA2, на втором этапе методом 
секвенирования «нового поколения» (англ. next 
generation sequencing – NGS) осуществляли по-
иск редких генетических вариантов в  этих ге-
нах. Результаты. Исследование методом ПЦР 
в  режиме реального времени (первый этап) 
показало: частота наиболее характерных для 

российской популяции мутаций в  гене BRCA1, 
ассоциированных с  риском развития РМЖ, со-
ставила 3,5% (132 из 3826  пациентов с  РМЖ); 
ни одного носителя мутаций в  гене BRCA2 не 
выявлено. На основании анализа данных анке-
тирования и первичной медицинской докумен-
тации из общей когорты обследованных была 
сформирована группа из 717  человек, в  кото-
рую вошли пациенты с  клиническими призна-
ками наследственного заболевания (КПНЗ). 
В  этой группе мутации в  генах BRCA1 и  BRCA2 
были выявлены у  126  человек, что составило 
17,6%. На втором этапе методом NGS в  группе 
из 193  больных РМЖ с  КПНЗ и  отсутствием ха-
рактерных для российской популяции мутаций 
в генах BRCA1 и BRCA2 были найдены редкие па-
тогенные мутации в этих генах у 27 человек, то 
есть у 14%. Суммируя полученные данные, мож-
но заключить, что не менее 30% больных РМЖ 
с КПНЗ имеют наследственные мутации в генах 
BRCA1 и BRCA2. На основании полученных дан-
ных разработан алгоритм молекулярно-гене-
тического обследования больных РМЖ для 
выявления наследственного характера заболе-
вания. Заключение. Выявленная в  настоящей 
работе высокая частота мутаций в генах BRCA1 
и  BRCA2 у  больных РМЖ с  КПНЗ подтверждает 
необходимость генетического тестирования 
наследственного заболевания. Информация 
о  наследственном характере заболевания 

позволит вносить существенные изменения 
в  тактику проводимого лечения, применяя 
персонифицированный подход. Динамическое 
наблюдение пациентов с наследственным РМЖ 
и  профилактика возникновения новых случа-
ев РМЖ и других онкологических заболеваний 
(рак яичника, желудка, поджелудочной железы, 
предстательной железы, меланомы) у  их род-
ственников – носителей мутаций в генах BRCA1 
и  BRCA2  – должны осуществляться мультидис-
циплинарной командой (маммологи, гинеколо-
ги, онкологи, медицинские генетики, химиоте-
рапевты, психотерапевты).

Ключевые слова: наследственный рак молоч-
ной железы, гены BRCA1 и BRCA2, секвенирова-
ние «нового поколения» (NGS), медико-генети-
ческое консультирование

Для цитирования: Снигирева ГП, Румянцева ВА, 
Новикова ЕИ, Новицкая НН, Телышева  ЕН, 
Хазинс  ЕД, Шайхаев ЕГ. Алгоритм молекуляр-
но-генетического обследования для выявления 
наследственного BRCA-ассоциированного рака 
молочной железы. Альманах клинической медици-
ны. 2019;47(1):54–65. doi: 10.18786/2072-0505-2019-
47-002.

Поступила 13.09.2018; принята к публикации 
16.01.2019; опубликована 06.02.2019

О р и г и н а л ь н а я  с т а т ь я

Ежегодный рост заболеваемости раком 
молочной железы (РМЖ) наблюдается 
в  большинстве регионов мира [1], вклю-
чая Россию. Так, в  2015  г. в  стране было 

зарегистрировано 66,4  тыс. новых случаев РМЖ, 
в 2016 – 68,2 тыс., в 2017 – 70,6 тыс. [2]. Отмечается 
также тенденция «омоложения» РМЖ [3]. 
В России за десятилетний период (2002–2012) ча-
стота его развития у женщин в возрастной группе 

19–39 лет выросла на 34% [4]. Ряд авторов это свя-
зывают с  разработкой и  внедрением скрининго-
вых программ [3, 5–7].

На долю генетически обусловленных форм 
РМЖ приходится от 5 до 10% случаев этого муль-
тифакторного заболевания, что указывает на не-
обходимость раннего выявления женщин с  на-
следственной предрасположенностью к  нему 
[8]. Механизм развития наследственного РМЖ 
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обусловлен мутациями в определенных, специфи-
ческих для данного заболевания, генах [9]. К  ним 
относятся гены, вовлеченные в процесс репарации, 
регуляции клеточного цикла, апоптоза, дифферен-
цировки клеток, то есть отвечающие за поддержа-
ние стабильности генома (BRCA1/2, CHEK2, TP53, 
STK11, PTEN, ATM, BRIP1, PALB2 и др.). Нарушения 
в этих генах определяют риск возникновения забо-
левания у их носителей и, соответственно, предрас-
положенность к развитию РМЖ [10].

BRCA-ассоциированный РМЖ (OMIM 
604370) – заболевание с аутосомно-доминантным 
типом наследования – составляет до 50% всех ге-
нетически обусловленных форм РМЖ [8, 11, 12]. 
Для него характерен ранний дебют, а также более 
агрессивное, чем при других формах, течение: око-
ло 80% BRCA1-ассоциированных опухолей молоч-
ной железы при иммуногистохимическом иссле-
довании характеризуются тройным негативным 
иммунофенотипом (ER-, PR-, HER2 / neu-), наибо-
лее часто выявляется базальный фенотип опухо-
ли. У больных РМЖ – носителей мутаций в генах 
BRCA1 и BRCA2 – значительно повышен риск раз-
вития контралатерального РМЖ, рака яичников, 
меланомы, толстой кишки, желудка и поджелудоч-
ной железы [13–15]. Гены BRCA1 и BRCA2 кодиру-
ют аминокислотные последовательности ядерных 
белков, которые участвуют в регуляции восстанов-
ления ДНК и деления клеток [11, 16]. В интактном 
(не мутантном) состоянии оба гена выступают 
в  качестве супрессоров опухоли и  обеспечивают 
целостность генома. Кроме того, белковые про-
дукты генов репрессируют транскрипционную 
функцию гена рецептора эстрогенов, сдерживая, 
таким образом, избыточную пролиферацию кле-
ток молочной железы и других эстрогензависимых 
органов, в  частности, при половом созревании 
и беременности. Мутации в генах BRCA1 и BRCA2 
приводят к  повышению уровня хромосомной не-
стабильности в клетках, что может способствовать 
их опухолевой трансформации. Сегодня извест-
но более 1000  различных мутаций генов BRCA1 
и BRCA2, ассоциированных с РМЖ [17, 18].

В ряде стран Западной Европы, а  также 
в Канаде и США скрининговые программы по вы-
явлению наследственной предрасположенности 
к  РМЖ утверждены на государственном уровне 
и  успешно проводятся уже не одно десятилетие, 
охватывая более 70% женского населения [5, 6, 19]. 
В Российской Федерации такой общегосударствен-
ной программы пока не существует. Что касается 
регионов, сегодня наиболее обширная скринин-
говая программа по ранней диагностике РМЖ 
проводится в  Москве при поддержке городского 

департамента здравоохранения в рамках програм-
мы по ранней диагностике онкологических забо-
леваний «Я выбираю здоровое будущее». Эта про-
грамма нацелена на возрастную группу 40–60 лет, 
что для случаев наследственного РМЖ чаще всего 
бывает поздно. Подчеркнем: обнаружение наслед-
ственного характера заболевания у  онкологиче-
ских больных имеет огромное значение, так как 
позволяет внести существенные изменения в так-
тику проводимого лечения, применяя персони-
фицированный подход: определить объем и ради-
кальность хирургического лечения, возможность 
подбора таргетной химиотерапии, а также необхо-
димость одновременного использования методи-
ки хирургического лечения и  профилактической 
контралатеральной мастэктомии. Точная генети-
ческая идентификация формы наследственного 
РМЖ с  последующими персонифицированными 
вариантами терапии уменьшает смертность от 
РМЖ на 90% [20]. Это дает основания рассматри-
вать генетическое тестирование наследственного 
РМЖ в качестве одного из важнейших инструмен-
тов повышения эффективности лечения.

Учитывая имеющиеся сведения о  частоте 
встречаемости носителей мутаций в генах BRCA1 
и  BRCA2 в  российской популяции (1:800–1:1000) 
[21], численность этого контингента только 
в  Москве может составить от  5 до  7  тыс. чело-
век. Отсутствие центра наблюдений для здоро-
вых носителей мутаций в генах BRCA1 и BRCA2, 
программ обязательного скрининга этой группы 
пациентов, а  также алгоритма молекулярно-ге-
нетического обследования для выявления на-
следственного РМЖ не позволяет в полной мере 
проводить профилактические, диагностические 
и лечебные мероприятия.

В этой связи нашей целью была разработка 
алгоритма молекулярно-генетического обследова-
ния больных РМЖ для повышения эффективно-
сти выявления наследственного характера заболе-
вания.

Материал и методы
Работа основана на анализе результатов молеку-
лярно-генетического тестирования 3826 больных 
РМЖ в возрасте от 22 до 90 лет (средний возраст 
манифестации заболевания составил 58  лет), ко-
торые в период с 2010 по 2016 г. проходили обсле-
дование и  лечение в  ФГБУ «РНЦРР» Минздрава 
России.

Критерием включения в исследование был ди-
агноз РМЖ, не включения – отказ от молекуляр-
но-генетического тестирования. Все вошедшие 
в исследование пациенты подписали информиро-
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ванное согласие на проведение молекулярно-ге-
нетического исследования и хранение биологиче-
ского материала, а также заполнили специальную 
анкету, которая включала подробную информа-
цию о наличии в семье родственников с онкологи-
ческими заболеваниями, в  первую очередь РМЖ 
и рака яичников.

Проведение данного исследования было одо-
брено этическим комитетом ФГБУ «РНЦРР» 
Минздрава России (протокол № 4 от 14.04.2010).

На первом этапе всем пациентам было про-
ведено молекулярно-генетическое исследование 
методом полимеразной цепной реакции (ПЦР) 
в режиме реального времени для выявления рас-
пространенных в российской популяции мутаций 
в  генах BRCA1 и  BRCA2, ассоциированных с  ри-
ском развития РМЖ и рака яичников. 

На втором этапе из общей группы больных 
сформирована группа, руководствуясь следующи-
ми критериями включения: 1) отсутствие выявляе-
мых на первом этапе распространенных в россий-
ской популяции мутаций в генах BRCA1 и BRCA2; 
2) наличие клинических признаков наследственно-
го заболевания (КПНЗ), таких как молодой возраст 
манифестации заболевания (до  50  лет), наличие 
первично-множественных опухолей (РМЖ и/или 
рак яичника), онкологически отягощенный семей-
ный анамнез (наличие родственников первой и/или 
второй степени родства с  диагнозом РМЖ и/или 
рака яичников), трижды негативный фенотип опу-
холи. Пациентам этой группы было проведено мо-
лекулярно-генетическое исследование методом 
секвенирования «нового поколения» (англ. next 
generation sequencing – NGS) для выявления редких 
мутаций в генах BRCA1 и BRCA2, ассоциированных 
с риском развития РМЖ и рака яичников.

Метод ПЦР в  режиме реального времени. 
Для поиска распространенных в  российской 
популяции мутаций в  генах BRCA1 и  BRCA2  – 
185delAG, 4153delA, 5382insC, 3819delGTAAA, 
3875delGTCT, 300T>G, 2080delA (BRCA1) 
и  6174delT (BRCA2)  – использовали метод ПЦР 
в режиме реального времени. Выделение геном-
ной ДНК проводили из 100  мкл перифериче-
ской крови на магнитных шариках с  помощью 
наборов М-Сорб («Синтол», Россия) согласно 
протоколу производителя. Для проведения 
ПЦР в  режиме реального времени использова-
ли набор реагентов ОнкоГенетика BRCA (ООО 
«НПФ ДНК-Технология», Россия) и  детектиру-
ющий амплификатор ДТ-96 (ООО «НПО ДНК-
Технология», Россия). Все этапы анализа выпол-
няли согласно инструкции, предоставленной 
фирмой-производителем.

Метод секвенирования «нового поколения» 
(NGS). Для проведения молекулярно-генетиче-
ского исследования методом NGS ДНК выделяли 
из 200  мкл крови на колонках с  использованием 
наборов QIAamp DNA Blood Mini Kit (“Qiagen”, 
Германия), позволяющих получать ДНК с концен-
трацией не менее 10  нг/мкл согласно протоколу 
производителя. Библиотеки были подготовле-
ны с  помощью панели TruSight Cancer (“Illumina”, 
США) и  реагентов для подготовки библиотек 
TruSight Rapid Capture (“Illumina”, США) с  ис-
пользованием методики селективного захва-
та участков ДНК. Пробоподготовку выполняли 
по стандартному протоколу, предоставленному 
производителем. Секвенирование проводили на 
приборе MiSeq (“Illumina”, США) методом пар-
но-концевого чтения (2 × 151  пар оснований) со 
средним 100-кратным покрытием с  использова-
нием реагентов MiSeq Reagent Kits v2 (“Illumina”, 
США). Полученные после секвенирования данные 
были автоматически обработаны с помощью про-
граммного обеспечения, установленного на при-
боре, для исключения ридов с  низким качеством 
прочтения, выравнивания относительно референс-
ной последовательности генома человека (hg19), 
а также идентификации полученных генетических 
вариантов. Анализ полученных с прибора данных 
(в текстовом формате) проводился на персональ-
ном компьютере с  использованием программного 
обеспечения Variant Studio 2.2 (“Illumina”, США), 
которое позволяет аннотировать и  классифици-
ровать выявленные генетические нарушения. Для 
интерпретации выявленных генетических вариан-
тов использовались базы данных dbSNP (The Single 
Nucleotide Polymorphism database), ClinVar (Clinical 
Variation), HGMD (Human Gene Mutation Database), 
BIC (Breast Cancer Information Core), OMIM (Online 
Mendelian Inheritance in Man). Частоту аллелей 
оценивали с помощью баз данных проектов ExAC 
(Exome Aggregation Consortium) и  1000G (1000 
Genomes Project), а  функциональную значимость 
найденных генетических вариантов  – с  исполь-
зованием программ предсказания патогенности 
CADD (Combined Annotation Dependent Depletion), 
PolyPhen (Polymorphism Phenotyping) и Sift (Sorting 
Intolerant from Tolerant). Полученные варианты ин-
терпретировали согласно классификации, предло-
женной Американским колледжем медицинской 
генетики (American College of Medical Genetics and 
Genomics  – ACMG). Варианты классифицирова-
лись как патогенные и вероятно патогенные, а так-
же как варианты с неизвестным клиническим зна-
чением с  учетом информации в  доступных базах 
данных (упомянуты выше) и критериев для оценки 

Альманах клинической медицины. 2019; 47 (1): 54–65. doi: 10.18786/2072-0505-2019-47-002

56 Оригинальные статьи



генетических вариантов, предложенных ACMG. 
Варианты, не имеющие клинического значения, 
в данной работе не рассматривались.

Секвенирование по Сэнгеру. Полученные ме-
тодами ПЦР в режиме реального времени и NGS 
генетические варианты были верифицированы 
методом секвенирования по Сэнгеру. Для про-
ведения ПЦР использовали реактивы GenPak 
PCR Core (ООО «Лаборатория Изоген», Россия) 
и праймеры, подобранные с помощью программы 
Primer3 и синтезированные в компании «Синтол» 
(Россия). Очистку реакционной смеси (ПЦР) 
проводили с  помощью наборов Cleanup Mini 
(ЗАО «Евроген», Россия). Для реакции Сэнгера 
применяли реактивы BigDye Terminator v3.1 
Cycle Sequencing Kit (“Applied Biosystems”, США). 
Секвенирование проводили на приборе ABI 
PRISM 3100 (“Applied Biosystems”, США). Все этапы 
исследования выполняли согласно инструкциям, 
предоставленным фирмами-производителями. 

Статистический анализ. Размер выборки 
предварительно не рассчитывался. Данные анали-
зировали с помощью StatSoft Statistica 10.0 и пред-
ставляли как среднее арифметическое и стандарт-
ное отклонение среднего (M ± SD). Для сравнения 
частот мутантных аллелей в разных группах паци-
ентов применяли анализ таблиц сопряженности 
с использованием критерия χ2 с поправкой Йейтса 
и  двустороннего точного критерия Фишера. 
Различие частот считалось статистически значи-
мым при p < 0,05.

Результаты и обсуждение
На первом этапе было проведено молекулярно-ге-
нетическое обследование 3826  больных РМЖ 
методом ПЦР в  режиме реального времени для 
поиска распространенных в  российской популя-
ции мутаций в  генах BRCA1 и  BRCA2: 185delAG, 
4153delA, 5382insC, 3819delGTAAA, 3875delGTCT, 
300T>G, 2080delA (BRCA1) и  6174delT (BRCA2). 
У 132 (3,5%) пациентов были выявлены мутации 
в  гене BRCA1, что значительно превышает попу-
ляционную частоту носителей мутаций (1:800–
1:1000) [21]. Это вполне ожидаемо, поскольку все 
обследованные пациенты имели диагноз РМЖ.

Спектр и частота выявленных мутаций в  гене 
BRCA1 в общей группе больных РМЖ приведены 
в  табл. 1. Известно, что спектр выявляемых му-
таций в генах BRCA1 и BRCA2 достаточно широк 
и  варьирует в  зависимости от этнической при-
надлежности изучаемой популяции. В славянской 
популяции при наследственных формах РМЖ наи-
более часто встречается мутация 5382insC в  гене 
BRCA1 [10, 12, 13]. Этот генетический вариант 

преобладал и  в  нашей выборке, которая не была 
отобрана по национальной принадлежности. Его 
частота среди всей обследованной группы соста-
вила 2,5% (96 из 3826). Остальные мутации встре-
тились значительно реже – с частотой менее 0,5%. 
Ни у  одного из обследованных больных РМЖ не 
была найдена мутация 3875delGTCT в гене BRCA1. 
Не было выявлено также ни одного носителя мута-
ций в гене BRCA2.

С учетом рекомендаций Европейского обще-
ства медицинской онкологии (European Society for 
Medical Oncology – ESMO) [19] и Национальной он-
кологической сети США (National Comprehensive 
Cancer Network  – NCCN) [6], а  также на основа-
нии анализа данных анкетирования и первичной 
медицинской документации из общей когорты 
(n = 3826) были выделены в  отдельную группу 
717 больных РМЖ с одним или несколькими КПНЗ. 
Частота мутаций в гене BRCA1 в сформированной 
группе больных с КПНЗ оказалась в 5  раз выше, 
чем в общей группе, – 17,6% (n = 126), при этом ча-
стота встречаемости мутации 5382insC составила 
12,6% (n = 91). Шесть больных РМЖ с выявленны-
ми наиболее распространенными в  российской 
популяции мутациями в генах BRCA1 и BRCA2 не 
вошли в сформированную группу с КПНЗ в связи 
с отсутствием достоверной информации о семей-
ном онкологическом анамнезе.

На втором этапе было проведено молекуляр-
но-генетическое обследование 193 больных РМЖ 
методом высокопроизводительного секвенирова-
ния (NGS). В эту группу были включены пациенты 
с КПНЗ, у которых на первом этапе исследования 
не были выявлены распространенные в  России 
мутации в  исследуемых генах. У  27  (14%) боль-
ных были найдены редкие патогенные мутации: 
10  нонсенс-мутаций, 7  вариантов, приводящих 
к  сдвигу рамки считывания, 4  варианта в  сайте 
сплайсинга и  1  миссенс-вариант в  генах BRCA1 
и BRCA2. Спектр и частота выявленных генетиче-
ских вариантов отражены в табл. 2. У 13 из 27 боль-
ных (6,7%) найдены мутации в гене BRCA1, а у 14 
из 27 (7,2%) – в гене BRCA2. С наибольшей часто-
той встретилась мутация c.3607C>T в гене BRCA1, 
которая была найдена у 3 больных. Эта мутация, 
впервые описанная в 1994 г., характеризуется вы-
соким индивидуальным риском развития РМЖ 
и  рака яичников [22, 23]. Дважды встретились 
мутации с.9098_9090insA, c.1301_1304delAAAG 
и c.4689C>G в гене BRCA1. Информация о выяв-
ленных патогенных вариантах содержится в гене-
тических базах данных (ExAC, 1000G).

Кроме мутаций с  известным клиническим 
значением мы проанализировали варианты 
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с  неизвестным клиническим значением в  генах 
BRCA1 и  BRCA2. У  6  больных были обнаружены 
гетерозиготные миссенс-варианты, встречающи-
еся c низкой частотой среди разных популяций 
(табл. 3). Все варианты с неизвестным клиническим 
значением в генах BRCA1 и BRCA2 были тщатель-
но проанализированы. Показано, что выявлен-
ные варианты c.7522G>A, c.7868A>G, c.8524C>T 
в  гене BRCA2 приводят к  потере функций коди-
руемых белков, а результаты различных программ 
предсказания свидетельствуют об их патогенно-
сти. Y. Zhang и  соавт. установили связь варианта 
c.7522G>A с  повышением риска развития РМЖ 
в  16,5  раза [24]. Генетический вариант c.8524C>T 
в  нашем исследовании был обнаружен у  2  боль-
ных РМЖ, на основании чего мы предположили, 
что эта миссенс-мутация является патогенной [18]. 
В некоторых генетических базах данных и вариант 
c.7868A>G присутствует с пометкой «патогенный» 
[17, 25, 26]. Связывать выявленные генетические 
варианты c.3541G>A (BRCA1), c.1243G>A (BRCA1), 
c.9934A>G (BRCA2) с повышенным риском разви-
тия РМЖ, по-видимому, не совсем корректно, так 
как результаты программ предсказания патоген-
ности свидетельствуют о сохранении функций ко-
дируемых белков. У одной из обследованных нами 
больных РМЖ с выявленным генетическим вари-
антом c.9934A>G в  гене BRCA2 была обнаружена 
патогенная мутация c.3607C>T в гене BRCA1. У этой 
пациентки был верифицирован первично-множе-
ственный метахронный рак. Гистологический ди-
агноз  – инфильтративно-протоковый рак третьей 

степени злокачественности, трижды негативный 
фенотип опухоли. Диагноз установлен в  59  лет, 
в  семье есть случаи онкологических заболеваний 
(РМЖ и рак яичников) у родственников 1 и 2-й ли-
нии родства. Основываясь на результатах прове-
денного исследования, а  также имеющихся в  ли-
тературе данных [17], можно предположить, что 
выявленные у  больных РМЖ генетические вари-
анты с неизвестным клиническим значением могут 
быть одной из причин развития заболевания.

К настоящему времени клинические рекомен-
дации по профилактике и лечению наследственно-
го РМЖ разработаны только для носителей мута-
ций в генах BRCA1 и BRCA2 [10, 13]. В клинической 
практике спектр анализируемых мутаций ограни-
чен выявлением наиболее распространенных ва-
риантов. Однако информация о мутациях в других 
регионах этих генов длительное время была недо-
ступна в связи с большим размером генов BRCA1 
и  BRCA2. Исследования, позволяющие выявлять 
широкий спектр мутаций по всей длине гена, 
проводились лишь в  небольшом числе специали-
зированных лабораторий в  мире. В  России такая 
диагностика была недоступна в силу высокой себе-
стоимости и трудоемкости. И только после внедре-
ния в  практику новых высокопроизводительных 
молекулярно-генетических методов (в том числе 
NGS) появилась реальная возможность проводить 
поиск и  идентификацию новых клинически зна-
чимых вариантов в генах BRCA1 и BRCA2. В этой 
связи все больные, имеющие КПНЗ, но у которых 
отсутствуют распространенные в  российской 

Таблица 1. Спектр и частота распространенных в российской популяции мутаций в гене BRCA1 в обследованной группе больных 
раком молочной железы (метод полимеразной цепной реакции в режиме реального времени)

Ген Название мутации 
(номенклатура BIC)

Количество пациентов 
с мутацией в общей 
группе (n = 3826), абс.

Частота мутации 
(M ± SD), %

Количество 
пациентов 
с мутацией 
в группе с КПНЗ 
(n = 717), абс.

Частота мутации 
(M ± SD), %

BRCA1 5382insC 96 2,5 ± 0,3 91 12,6 ± 1,2*

4153delA 4 0,1 ± 0,1 4 0,6 ± 0,3*

300T>G 8 0,2 ± 0,1 8 1,1 ± 0,4*

2080delA 8 0,2 ± 0,1 8 1,1 ± 0,4*

185delAG 10 0,3 ± 0,1 9 1,3 ± 0,4*

3819delGTAAA 6 0,2 ± 0,1 6 0,8 ± 0,3*

3875delGTCT – – – –

Всего 132 3,5 ± 0,3 126 17,6 ± 1,4*

КПНЗ – клинические признаки наследственного заболевания
* Статистически значимые различия с частотой мутаций в общей группе больных раком молочной железы (p < 0,05)

Альманах клинической медицины. 2019; 47 (1): 54–65. doi: 10.18786/2072-0505-2019-47-002

58 Оригинальные статьи



популяции мутации в генах BRCA1 и BRCA2, долж-
ны быть направлены на полное исследование генов 
BRCA1 и BRCA2 методом NGS.

Принимая во внимание полученные в  на-
шем исследовании данные, был разработан ал-
горитм молекулярно-генетического обследова-
ния больных для выявления наследственного 

BRCA-ассоциированного РМЖ, который включа-
ет следующие основные этапы (рис. 1):
•	 медико-генетическое консультирование боль-

ных (изучение семейного онкологического 
анамнеза);

•	 проведение молекулярно-генетического иссле-
дования всем больным РМЖ для выявления 

Таблица 2. Спектр и частота редких патогенных мутаций в генах BRCA1 и BRCA2 в обследованной группе больных раком молочной 
железы (n = 193) (метод NGS)

Ген Название мутации 
(номенклатура HGVS)

Характеристика мутации Количество пациентов 
с мутацией, абс.

Частота мутации, %

BRCA1 c.4327C>T нонсенс-мутация 1 0,5

c.4752C>G нонсенс-мутация 2 1,1

c.5531-1G>A мутация в сайте сплайсинга 1 0,5

c.3607C>T нонсенс-мутация 3 1,6

c.5224C>T нонсенс-мутация 1 0,5

с.4258C>T нонсенс-мутация 1 0,5

c.1687C>T нонсенс-мутация 1 0,5

c.4165_4166delAG делеция со сдвигом рамки 
считывания

1 0,5

c.3257T>G нонсенс-мутация 1 0,5

c.5152+1G>T мутация в сайте сплайсинга 1 0,5

BRCA2 с.8002A>T нонсенс-мутация 1 0,5

с.6070C>T нонсенс-мутация 1 0,5

c.6997_6998insT инсерция со сдвигом 
рамки считывания

1 0,5

c.3748_3749insA инсерция со сдвигом 
рамки считывания

1 0,5

c.5718_5719delCT делеция со сдвигом рамки 
считывания

1 0,5

c.1301_1304delAAAG делеция со сдвигом рамки 
считывания

2 1,1

c.9117G>A мутация в сайте сплайсинга 1 0,5

c.9089_9090insA инсерция со сдвигом 
рамки считывания

2 1,1

c.632-1G>A мутация в сайте сплайсинга 1 0,5

c.4111C>T нонсенс-мутация 1 0,5

c.7254_7255delAG делеция со сдвигом рамки 
считывания

1 0,5

c.7007G>A миссенс-мутация 1 0,5

Всего 27 14 ± 2,5
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Таблица 3. Спектр редких вариантов с неизвестным клиническим значением в генах BRCA1 и BRCA2 в обследованной группе 
больных раком молочной железы (n = 193) (метод NGS)

Ген Название генетического 
варианта (номенклатура 
HGVS)

Характеристика мутации Количество 
пациентов 
с мутацией, абс.

Средняя частота варианта 
среди разных популяций, %

ExAC 1000G

BRCA1 c.3541G>A миссенс-мутация 1 0,009 0,04

c.1243G>A миссенс-мутация 1 0,004 0

BRCA2 c.9934A>G миссенс-мутация 1 ≤ 0,001 0

c.7522G>A миссенс-мутация 1 0,01 0

c.7868A>G миссенс-мутация 1 0 0

c.8524C>T миссенс-мутация 1 0 0

Рис. 1. Алгоритм молекулярно-генетического обследования для выявления наследственного BRCA-ассоциированного рака 
молочной железы (РМЖ)

При первом посещении врача-маммолога
Заполнение анкеты (все обязательно)

Анализ анкет (медицинской регистрационной карты)
Всем пациентам исследование на носительство мутации 

5382insC в гене BRCA1 методом полимеразной цепной реакции 
Консультация генетика (по желанию)

Мутация 5382insC в гене BRCA1 выявлена
• �Наблюдение в Центре онкозаболеваний с наследственной 

предрасположенностью – маммолог, онколог, гинеколог, 
химиотерапевт, генетик, психотерапевт:

- �выполнение протокола рекомендации носителям мутаций 
в генах BRCA1 и BRCA2

- �обследование родственников 1-й степени родства 
(родители, дети, братья, сестры)

Критерии отягощенности
• �Семейная история онкологических заболеваний
• �Молодой возраст – до 50 лет
• �Тройной негативный РМЖ
• �Первично-множественный рак, редкие формы
• �Национальность: евреи-ашкенази

Генетические изменения выявлены
• �Обязательная верификация выявленных мутаций методом секвенирования по 

Сэнгеру
• �Повторное медико-генетическое консультирование больных с выявленными 

патогенными мутациями
• �Наблюдение в Центре онкозаболеваний с наследственной предрасположенностью – 

маммолог, онколог, гинеколог, химиотерапевт, генетик, психотерапевт:
- �выполнение протокола рекомендации носителям мутаций в генах BRCA1 и BRCA2
- �обследование родственников 1-й степени родства (родители, дети, братья, 

сестры)

Не выявлено мутации

По желанию пациентов

Онкопанель методом NGS 
(полный анализ генов BRCA1 

и BRCA2)

Не выявлено мутации
Онкопанель методом NGS 

(полный анализ генов TP53, 
CHEK2, MLH1, MSH2, PALB2, PTEN, 

NBS1, ATM, BRIP1, RAD50, BLM)
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распространенной в  популяции мутации 
5382insC в гене BRCA1 методом ПЦР в режиме 
реального времени;

•	 при отсутствии у  больных РМЖ мутации 
5382insC в  гене BRCA1, но наличии у  них 
КПНЗ целесообразно проведение молекуляр-
но-генетического исследования методом NGS 
c использованием панели, позволяющей секве-
нировать всю кодирующую часть генов BRCA1 
и BRCA2;

•	 обязательная верификация выявленных мута-
ций методом секвенирования по Сэнгеру;

•	 повторное медико-генетическое консультиро-
вание больных с выявленными мутациями; 

•	 в случае обнаружения мутаций в генах BRCA1 
и  BRCA2 проведение молекулярно-генетиче-
ского обследования родственников (при до-
стижении совершеннолетия) для выявления 
аналогичных мутаций методом секвенирова-
ния по Сэнгеру с последующей консультацией 
врача-генетика. 
Важность внедрения в клиническую практику 

предложенного алгоритма молекулярно-генети-
ческого обследования больных для определения 
наследственного BRCA-ассоциированного РМЖ 
можно проиллюстрировать на примере следую-
щего клинического наблюдения.

Пробанд, пациентка В., возраст 28 лет, с отягощен-
ным семейным анамнезом (рис. 2). Методом NGS с по-
следующей верификацией методом секвенирования 
по Сэнгеру было выявлено генетическое изменение: 
с.3257Т>С (BRCA1). Это редкая нонсенс-мутация, при-
водящая к  синтезу короткого нефункционального бел-
ка, ассоциированная с высоким риском развития РМЖ 
и рака яичников (рис. 3, 4). Ранее сестре пробанда в дру-
гом медицинском учреждении не был поставлен диагноз 
наследственного РМЖ, так как ни одна из распростра-
ненных в российской популяции мутаций в генах BRCA1 
и BRCA2 (185delAG, 4153delA, 5382insC, 3819delGTAAA, 
3875delGTCT, 300T>G, 2080delA и 6174delT) не была об-
наружена при тестировании методом ПЦР. Сестра паци-
ентки В. умерла в возрасте 33 лет.

Таким образом, с  помощью диагностической 
панели, включающей характерные для российской 
популяции мутации в  генах BRCA1 и  BRCA2, ас-
социированные с риском развития РМЖ, в нашей 
работе была протестирована группа из 3826 боль-
ных. Частота выявленных мутаций в этой группе 
составила 3,5%. В  группе больных РМЖ с КПНЗ 
(n = 717), сформированной из общего числа обсле-
дованных, частота характерных для российской 
популяции мутаций оказалась в  5 раз выше  – 
17,6%. С помощью метода высокопроизводитель-
ного секвенирования (NGS) дополнительно были 

выявлены редкие патогенные мутации в  генах 
BRCA1 и  BRCA2 еще у  14% обследованных из 
группы больных РМЖ с КПНЗ и отсутствием ха-
рактерных для российской популяции мутаций 
(n = 193). На основании полученных данных мож-
но заключить, что не менее 30% больных РМЖ 
с  КПНЗ имеют наследственные мутации в  генах 
BRCA1 и BRCA2.

Мы показали, что применение технологии 
NGS упрощает анализ таких протяженных ге-
нов, как BRCA1 и BRCA2. Однако при проведении 
молекулярно-генетического исследования необ-
ходимо учитывать ограничения данного мето-
да, а  именно невозможность полного покрытия 
всего гена или неравномерность прочтения от-
дельных участков. Широкое применение методов 

Рис. 3. Фрагмент секвенирования последовательности гена BRCA1 методом NGS (прибор 
MiSeq (“Illumina”, США) у пациентки В. с наследственным раком молочной железы. 
Положение замены с.3257Т>С в гене BRCA1 выделено линиями

Рис. 2. Родословная пациентки В. с наследственным раком молочной железы (РМЖ), 28 лет, 
патогенная мутация с.3257Т>С в гене BRCA, выявленная методом NGS
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высокопроизводительного секвенирования приво-
дит к выявлению большого числа неописанных ва-
риантов, квалификация которых требует большой 
осторожности, как и вынесение заключения о свя-
зи выявленного генетического варианта с заболева-
нием. Очень важно аккуратно анализировать вновь 
выявленные варианты, так как не все аминокислот-
ные замены являются мутациями. Подтверждение 
всех найденных патогенных генетических вариан-
тов должно проводиться с помощью секвенирова-
ния по Сэнгеру – единственного сертифицирован-
ного метода для клинической диагностики.

Предложенный нами алгоритм молекулярно-ге-
нетического обследования для выявления наслед-
ственного BRCA-ассоциированного РМЖ позволя-
ет диагностировать заболевание на ранней стадии 
и проводить необходимые профилактические и ле-
чебные мероприятия, что будет способствовать 
повышению эффективности лечения и  снижению 
смертности при данной онкопатологии.

Полученные в  работе результаты молекуляр-
но-генетического исследования указывают на необ-
ходимость создания единого регистра всех выявлен-
ных вариантов в генах BRCA1 и BRCA2 у российских 
больных с  наследственным РМЖ (патогенных за-
мен, неописанных замен, замен с неизвестным кли-
ническим значением), который поможет в будущем 
разрабатывать персонализированные протоколы 
лечения и консультирования таких больных.

Заключение
Важность развития программ ранней диагности-
ки онкологических заболеваний практически ни-
кем не оспаривается, однако широкое внедрение 
методик генетического скрининга вызывает се-
рьезные дискуссии не только в  профессиональ-
ной среде, но и среди населения. Разработка про-
граммы, в  которой генетическое тестирование 
станет повсеместно рутинной процедурой, чрез-
вычайно необходима, так как выявление герми-
нальных мутаций в  генах BRCA1 и  BRCA2 дает 
возможность прогнозировать заболевание задол-
го до его возникновения и вовремя принять необ-
ходимые меры для профилактики, включая моле-
кулярно-направленную терапию и превентивные 
операции. Аутосомно-доминантный тип наследо-
вания при BRCA-ассоциированном РМЖ позво-
ляет ожидать накопления заболеваний в  семье, 
что требует выполнения каскадного семейного 
скрининга. Это предполагает разработку алго-
ритма обследования, при котором экономическая 
и медицинская эффективность применяемых ме-
тодик должна учитывать социально-этические 
факторы, связанные с  необходимостью прово-
дить углубленную диагностику здоровых лю-
дей, не создавая при этом стрессовую ситуацию 
и не провоцируя канцерофобию [27]. Программа 
должна обязательно включать четкие показания 
и рекомендации для врачей общей практики и он-
кологов.

Выявленная в проведенном нами исследовании 
высокая частота мутаций в генах BRCA1 и BRCA2 
у больных РМЖ подтверждает необходимость то-
тального генетического скрининга в  этой группе. 
Динамическое наблюдение пациентов с  наслед-
ственным РМЖ и  профилактика возникновения 
новых случаев онкозаболевания у их родственни-
ков – носителей мутаций в генах BRCA1 и BRCA2 – 
должны осуществляться мультидисциплинарной 
командой (маммологи, гинекологи, онкологи, ме-
дицинские генетики, химиотерапевты, психотера-
певты). 

Рис. 4. Фрагмент секвенирования последовательности гена BRCA1 по методу Сэнгера 
(подтверждающая диагностика) у пациентки В. с наследственным раком молочной железы. 
Визуализация в программе Chromas. Патогенная мутация с.3257Т>С в гене BRCA1 указана 
стрелкой
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Background: About 30%  of cases of hereditary 
breast cancer (BC) are associated with the BRCA1 
and BRCA2 gene mutations. The absence of the 
programs of mandatory genetic screening for he-
reditary BRCA-associated BC in Russia, as well as of 
an algorithm for molecular genetic testing does 
not allow fully accomplishing the necessary pre-
ventive, diagnostic and medical measures. Aim: 
To elaborate an algorithm for molecular genetic 
testing of BC patients in order to improve the ef-
ficacy of identification of the hereditary nature of 
the disease. Materials and methods: The study is 
based on the analysis of the results of molecular 
genetic testing of 3826 BC patients aged from 22 
to 90 years, who were examined and treated in the 
Russian Research Center of Roentgenoradiology 
(Moscow) from 2010 to 2016. At the first stage of 
the study, germinal mutation in the BRCA1 and 
BRCA2 genes prevalent in the Russian population 
were identified by the real-time polymerase chain 
reaction (PCR). At the second stage, we searched 
for rare genetic variants of these genes by the 
‘next generation sequencing’ (NGS) method. 
Results: The real-time PCR (the first stage) showed 
that the prevalence of the most typical for the 
Russian population mutations in the BRCA1 gene, 
associated with BC risk, was 3.5% (132 / 3826 BC 
patients). No carriers of the BRCA2 mutations were 
identified. Based on the analysis of a  question-
naire survey and primary medical documentation, 
a group of 717 patients was selected from the total 
cohort, who had clinical features of the hereditary 
disease (CFHD). In this group, the BRCA1 and BRCA2 
gene mutations were found in 126 patients (17.6%). 
At the second stage, a group of 193 patients with 
CFHD and no BRCA1 and BRCA2 mutations preva-
lent in the Russian population was investigated by 

NGS. Rare pathogenic mutations of these genes 
were found in 27  patients (14%). In total, it may 
be concluded that at least 30% of the BC patients 
with CFHD have germinal mutations in the BRCA1 
and BRCA2 genes. Based on the data obtained, we 
have developed the algorithm of molecular genet-
ic testing of BC patients aimed at identification of 
the hereditary nature of the disease. Conclusion: 
The high frequency of mutations in the BRCA1 and 
BRCA2 genes found in this study in BC patients 
with CFHD confirms the necessity of genetic test-
ing for this hereditary disease. The information on 
its hereditary nature allows for the introduction of 
essential therapy modification with a personalized 
approach. Regular follow-up of patients with he-
reditary BC and prevention of new BC cases and 
other cancers (ovarian, gastric, pancreatic and 
prostate cancer, as well as melanoma) in their rela-
tives with BRCA1 and BRCA2 mutations have to be 
implemented by a multidisciplinary team (special-
ists in mammology, gynecology, oncology, medi-
cal genetics, chemotherapy and psychotherapy).

Key words: hereditary breast cancer, BRCA1/2 
genes, next generation sequencing (NGS), genetic 
consultation
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Исследование модифицирующей роли 
полиморфизма митохондриальной ДНК 
в манифестации синдрома Бругада
Голубенко М.В.1 • Михайлов В.С.2 • Заклязьминская Е.В.2, 3

Актуальность. Синдром Бругада – генетически 
и фенотипически гетерогенное наследственное 
заболевание, для которого характерен высокий 
риск развития аритмий и внезапной сердечной 
смерти. Предполагают, что в  вариабельность 
фенотипа вносят вклад модифицирующие ге-
нетические факторы. Среди них рассматривают 
полиморфизм митохондриальной ДНК (мтДНК), 
поскольку дисфункция митохондрий, в том чис-
ле связанная с  вариантами мтДНК, может ока-
зывать аритмогенный эффект. Цель – изучение 
возможной связи полиморфизма мтДНК с  фе-
нотипом у  российских больных с  синдромом 
Бругада. Материал и методы. Исследован по-
лиморфизм мтДНК у  36  российских пробандов 

с  синдромом Бругада. На основании секвени-
рования первого гипервариабельного сегмен-
та D-петли определена принадлежность мтДНК 
к основным европейским гаплогруппам мтДНК. 
Результаты. Частоты основных гаплогрупп 
мтДНК в исследованной выборке в целом соот-
ветствуют распределению, характерному для 
русских популяций, за исключением гаплогруп-
пы J, которая не была выявлена у  исследован-
ных пробандов. Полученные результаты не со-
гласуются с опубликованными ранее данными, 
согласно которым гаплогруппы J и T были фак-
тором риска проявления симптомов при этом 
заболевании. Заключение. Наше исследова-
ние не выявило роли полиморфизма мтДНК 

(гаплогрупп J  и  T) в  формировании фенотипа 
синдрома Бругада.

Ключевые слова: синдром Бругада, модифи-
цирующие генетические факторы, митохондри-
альная ДНК
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О р и г и н а л ь н а я  с т а т ь я

Синдром Бругада  – наследственное на-
рушение сердечного ритма, первое опи-
сание которого датируется 1992  г. [1]. 
Заболевание характеризуется подъемом 

сегмента ST в  правых прекордиальных отведе-
ниях V1–V2 ≥ 2  мм, атипичной блокадой правой 
ножки пучка Гиса, высоким риском внезапной 
сердечной смерти вследствие полиморфной же-
лудочковой тахикардии. Предполагается, что 
на долю синдрома Бругада приходится не менее 
12%  всех случаев внезапной сердечной смерти 
и около 20% случаев аутопсий со структурно нор-
мальным сердцем [2].

Синдром Бругада наиболее распространен 
в  странах Юго-Восточной Азии: в  Тайланде 
и Японии его частота превышает 120:100 000 на-
селения [3–5]. Однако заболевание регистри-
руют во всех этнических группах, в  Европе 
и  США его встречаемость составляет около 
10:100 000  населения. По результатам един-
ственного эпидемиологического исследова-
ния распространенности Бругада-подобных 

изменений на электрокардиограмме в  России, 
выполненного в  Самарской области, этот элек-
трокардиографический феномен был выявлен 
у  20 из  42 779  обследованных, что составляет 
около 50:100 000 [6].

Синдрому Бругада свойственна выраженная 
генетическая гетерогенность. В настоящее время 
известно не менее 17  генов, мутации в  которых 
приводят к  развитию заболевания [7]. Эти гены 
кодируют субъединицы калиевых, кальциевых 
и  натриевых каналов, принимающих участие 
в  генерации потенциала действия в  миокарде. 
Мутации в гене SCN5A выявляются у 25–30% па-
циентов [8], другие известные генетические фор-
мы в  совокупности отвечают не более чем за 
5–10%  случаев заболевания. Синдром Бругада 
наследуется по аутосомно-доминантному типу. 
Не обнаружено ни одной генетической формы, 
сцепленной с Х- или Y-хромосомой, однако среди 
диагностированных больных наблюдается выра-
женное неравновесие по полу, с  преобладанием 
мужчин в  8–10  раз во всех этнических группах. 
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Этот феномен не имеет объяснения, хотя и  об-
суждается роль стероидных гормонов в манифе-
стации заболевания [9].

Синдром Бругада может длительно протекать 
бессимптомно, и  в большинстве случаев нача-
ло клинических проявлений приходится на тре-
тью-четвертую декаду жизни (35–45 лет) [10]. При 
этом нарушения ритма могут проявиться практи-
чески в любом возрасте – от 2 дней до 84 лет [10]. 
Примерно у 20% пациентов с синдромом Бругада 
кроме желудочковых нарушений ритма сердца 
развиваются суправентрикулярные аритмии [10]. 
Желудочковые тахикардии и  синкопальные со-
стояния, как правило, развиваются спонтанно, 
не показано убедительной связи с  физическими 
или эмоциональными нагрузками, но провоци-
рующим фактором может служить гипертермия 
(например, лихорадка при воспалительных забо-
леваниях или перегрев в  бане), а  также некото-
рые лекарственные препараты [11, 12]. На сегодня 
ни для одного из антиаритмических препаратов 
не доказана эффективность в  уменьшении ри-
ска жизнеугрожающих нарушений ритма сердца, 
и  имплантация кардиовертера-дефибриллятора 
остается единственным методом лечения, сни-
жающим риск внезапной сердечной смерти при 
синдроме Бругада [13–15]. Для оценки риска ис-
пользуются электрокардиографические, антропо-
метрические и семейные данные. Вместе с тем во-
просы оценки риска внезапной сердечной смерти 
и  показания к  имплантации антиаритмических 
устройств при синдроме Бругада все еще остаются 
дискуссионными и нуждаются в уточнении.

Роль выявления мутаций в  гене SCN5A и  их 
вклад в оценку риска внезапной сердечной смер-
ти также не вполне ясны. Неполная пенетрант-
ность мутаций и  гетерогенность фенотипа по-
зволяют предположить наличие дополнительных 
модифицирующих факторов, в том числе генети-
ческих, которые могут влиять на развитие заболе-
вания. Так, установлено, что у больных с мутаци-
ей SCN5A наличие одновременно полиморфизма 
H558R в  том же гене оказывает благоприятный 
эффект на течение заболевания [16]. В  одной из 
работ была показана ассоциация 5 из  73  канди-
датных SNP в различных генах с развитием арит-
мий у пациентов с синдромом Бругада; по резуль-
татам исследования была предложена пилотная 
модель стратификации риска с  учетом генотипа 
по этим SNP [17].

Данные некоторых исследований указывают 
на то, что дисфункция митохондрий (снижение 
продукции АТФ и  повышение уровня активных 
форм кислорода) в миокарде имеет аритмогенный 

эффект [18, 19]. Снижение отношения АТФ/АДФ 
приводит к  открытию калиевых каналов, вслед-
ствие этого замедляется проведение импульса 
[20], а окислительный стресс влияет на возбуди-
мость кардиомиоцитов, в  частности, за счет со-
кращения поступления в  клетку натрия и  каль-
ция [18, 21]. Таким образом, митохондриальная 
дисфункция вызывает изменения, схожие с  эф-
фектом мутаций при синдроме Бругада.

Митохондриальная ДНК (мтДНК) кодирует 
13  субъединиц комплексов дыхательной цепи 
митохондрий, и мутации мтДНК могут нарушать 
функцию окислительного фосфорилирования, 
приводя к  снижению синтеза аденозинтрифос-
форной кислоты и повышению продукции актив-
ных форм кислорода (окислительному стрессу). 
Некоторые заболевания, вызываемые мутациями 
мтДНК, характеризуются в том числе нарушени-
ями в проводящей системе сердца: например, при 
синдроме Кернса – Сейра, связанном с делецией 
примерно 5000  п.н. мтДНК, может развиваться 
полная атриовентрикулярная блокада. Аритмия 
и внезапная сердечная смерть могут развиваться 
и при синдроме MELAS у носителей наиболее ча-
стой митохондриальной мутации – A2343G [22].

Митохондриальная ДНК человека характери-
зуется высоким уровнем полиморфизма в  попу-
ляциях. Сложно найти двух неродственных друг 
другу индивидов, которые бы имели одинаковую 
последовательность митохондриального генома. 
Поскольку мтДНК не рекомбинирует в  мейозе, 
последовательно возникающие мутации обра-
зуют устойчивые гаплотипы. Родственные друг 
другу гаплотипы объединяют в  гаплогруппы. 
Каждая гаплогруппа имеет буквенное обозна-
чение и  характеризуется своим устойчивым на-
бором замен в мтДНК. Это могут быть и замены 
аминокислот в  белках, и  замены в  митохондри-
альных генах рибосомных и транспортных РНК. 
Этот популяционный полиморфизм может иметь 
некоторую функциональную значимость, вли-
яя (в пределах нормы) на функцию дыхательной 
цепи и, соответственно, митохондрий.

Исследования популяционного полиморфиз-
ма мтДНК как потенциального «модификатора» 
фенотипа кардиологических заболеваний про-
водились неоднократно. Однако, принимая во 
внимание значительную географическую диф-
ференциацию полиморфизма мтДНК, всегда 
следует учитывать популяционную специфику. 
Например, в  одном исследовании, проведенном 
в Испании, было показано, что у больных с гипер-
трофической кардиомиопатией чаще встречается 
гаплогруппа Т по сравнению с  популяционной 
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выборкой [23], тогда как в другом исследовании, 
проведенном в популяции датчан, фактором ри-
ска была гаплогруппа Н [24].

Два зарубежных исследования, посвященные 
анализу митохондриального генома у пациентов 
с синдромом Бругада, указывают на возможную 
роль полиморфизма мтДНК в  проявлении за-
болевания. При секвенировании митохондри-
альных генов транспортной РНК у  пациентов 
иранского происхождения были выявлены три 
потенциально патогенные мутации в  гетеро-
плазмичном состоянии [25]. Согласно данным 
другого исследования, проведенного в  итальян-
ской популяции, гаплогруппы T и J, объединяе-
мые общим полиморфизмом T4216C, встречают-
ся у всех симптомных пациентов со спонтанным 
Бругада-паттерном 1-го  типа на электрокардио-
грамме [26]. Авторы высказали предположение, 
что принадлежность мтДНК к  гаплогруппам T 
и  J  – важный модифицирующий фактор, спо-
собствующий проявлению фенотипа синдрома 
Бругада.

Целью нашей работы было изучение возмож-
ной связи полиморфизма мтДНК с  фенотипом 
у российских больных с синдромом Бругада.

Материал и методы
Для проведения исследования были использова-
ны образцы ДНК пациентов с синдромом Бругада, 
направленных для генетической диагностики в ла-
бораторию медицинской генетики РНЦХ име-
ни академика Б.В. Петровского. Исследование 
было проведено в  соответствии с  положениями 
Хельсинкской декларации и  на основании пись-
менного информированного согласия пациен-
тов. Диагноз синдрома Бругада был установлен 
всем пациентам на основании общепринятых ди-
агностических критериев (2012) [27]. На предва-
рительном этапе исследования всем пробандам 
с  диагнозом синдрома Бругада было выполнено 
капиллярное секвенирование по Сэнгеру кодиру-
ющей последовательности и прилегающих интрон-
ных областей гена SCN5A. В окончательную выбор-
ку вошли 36 пробандов с клинически достоверным 
диагнозом (4 женского и 32 мужского пола), у ко-
торых не было обнаружено мутаций в гене SCN5A, 
в основном из центральных регионов европейской 
части России. Средний возраст в  выборке соста-
вил 29 лет (от 6 до 60 лет). Пациенты с мутациями 
SCN5A были исключены из выборки, для того что-
бы оценить влияние митохондриального генома 
независимо от эффекта мутаций этого гена.

Полиморфизм мтДНК изучали с  помо-
щью секвенирования первого и  второго 

гипервариабельных сегментов D-петли мтДНК 
(участки 16024–16383 и  57–372  согласно рефе-
ренсной последовательности мтДНК [28]). Для 
этого проводили ПЦР-амплификацию иссле-
дуемого участка с  помощью праймеров L15997 
(5’- ctc cac cat tag cac cca aag c-3’) и H408 (5’- ctg 
tta aaa gtg cat acc gcc a-3’). Продукты полимераз-
ной цепной реакции секвенировали методом 
Сэнгера на генетическом анализаторе ABI 3730 
c праймеров L15997, Н16526 (5’- aac gtg tgg gct att 
tag gc-3’) и L16420 (5’- cac cat tct ccg tga aat ca-3’). 
Принадлежность мтДНК к гаплогруппам (груп-
пам родственных гаплотипов) определяли по 
характерным для этих гаплогрупп нуклеотид-
ным заменам относительно референсной по-
следовательности, согласно филогении мтДНК 
человека, доступной онлайн: www.phylotree.org 
[29].

В ходе анализа данных рассчитывали абсо-
лютные и  относительные (в  %) частоты гапло-
групп, двусторонний 95% доверительный интер-
вал для относительных частот (по методу Wilson 
без поправки на непрерывность). Сравнение ча-
стот в двух группах проводили с помощью крите-
рия χ2 и точного критерия Фишера (в случае коли-
чества наблюдений менее 5 в одной из подгрупп). 
Статистически значимым был принят уровень 
ошибки первого рода α < 0,05. Расчеты проводили 
в программе Statistica 13.2 (Dell inc., США).

Результаты
В выборке из 36 пробандов с синдромом Бругада 
нами были выявлены 8  различных гаплогрупп 
мтДНК (таблица). Наиболее частой, как и во всех 
европейских популяциях, была гаплогруппа  Н 
(44%), следующими по распространенности были 
гаплогруппы U (17%) и Т (10%). Четвертая по рас-
пространенности в  российских европеоидных 
популяциях гаплогруппа  J, для которой (вместе 
с  ее «сестринской» гаплогруппой  Т) была пока-
зана ассоциация с  неблагоприятным течением 
синдрома Бругада [26], в  нашей выборке отсут-
ствовала. Интересно, что у  наших пациентов со 
значительной частотой (для такой маленькой 
выборки) были определены «редкие» для рус-
ских гаплогруппы: I, W и  HV0, которые в  по-
пуляции встречаются реже, чем гаплогруппа  J. 
Гаплогруппа  U  у  больных синдромом Бругада 
была зарегистрирована с несколько меньшей ча-
стотой, чем в популяции. Различия в частоте га-
плогруппы  J в  популяции и  у больных синдро-
мом Бругада были статистически значимыми 
(p = 0,042 для двустороннего точного критерия 
Фишера).
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Обсуждение
В статье L. Stocchi и соавт. [26] проанализирова-
ны клинические проявления синдрома Бругада 
у  итальянцев в  зависимости от полиморфизма 
митохондриального генома. Было показано, что 
все пациенты, у  которых были отмечены сим-
птомы заболевания (остановка сердца, фибрил-
ляция предсердий), имели мтДНК, принадле-
жащую к  гаплогруппам J  и  T. Эти гаплогруппы 
образуют филогенетический кластер, определяе-
мый миссенс-заменой Т4216С (замена аминокис-
лоты Tyr304His в  первой субъединице НАДН-
дегидрогеназы). Кроме того, каждая из этих 
гаплогрупп характеризуется дополнительными 
аминокислотными заменами в различных субъе-
диницах комплексов дыхательной цепи митохон-
дрий. Можно предположить, что совокупность 
этих миссенс-полиморфизмов ведет к снижению 
эффективности окислительного фосфорилиро-
вания, и это объясняет ассоциацию данных гап
логрупп с  неблагоприятным течением заболе-
вания. Стоит отметить, однако, что этот анализ 
был проведен всего на 16 пациентах, из которых 
указанные симптомы имели 5  человек. В  выше-
указанном исследовании [26] был осуществлен 
скрининг еще 24  пациентов на принадлежность 
мтДНК к  гаплогруппам  J  и  T, который выявил 
очень высокую суммарную частоту этих гапло-
групп у больных с синдромом Бругада – 56%, по 
сравнению с 20% в популяции. Наше исследова-
ние не подтверждает этой ассоциации: несмотря 
на то что в русских популяциях суммарная часто-
та гаплогрупп J и Т также составляет около 20% 
(см. таблицу), у больных синдромом Бругада была 
обнаружена только гаплогруппа Т – 11% (4 чело-
века). Таким образом, полученные нами данные 
о  полиморфизме мтДНК у  больных синдромом 
Бругада противоречат результатам исследова-
ния, проведенного в Италии: если там гаплогруп-
па J была зарегистрирована у 6 из 16 человек, то 
есть в  37,5% [26], в  нашей выборке с  синдромом 
Бругада она отсутствовала, и различия с популя-
ционной выборкой можно считать статистически 
значимыми (p < 0,05).

Митохондриальная ДНК человека обладает 
высокой изменчивостью в популяциях человека. 
Например, генотипированные нами гаплогруп-
пы мтДНК характерны лишь для европеоид-
ных (в  том числе ближневосточных) популяций 
и практически не встречаются в популяциях ази-
атского или африканского происхождения. Кроме 
того, каждая из этих гаплогрупп состоит из суб-
гаплогрупп, имеющих свои отличительные вари-
анты мтДНК, и эта изменчивость географически 

дифференцирована, то есть в разных популяци-
ях одна и та же гаплогруппа мтДНК может иметь, 
наряду с  общими, дополнительные варианты, 
специфические для данного географического 
региона. Это может быть одной из причин про-
тиворечивости результатов исследований, про-
водимых в разных странах. Например, из 4 пред-
ставителей гаплогруппы Т в нашем исследовании 
2 человека относились к подгруппе Т1а, 1 – к Т2а 
и 1 – к T2b, тогда как в работе [26] было выявлено 
2 представителя гаплогруппы Т – оба принадле-
жали к подгруппе Т2с.

Заключение
Проведенное нами исследование полиморфиз-
ма мтДНК у российских пациентов с синдромом 
Бругада не подтвердило предположенной ранее 
[26] ассоциации гаплогрупп мтДНК Т и  J с  син-
дромом Бругада. Поскольку в нашей работе груп-
па больных была немногочисленной (это обу-
словлено редкостью заболевания), мы не можем 
полностью исключить роль популяционного по-
лиморфизма мтДНК в  формировании фенотипа 
при синдроме Бругада. Вместе с  тем противоре-
чивость результатов, получаемых в разных иссле-
дованиях, не позволяет использовать принадлеж-
ность мтДНК к гаплогруппам Т и J как значимый 
фактор для прогноза этого заболевания. 

Частота различных гаплогрупп мтДНК у пациентов с синдромом Бругада в сравнении 
с русской популяцией 

Гаплогруппа 
мтДНК

Пациенты с синдромом Бругада, 
n = 36

Русские, европейская 
часть России, n = 953 
(по [30])

Значение 
p**

n % (ДИ)* n % (ДИ)*

H 16 44,4 (29,5–60,4) 386 40,5 (37,4–43,7) 0,636

U (в том 
числе К)

6 16,7 (7,9–31,9) 240 25,2 (22,5–28) 0,246

T 4 11,1 (4,4–25,3) 85 8,9 (7,3–10,9) 0,557

J 0 0 (0–9,6) 92 9,7 (7,9–11,7) 0,042

I 3 8,3 (2,9–21,8) 25 2,6 (1,8–3,8) 0,078

W 2 5,6 (1,5–18,1) 19 2,0 (1,3–3,1) 0,176

HV0 3 8,3 (2,9–21,8) 29 3,0 (2,1–4,3) 0,107

Др. 2 5,6 (1,5–18,1) 77 8,1 (6,5–10) 1,000

мтДНК – митохондриальная ДНК, ДИ – доверительный интервал
  * Приведена доля в процентах от общей выборки; в скобках указан двусторонний 95% ДИ для доли
** �Сравнение с частотой в популяции (критерий χ2, точный критерий Фишера в случае, если в одной 

из подгрупп было менее пяти наблюдений)
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Background: Brugada syndrome is a  hereditary 
disease with genetic and phenotypic variability 
characterized by a  high risk for arrhythmia and 
sudden cardiac death. It is assumed that modify-
ing genetic factors contribute to the variability 
of the phenotype. Mitochondrial DNA (mtDNA) 
polymorphism can be considered among such 
factors, since mitochondrial dysfunction, includ-
ing that associated with mtDNA variants, can have 
an arrhythmogenic effect. Aim: To study possi-
ble association between mtDNA polymorphism 
with the phenotype in the Russian patients with 
Brugada syndrome. Materials and methods: We 
have studied mtDNA polymorphism in 36 Russian 
probands with Brugada syndrome. Common 
“European” haplogroups of mtDNA were assigned 
using sequencing of the hypervariable segment 1 
in mtDNA D-loop. Results: In the study sample, 
the frequencies of the mtDNA haplogroups gen-
erally correspond to the distribution common for 

the Russian populations, except the J haplogroup, 
which was not found in the studied probands. 
The results contradict with previously published 
data on the J and T haplogroups as risk factors for 
Brugada syndrome manifestation. Conclusion: 
The study did not reveal the role of mtDNA poly-
morphism (J and T haplogroups) in the formation 
of the Brugada syndrome phenotype.
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Ассоциация генетических маркеров 
целиакии с репродуктивными 
нарушениями

Минайчева Л.И.1 • Брагина Е.Ю.1 • Жалсанова И.Ж.1 • Чеснокова Н.А.1 • Марусин А.В.1

Обоснование. Многочисленные исследования 
показали связь генов, вовлеченных в  иммун-
ный ответ, с  бесплодием и  невынашиванием 
беременности. Наиболее значимые ассоциа-
ции установлены для генов цитокинов (IL1B, IL6, 
IL10, IL18), хемокинов (CXCL9, CXCL10, CXCL11), 
генов главного комплекса гистосовместимо-
сти HLA II  класса (DQA1, DQB1, DRB1). Гены HLA 
ассоциированы с  целиакией, генетически де-
терминированным аутоиммунным заболева-
нием, одним из симптомов которого является 
нарушение репродуктивной функции у мужчин 
и женщин. Цель – оценить распространенность 
полиморфных вариантов генов иммунного от-
вета (HLA: DQA1 DQB1, DRB1; TNF, IL10, CXCL10) 
у  пациентов с  нарушением репродуктивной 
функции. Материал и  методы. В  пилотном 
исследовании изучен полиморфизм генов IL10 
(rs1800872), TNF (rs1800629), CXCL10 (rs4386624), 
HLA II класса (DQA1, DQB1, DRB1) у  семейных 
пар (n = 220) с репродуктивными нарушениями 
(бесплодие и  невынашивание беременности). 
Генотипирование осуществляли с  помощью 
полимеразной цепной реакции в  режиме ре-
ального времени (реал-тайм ПЦР) и  рестрик-
ционного анализа продуктов амплификации 
(ПЦР-ПДРФ). Для сравнения использовали по-
пуляционные данные о генотипах и аллелях по 
исследуемым вариантам генов IL10 (rs1800872), 
TNF (rs1800629), CXCL10 (rs4386624). Различия 
в  распространенности аллелей и  генотипов 

оценивали с  помощью χ2  теста. Достигнутый 
уровень значимости различий считали при 
р < 0,05. Гаплотипическое разнообразие рас-
считывали с  помощью программы Arlequin, 
версия  3.5.x. Результаты. Наблюдали значи-
тельное перераспределение генотипов и алле-
лей по варианту гена TNF (rs1800629) у мужчин 
с нарушениями функций репродукции по срав-
нению с популяционными данными. Для других 
изученных вариантов генов различий не обна-
ружено. В исследуемой выборке частота гапло-
типов генов HLA II класса (DQA1, DQB1, DRB1), 
связанных с целиакией (DQ2 и DQ8), составила 
23,8%. Заключение. Полученные результаты 
свидетельствуют о важной роли генов, связан-
ных с целиакией, в развитии нарушений репро-
дукции.

Ключевые слова: репродуктивная функция, 
невынашивание беременности, бесплодие, це-
лиакия, гены иммунного ответа, полиморфизм
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Бесплодие диагностируется у  6–17%  су-
пружеских пар и  представляет собой 
серьезную клиническую и  социальную 
проблему [1]. Уровень распространенно-

сти и  структура причин бесплодия значительно 
различаются в  развитых странах и  в развиваю-
щихся регионах мира. По данным Росстата, в на-
шей стране отмечается рост этой патологии. Так, 
в  2017  г. по результатам анализа заболеваемо-
сти показатель бесплодия (впервые выявленно-
го) у женщин составил 278,8 (на 100 000 женщин 
в возрасте от 18 до 49 лет), в то время как в 2005 г. 
он был на уровне 146,6  [2]. Невынашивание бе-
ременности – одно из частых событий, которым 
заканчивается от 15 до 25% случаев всех беремен-
ностей и которое регистрируется у 5% супруже-
ских пар [3, 4]. В настоящее время не существует 
надежных методов оценки степени риска этого 
серьезного осложнения.

К основным причинам, приводящим к  бес-
плодию и  невынашиванию беременности, отно-
сят структурные аномалии репродуктивных ор-
ганов, хронический эндометриоз, возраст матери, 
злоупотребление алкоголем, курение, гормональ-
ные и иммунологические нарушения, психоэмо-
циональное состояние, мужской фактор, а также 
генетические причины. Среди генетических фак-
торов повторных потерь беременности весомая 
доля (от  50 до  70%) принадлежит хромосомным 
аномалиям одного из партнеров [5, 6].

Несомненно, успешная беременность зависит 
от иммунного баланса. Во время беременности 
преобладает субпопуляция цитокинов Th2-типа. 
Они индуцируют иммунную толерантность ма-
тери к плоду как к аллотрансплантату, тем самым 
обеспечивая успешную имплантацию и  репро-
дуктивные результаты. Сдвиг в сторону цитоки-
нов Th1-типа приводит к иммунному дисбалансу, 
в  результате которого значительно возрастает 
риск потери беременности [7]. В этой связи важ-
ная роль отводится исследованию генетической 
предрасположенности, обусловленной влиянием 
функционально ослабленных вариантов генов, 
вовлеченных прежде всего в  иммунный ответ, 
а также в процессы коагуляции, обмена веществ 
и  ангиогенез [8]. Наиболее выраженные ассоци-
ации, регистрируемые в  разных популяциях, 
установлены для генов главного комплекса тка-
невой совместимости человека (HLA), фенотипи-
рование которых получило широкое применение 
в клинической практике, генов цитокинов, вклю-
чая IL1B, IL6, IL10, IL18, и  многих других генов, 
необходимых для успешной имплантации эмбри-
она и поддержания активности Th2-клеток [3, 9, 

10]. Однако после полного скрининга известных 
этиологических или предрасполагающих факто-
ров примерно в 40% всех случаев привычного не-
вынашивания причина этого состояния остается 
неизвестной [11].

В нескольких исследованиях установлено 
влияние заболеваний кишечника на дисфункцию 
репродуктивной системы [12, 13]. Целиакия, бу-
дучи наиболее изученной среди этих патологий, 
может стать интересной моделью для исследо-
вания нарушений функции репродуктивной 
системы. Целиакия  – хроническое генетически 
детерминированное аутоиммунное заболевание, 
характеризующееся иммунопатологическими 
нарушениями слизистой оболочки тонкой киш-
ки. Репродуктивные расстройства при целиакии 
относят к  атипичному течению заболевания, 
когда гастроинтестинальные симптомы отсут-
ствуют. Для этой формы целиакии характерны 
бесплодие, спонтанные аборты, привычное не-
вынашивание беременности у  женщин, вторич-
ное бесплодие у мужчин [14, 15]. Предполагается, 
что способность антител классов IgA и IgG к тка-
невой трансглутаминазе нарушать инвазивность 
трофобласта и  дифференцировку эндотелиаль-
ных клеток эндометрия лежит в  основе неудач 
ранней плацентации при целиакии [12].

Гены HLA в  значительной степени ассоции-
рованы с  развитием целиакии. Так, у  90%  паци-
ентов выявляют гаплотипы DQ2 (DQA1*0501-
DQB1*0201) и DQ8 (DQA1*0301-DQB1*0302) [16, 
17]. Наличие рисковых для целиакии аллелей HLA 
не объясняет полностью генетическую состав-
ляющую заболевания. Получены убедительные 
данные об ассоциации полиморфных вариантов 
генов IL10, TNFA с  подверженностью целиакии 
[18–20]. В  ряде работ обнаружена важная роль 
генов хемокинов (CXCL9, CXCL10, CXCL11) в раз-
витии воспаления при целиакии [21, 22]. У  жен-
щин с  целиакией отмечен высокий риск разви-
тия репродуктивных нарушений по сравнению 
с  общей популяцией [23, 24]. У  мужчин с  целиа-
кией также выявляются фертильные проблемы, 
включая андрогенную резистентность, снижение 
подвижности сперматозоидов [25, 26], недоста-
точность минералов и витаминов [27–29]. Анализ 
данных литературы показал противоречивость 
полученных результатов. В недавнем масштабном 
исследовании не было обнаружено снижения ре-
продуктивной функции у пациенток с диагности-
рованной целиакией, в  то же время наблюдается 
значительное снижение фертильности до установ-
ления диагноза аутоиммунного заболевания [30]. 
Возможно, различия в  результатах проведенных 
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исследований обусловлены тем, что последствия, 
связанные с  репродуктивной дисфункцией, как 
у  мужчин с  целиакией, так и  у женщин успешно 
корректируются с помощью безглютеновой диеты 
[31, 32]. Не исключено, что генетические причины, 
предрасполагающие к  целиакии, играют важную 
роль в снижении фертильности.

Цель – изучить распространенность полимор-
фных вариантов генов TNF, IL10, CXCL10, HLA: 
DQA1, DQB1, DRB1 у пациентов с нарушением ре-
продуктивной функции.

Материал и методы
В работе изучен полиморфизм генов, для кото-
рых ранее установлен высокий прогностиче-
ский потенциал в отношении целиакии, включая 
IL10 (rs1800872), TNF (rs1800629), HLA II  класса 
(DQA1, DQB1, DRB1), а также вариант гена CXCL10 
(rs4386624) [14, 15, 18–22]. Исследование носит пи-
лотный характер. Генотипирование выполнено 
у 110 семейных пар с нарушениями репродуктив-
ной функции (220  человек), обратившихся в  ге-
нетическую клинику НИИ медицинской генети-
ки Томского НИМЦ в  период с  декабря 2014 по 
апрель 2018 года. Критериями включения в иссле-
дование были диагнозы «бесплодие» и  «невына-
шивание беременности» (все случаи подтверж-
дены медицинскими документами: выписками 
из стационаров и  протоколами ультразвукового 

исследования). Средний возраст женщин (± стан-
дартное отклонение) составил 32,25 ± 4,6  года, 
мужчин – 34,94 ± 6,49 года. Все пациенты подпи-
сали информированное согласие об участии в ис-
следовании.

Забор образцов крови, сбор данных анамнеза, 
формирование групп исследования проводились 
сотрудниками генетической клиники НИИ меди-
цинской генетики Томского НИМЦ. Из анализа 
исключены индивидуумы с  экстрагенитальной 
патологией: диабетом, заболеваниями щитовид-
ной железы, аутоиммунными заболеваниями, 
а  также с  хромосомными нарушениями и  жен-
щины с  пороками развития половой системы 
(врожденные пороки развития матки).

Для молекулярно-генетического исследо-
вания использовали образцы ДНК, экстраги-
рованные из лейкоцитов периферической кро-
ви с  помощью фенол-хлороформного метода. 
Генотипирование полиморфных вариантов ге-
нов выполнено с  использованием полимеразной 
цепной реакции в  режиме реального времени 
(реал-тайм ПЦР), а  также метода полимеразной 
цепной реакции с  последующим анализом по-
лиморфизма длины рестрикционных фрагмен-
тов (ПЦР-ПДРФ анализ). Структура праймеров 
представлена в табл. 1. Для сравнения использо-
вали данные о частотах генотипов и аллелей ис-
следуемых вариантов генов (IL10 (rs1800872), TNF 

Таблица 1. Последовательности праймеров для генотипирования полиморфных вариантов генов IL10 (rs1800872), TNF (rs1800629), 
CXCL10 (rs4386624)

Ген Полиморфизм Метод генотипирования Последовательности праймеров Эндонуклеаза и фрагменты 
рестрикции, п.о.

IL10 rs1800872 ПЦР-ПДРФ F: 5’-ggtcatggtgagcactacct Rsa I
A: 311+182; C: 493

R: 5’-aaaaagttgatttcctgggg

TNF rs1800629 ПЦР в режиме реального 
времени

F: gaaatggaggcaataggttttgag –

R: ggcaactgactgatttgtgtgtag

FAM: ccgtcctcatgcc-RTQ1

ROX: ccgtccccatgcc - BHQ2

CXCL10 rs4386624 ПЦР в режиме реального 
времени

F: gtaggaactccatcattaaagcaga –

R: tctacctcacctccctctctttt

FAM: tctagcaaattgcatttaccccaagcaa

HEX: tctagcaaattccatttaccccaagcaa

ПЦР – полимеразная цепная реакция, ПЦР-ПДРФ – полимеразная цепная реакция с последующим анализом полиморфизма длины рестрикцион-
ных фрагментов

Использовали последовательности праймеров из опубликованных источников [33, 34]. F (forward) – прямой праймер, R (reverse) – обратный 
праймер. FAM, ROX, HEX – флуоресцентные красители для детекции ПЦР-продукта
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(rs1800629), CXCL10 (rs4386624)) популяционной 
выборки из проекта «1000  геномов» (данные по 
распространенности частот у американцев севе-
ро- и западноевропейского происхождения (штат 
Юта, США)). Типирование специфичностей генов 
HLA II класса (DQA1, DQB1, DRB1) осуществляли 
с помощью коммерческих наборов производства 
ООО «ДНК-технология» (Москва). Согласно ин-
струкции производителя в работе выявляли сле-
дующие группы аллелей для гена DRB1: *01, *03, 
*04, *07, *08, *09, *10, *11, *12, *13, *14, *15, *16; для 
гена DQB1: *02, *0301, *0302, *0303, *0304, *0305, 
*0401/*0402, *0501, *0502/*0504, *0503, *0601, 
*0602-8; для гена DQA1: *0201, *0101, *0102, *0103, 
*0301, *0401, *0501, *0601.

Проведение исследования одобрено Коми
тетом по биомедицинской этике НИИ медицин-
ской генетики Томского НИМЦ (регистрацион-
ный номер 79, протокол № 3 от 27.11.2014).

Статистический анализ. Различия в распро-
страненности аллелей и  генотипов оценивали 
с помощью χ2 теста. Достигнутый уровень значи-
мости различий считали при р < 0,05. Для расче-
тов использовали онлайн программу https://www.
socscistatistics.com. Отношение шансов и довери-
тельный интервал рассчитывали с помощью он-
лайн калькулятора (http://vassarstats.net/odds2x2.

html). Распространенность гаплотипов генов 
HLA II класса оценена в программе Arlequin, вер-
сия 3.5.x [35].

Результаты
В изученной группе супружеских пар с наруше-
ниями репродуктивной функции наблюдали зна-
чительное перераспределение генотипов и  алле-
лей по варианту гена TNF rs1800629 по сравнению 
с популяцией (табл. 2). Частота генотипа GG сре-
ди супружеских пар составила 79,6%, что значи-
тельно превышает популяционную распростра-
ненность – 64,7% (р = 0,0176).

При сравнении подгруппы женщин с популя-
ционной выборкой не наблюдали значимых раз-
личий ни для одного из изученных полиморфных 
вариантов генов цитокинов (табл. 3).

Значительные различия были получены при 
сравнении подгруппы мужчин с частотами гено-
типов и аллелей популяционной группы для гена 
TNF (rs1800629) (табл. 4). У мужчин наблюдается 
преобладание гомозигот по аллелю G*rs1800629 
(82,7%, р = 0,0049), а также снижение частоты ге-
терозигот (17,3%) по сравнению с  популяцией 
(33,3%, р = 0,0086).

Преобладающими гаплотипами по генам 
HLA II класса в  исследуемой выборке были 

Таблица 2. Частоты аллелей и генотипов IL10 (rs1800872), TNF (rs1800629), CXCL10 (rs4386624) в группе супружеских пар 
с репродуктивной дисфункцией

Ген Полиморфизм Генотипы Семьи, n (%) Популяция, n (%) Критерий χ2 (значение p)

* **

IL10 1800872 CC 105 (53,8) 63 (63,6) 2,5761 (0,2758) 1,8312 (0,1759)

CA 78 (40,0) 31 (31,3)

AA 12 (6,2) 5 (5,1)

Аллель А, % 26,2 20,7

TNF 1800629 GG 168 (79,6) 64 (64,7) 8,0824 (0,0176) 6,3912 (0,0115)

GA 40 (19) 33 (33,3)

AA 3 (1,4) 2 (2,0)

Аллель А, % 10,9 18,6

CXCL10 4386624 CC 31 (15,0) 22 (22,2) 3,2798 (0,1939) 0,2412 (0,6233)

CG 118 (57,0) 47 (47,5)

GG 58 (28,0) 30 (30,3)

Аллель G, % 43,5 45,9

p – уровень значимости достигнутых различий при сравнении двух выборок: * при сравнении по частотам генотипов; ** при сравнении  
по частотам аллелей
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Таблица 3. Частоты аллелей и генотипов IL10 (rs1800872), TNF (rs1800629), CXCL10 (rs4386624) у женщин с нарушением 
репродуктивных функций

Ген Полиморфизм Генотипы Женщины, n (%) Популяция, n (%) Критерий χ2 (значение p)

* **

IL10 1800872 CC 52 (53,1) 63 (63,6) 2,2789 (0,3199) 1,5436 (0,2141)

CA 40 (40,8) 31 (31,1)

AA 6 (6,1) 5 (5,1)

Аллель А, % 26,5 20,7

TNF rs1800629 GG 82 (76,6) 64 (64,7) 4,3150 (0,1156) 2,0262 (0,1546)

GA 22 (20,6) 33 (33,3)

AA 3 (2,8) 2 (2,0)

Аллель А, % 13,1 18,6

CXCL10 rs4386624 CC 23 (22,1) 22 (22,2) 5,3236 (0,0698) 0,0036 (0,9518)

CG 66 (63,5) 47 (47,5)

GG 15 (14,4) 30 (30,3)

Аллель G, % 46,2 45,9

p – уровень значимости достигнутых различий при сравнении двух выборок: * при сравнении по частотам генотипов; ** при сравнении 
по частотам аллелей

Таблица 4. Частоты аллелей и генотипов IL10 (rs1800872), TNF (rs1800629), CXCL10 (rs4386624) у мужчин с нарушением 
репродуктивных функций

Ген Полиморфизм Генотипы Мужчины, n (%) Популяция, n (%) Критерий χ2 (значение p)

* **

IL10 1800872 CC 52 (53,6) 63 (63,6) 2,0754 (0,3542) 1,6901 (0,1936)

CA 38 (39,2) 31 (31,3)

AA 7 (7,2) 5 (5,1)

Аллель А, % 26,8 20,7

TNF rs1800629 GG 86 (82,7) 64 (64,7) 9,5210 (0,0086) 7,8830 (0,0049)

GA 18 (17,3) 33 (33,3)

AA 0 (0) 2 (2,0)

Аллель А, % 9,5 18,6

CXCL10 rs4386624 CC 35 (34) 22 (22,2) 1,5059 (0,4709) 0,9035 (0,3418)

CG 52 (50,5) 47 (47,5)

GG 16 (15,5) 30 (30,3)

Аллель G, % 40,8 45,9

p – уровень значимости достигнутых различий при сравнении двух выборок: * при сравнении по частотам генотипов; ** при сравнении 
по частотам аллелей
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Таблица 5. Распространенность предрасполагающих к целиакии гаплотипов  
HLA DQA1-DQB1 среди пар с нарушениями репродуктивной функции

DQA1 DQB1 Тип Частота гаплотипа

*0301 *0302 DQ8 5,4

*0201 *02 DQ2 10,7

*0501 *02 DQ2 7,7

Всего 23,8

DQA1*0501-DQB1*0301-DRB1*11(05)  (12%), 
а также гаплотипы, связанные с целиакией (DQ2 
и  DQ8), суммарная частота которых составила 
23,8% (табл. 5).

Обсуждение
Основываясь на данных литературы о  том, что 
возможным фактором бесплодия выступают ла-
тентные формы целиакии, как у  женщин, так 
и  у  мужчин, в  настоящем исследовании у  семей-
ных пар, наблюдающихся по поводу нарушения 
репродуктивной функции, мы изучили полимор-
фные варианты генов, наиболее значимые для раз-
вития целиакии [23, 24, 27–29].

В результате проведенного анализа выявлена 
ассоциация полиморфизма гена TNF (rs1800629) 
с  нарушением репродукции. Ассоциации поли-
морфизма гена TNF в  развитии аутоиммунного 
процесса при целиакии изучали во многих рабо-
тах. Согласно данным последнего метаанализа, для 
полиморфизма rs1800629 установлено: риск раз-
вития целиакии связан с аллелем A  (p = 0,001; от-
ношение шансов (ОШ) 2,051, 95%  доверительный 
интервал (ДИ) 1,452–2,895) [36]. Мы предполагали, 
что рисковые аллели в отношении целиакии будут 
ассоциированы с  нарушениями репродуктивных 
функций, однако в нашей работе рисковым отно-
сительно репродуктивных дисфункций у мужчин 
оказался другой аллель – G* rs1800629 (p = 0,0031; 
ОШ 2,43, 95% ДИ 1,28–4,63), а также гомозиготный 
генотип GG (p = 0,0034; ОШ 2,61, 95% ДИ 1,3–5,3). 
Изученный полиморфизм связывают с изменени-
ями транскрипционной активности гена у носите-
лей разных вариантов аллелей. По сравнению с ал-
лелем G* rs1800629 гена TNF аллель А* rs1800629 
имеет более высокую транскрипционную актив-
ность и часто связан с аутоиммунными заболева-
ниями [37]. Фактор некроза опухоли альфа пред-
ставляет собой мощный противовоспалительный 
и  иммунорегуляторный цитокин, который, опо-
средуя цитокиновый каскад, вызывает воспале-
ние, регулирует дифференциацию, пролиферацию 
и гибель клеток [38]. Ген TNF имеет тесную связь 
с  генами HLA I  и  II  класса [39]. Расположение 
гена в  основном комплексе гистосовместимости 
и  предполагаемое влияние полиморфизма гена 
TNF (rs1800629) на промоторную активность по-
вышают вероятность того, что этот полиморфизм 
может оказывать воздействие на иммунологи-
ческий гомеостаз и  способствовать нарушениям 
репродуктивной функции. Несмотря на то что 
в  исследуемой выборке эта зависимость наблю-
далась исключительно у мужчин (см. табл. 4), эти 
данные позволяют предположить важное значение 

данного гена в нарушении репродукции. Как пока-
зано в эксперименте на животных моделях, нока-
ут гена TNF значительно влияет на концентрацию 
сперматозоидов [40]. Кроме того, отмечается сни-
жение плодовитости мышей за счет увеличения 
доимплантационных потерь у  нокаутированных 
TNF-/- животных [41]. Некоторые исследователи 
отмечают: подвижность и  морфология спермато-
зоидов связаны с уровнем TNFA [42, 43], а также 
с  функциональным полиморфизмом гена TNF 
(rs1800629) [44, 45]. В семенниках рецепторы TNF 
(p55) присутствуют в  клетках Сертоли и  Лейдига 
[46], что позволяет TNFA влиять на их функции.

Несмотря на то что в  нашем исследовании не 
выявлено ассоциаций с  репродуктивной дисфунк-
цией у женщин, в литературе есть данные о связи 
полиморфизма гена TNF (rs1800629) у женщин мон-
голоидной популяции с  привычным невынаши-
ванием беременности [47]. Другие полиморфные 
варианты этого гена также имеют высокий потен-
циал, связанный с  нарушениями фертильности 
у женщин. Варианты гена TNF -1031T>C и -238G>A 
способствуют увеличению риска повторных спон-
танных абортов [48]. Продукция TNF в перифери-
ческой крови и децидуальных тканях у пациенток 
с привычным невынашиванием беременности зна-
чительно выше, чем в группе контроля. У пациен-
ток, перенесших спонтанный аборт дважды, уро-
вень TNF был сходным с таковым у женщин с тремя 
спонтанными абортами в анамнезе, но был значи-
тельно ниже, чем у  пациенток, перенесших спон-
танный аборт более трех раз. Уровень TNF у паци-
енток, впервые перенесших спонтанный аборт, был 
статистически значимо ниже, чем у женщин с двумя 
спонтанными абортами в анамнезе [49].

Оценка частот гаплотипов генов HLA II клас-
са показала, что в  исследуемой выборке распро-
странены гаплотипы, связанные с  целиакией. Так, 
частота гаплотипов DQ2 и  DQ8 составила  23,8% 
(см. табл. 5). Частота данных гаплотипов, несомнен-
но, была значительно ниже в исследуемой выборке 
по сравнению с  пациентами с  целиакией, где она 
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Background: Numerous studies have shown 
a link between genes involved in the immune re-
sponse and infertility and miscarriage. The most 
significant associations have been established for 
the cytokine genes (IL1B, IL6, IL10, IL18), chemok-
ine genes (CXCL9, CXCL10, CXCL11), and genes of 
the major histocompatibility complex HLA II class 
(DQA1, DQB1, DRB1). HLA genes are associated with 
celiac disease, a  genetically determined autoim-
mune disorder, where male and female reproduc-
tion impairment is one of the symptoms. Aim: To 
assess the prevalence of polymorphic variants of 
the immune response genes (HLA: DQA1 DQB1, 
DRB1; TNF, IL10, CXCL10) in patients with reproduc-
tion disorders. Materials and methods: This pilot 
study involved assessment of the following gene 
polymorphisms: IL10 (rs1800872), TNF (rs1800629), 
CXCL10 (rs4386624), and HLA class II (DQA1, DQB1, 
DRB1) in couples (n = 220) with reproduction disor-
ders (infertility and miscarriage). Genotyping was 
performed by real-time polymerase chain reaction 
(PCR) and polymerase chain reaction-restriction 
fragment length polymorphism (PCR-RFLP) meth-
ods. The genotypes and alleles population data 
were used for comparison with the studied vari-
ants of the genes IL10 (rs1800872), TNF (rs1800629), 
and CXCL10 (rs4386624). Differences in the preva-
lence of alleles and genotypes were assessed by 

χ2 test. The differences were considered significant 
at p < 0.05. Haplotype diversity was calculated 
by the Arlequin software, version 3.5.x. Results: 
Compared to the populational data, there was 
significant re-distribution of the genotypes and 
alleles to the TNF gene (rs1800629) variant in men 
with impaired reproductive functions. No differ-
ences were found for other gene variants studied. 
The frequency of HLA class II gene (DQA1, DQB1, 
DRB1) haplotypes associated with celiac disease 
(DQ2 and DQ8) in the study sample was 23.8%. 
Conclusion: The results indicate the important 
role of genes associated with celiac disease in the 
development of reproduction disorders.

Key words: reproduction function, miscarriage, 
infertility, celiac disease, immune response genes, 
polymorphism

For citation: Minaycheva LI, Bragina EYu, 
Zhalsanova  IZh, Chesnokova NA, Marusin  AV. 
Association of celiac disease genetic markers with 
reproduction disorders. Almanac of Clinical Medicine. 
2019;47(1):72–82. doi: 10.18786/2072-0505-2019-47-
006.

Received 04 November 2018; accepted 31 January 
2019; published 15 February 2019

1 �Research Institute of Medical Genetics, Tomsk 
National Research Medical Center, Russian 
Academy of Sciences; 10 Naberezhnaya reki 
Ushayki ul., Tomsk, 634050, Russian Federation

Larisa I. Minaycheva – MD, PhD, Geneticist1

** 3 Moskovskiy trakt ul., Tomsk, 634040, Russian 
Federation. Tel.: +7 (913) 864 61 71.  
E-mail: larisa.minaycheva@medgenetics.ru

Elena. Yu. Bragina – PhD (in Biol.), Senior Research 
Fellow, Population Genetics Laboratory1

Irina Zh. Zhalsanova – Postgraduate Student, 
Population Genetics Laboratory1

Natalia A. Chesnokova – Resident1

Andrey V. Marusin – PhD (in Biol.), Research Fellow, 
Evolutionary Genetics Laboratory1

L.I. Minaycheva1 • E.Yu. Bragina1 • I.Zh. Zhalsanova1 • 
N.A. Chesnokova1 • A.V. Marusin1

Funding

The study was done under the State project by the Ministry of Science and Higher Education of the Russian Federation 
No. 075-00603-19-00 (Tomsk National Research Medical Center, Russian Academy of Sciences).

Conflict of interests

The authors declare no conflict of interests.

Association of celiac disease genetic markers 
with reproduction disorders

spontaneous abortion. Int J  Clin Exp Med. 
2015;8(6):​9786–92.

	 48.	Lee  BE, Jeon  YJ, Shin  JE, Kim  JH, Choi  DH, 
Jung  YW, Shim  SH, Lee  WS, Kim  NK. Tumor 
necrosis factor-α gene polymorphisms in Ko-
rean patients with recurrent spontaneous 
abortion. Reprod Sci. 2013;20(4):​408–13. doi: 
10.1177/1933719112459237.

	 49.	Li  S, Wang  L, Xing  Z, Huang  Y, Miao  Z. Ex-
pression level of TNF-α in decidual tissue 
and peripheral blood of patients with re-
current spontaneous abortion. Cent Eur 
J  Immunol. 2017;42(2):​156–60. doi: 10.5114/
ceji.2017.69357.

	 50.	Kurtanov HA, Danilova AL, Yakovleva AE, Gera-
simova VV, Savvina AD, Maksimova NR. Molec-
ular and genetic testing of HLA II class genes in 
celiac disease patients in Yakutia. Yakut Medi-
cal Journal. 2015;(4):​5–7. Russian.

	 51.	Penn  DJ. The scent of genetic compatibility: 
sexual selection and the major histocompat-
ibility complex. Ethology. 2002;108(1):​1–21. 
doi: 10.1046/j.1439-0310.2002.00768.x.

	 52.	Wedekind C, Füri S. Body odour preferences in 
men and women: do they aim for specific MHC 
combinations or simply heterozygosity? Proc 

Biol Sci. 1997;264(1387):​1471–9. doi: 10.1098/

rspb.1997.0204. 

	 53.	Boldyreva  MN, Bartseva  OB, Kurilo  LF, Tk-

achenko  ÉR, Alekseev  LP,  Adamian  LV. Asso-

ciation between reproductive failures and 

HLA-DRB1-genotype. Russian Journal of Hu-

man Reproduction. 2010;(6):​59–63. Russian.

	 54.	Carp HJ, Selmi C, Shoenfeld Y. The autoimmune 

bases of infertility and pregnancy loss. J Auto-

immun. 2012;38(2–3):J266–74. doi: 10.1016/j.

jaut.2011.11.016.

Almanac of Clinical Medicine. 2019; 47 (1): 72–82. doi: 10.18786/2072-0505-2019-47-006

82



Трудности дифференциальной диагностики подтипов 
пограничного типа буллезного эпидермолиза: 
описание двух клинических наблюдений

Коталевская Ю.Ю.1 • Марычева Н.М.2

Обоснование. Буллезный эпидермолиз (БЭ)  – 
редко встречающееся наследственное забо-
левание кожи. Выделяют простой тип, погра-
ничный (ПоБЭ), дистрофический и  синдром 
Киндлера. ПоБЭ встречается с частотой 2 случая 
на 1  млн населения. В  литературе мало опи-
саний клинических наблюдений ПоБЭ. Вместе 
с тем клиническая диагностика как самого типа 
ПоБЭ, так и его подтипов – сложная задача, осо-
бенно в  раннем возрасте. В  статье приводится 
описание 2  клинических случаев ПоБЭ у  па-
циентов восточнославянского происхождения. 
Клиническое наблюдение  1. Девочка, этнически 
украинка, с  установленным окончательным 
диагнозом «ПоБЭ, тяжелый генерализованный 
подтип». При молекулярно-генетическом иссле-
довании выявлены ранее не описанные в лите-
ратуре мутации в гене LAMA3. Умерла в возрасте 
24 месяцев от острой дыхательной недостаточ-
ности. В течение жизни ребенку не могли иден-
тифицировать тип и подтип БЭ, так как имелось 
сочетание клинических проявлений, патогно-
моничных для разных подтипов ПоБЭ. Несмотря 
на наличие таких признаков, как осипший голос, 
стенозы, образование грануляционной ткани ти-
пичной локализации, образование грануляций 
в гортани, девочка имела стабильную прибавку 
в весе, отмечались периоды относительной ста-
билизации кожного процесса в  течение забо-
левания, пациентка была старше средней про-
должительности жизни, обычной для пациентов 
с тяжелым генерализованным подтипом ПоБЭ, – 
все это вызывало затруднения в  определении 
точного диагноза. Клиническое наблюдение 2. 
Мальчик, этнически русский, диагноз «ПоБЭ, 
неклассифицированный подтип». При молеку-
лярно-генетическом исследовании выявлена 
ранее не описанная в литературе гомозиготная 
мутация в гене LAMA3, достоверно определить 
подтип не представляется возможным. Пациент 

имеет смешанную клиническую картину, схо-
жую как с  тяжелым генерализованным под-
типом ПоБЭ, так и  с ларинго-онихо-кутанным 
(ЛОК) синдромом. В  течение жизни пациенту 
были установлены клинические диагнозы акро-
дерматита Аллопо и  ЛОК синдрома. Трудности 
в  дифференциальном диагнозе основаны на 
присутствии в  клинической картине призна-
ков, не типичных для каждого из подтипов. Для 
тяжелого генерализованного подтипа ПоБэ не-
характерна значительная продолжительность 
жизни пробанда (на момент публикации статьи 
возраст пациента – 13 лет), а для ЛОК синдрома 
нехарактерно отсутствие вовлечения в патоло-
гический процесс органа зрения, а также тяже-
лый патологический процесс в  гортани в  под-
ростковом возрасте. Заключение. Детальные 
описания фенотипических признаков подтипов 
БЭ, включая данные о  редких и  минимально 
выраженных клинических проявлениях, могут 
быть полезны для изучения клинической карти-
ны и естественного течения заболевания, в том 
числе с целью дифференциальной диагностики.

Ключевые слова: пограничный буллезный 
эпидермолиз, пограничный буллезный эпидер-
молиз тяжелый генерализованный, буллезный 
эпидермолиз, ларинго-онихо-кутанный син-
дром, ген LAMA3

Для цитирования: Коталевская  ЮЮ, Мары
чева НМ. Трудности дифференциальной диагности-
ки подтипов пограничного типа буллезного эпидер-
молиза: описание двух клинических наблюдений. 
Альманах клинической медицины. 2019;47(1):83–93. 
doi: 10.18786/2072-0505-2019-47-009.

Получена 07.02.2019; принята к публикации 
18.02.2019; опубликована 22.02.2019

К л и н и ч е с к о е  н а б л ю д е н и е

1 �ГБУЗ МО «Московский областной 
научно-исследовательский 
клинический институт 
им. М.Ф. Владимирского»; 129110, 
г. Москва, ул. Щепкина, 61/2, 
Российская Федерация

2 �ГБУЗ «Московский научно-
практический Центр дерматологии 
и косметологии Департамента 
здравоохранения города Москвы»; 
119071, г. Москва, Ленинский проспект, 
17, Российская Федерация

Коталевская Юлия Юрьевна – канд. 
мед. наук, врач-генетик, заведующая 
консультативным отделением медико-
генетического центра1

** 129110, г. Москва, ул. Щепкина, 
61/2–8, Российская Федерация.  
Тел.: +7 (915) 167 35 83.  
E-mail: kotalevskaya@mail.ru

Марычева Наталья Михайловна – 
врач-дерматовенеролог2

Альманах клинической медицины. 2019; 47 (1): 83–93. doi: 10.18786/2072-0505-2019-47-009

83



Пограничный буллезный эпидермо-
лиз (ПоБЭ) (OMIM #226650)  – наслед-
ственное заболевание кожи из группы 
буллезных дерматозов с  аутосомно-ре-

цессивным типом наследования. Пограничный 
БЭ наряду с простым, дистрофическим БЭ и син-
дромом Киндлера относится к  основным типам 
БЭ [1]. Каждый тип БЭ имеет разное количество 
подтипов (всего их описано около  30), которые 
различаются клиническими проявлениями и, как 
правило, имеют характерные специфические сим-
птомы [2].

БЭ входит в  группу редких генодерматозов. 
Его распространенность варьирует в зависимости 
от популяции. В  США этот показатель составля-
ет 8,22 на 1 млн населения [3]. В Европе он коле-
блется от  3,8 до  49 на 1  млн населения в  Дании 
и Шотландии соответственно [4, 5].

Частота встречаемости БЭ в  России досто-
верно не известна. В единственном опубликован-
ном исследовании А.А.  Кубанова и  соавт. (2015) 
[6] распространенность этого заболевания в  70 
из 85  субъектов Российской Федерации в  сред-
нем равна 3,64 на 1 млн населения, разброс – от 0 
до 19,73 на 1 млн населения. У большинства боль-
ных подтип БЭ не указан.

По данным разных регистров, распространен-
ность ПоБЭ всех подтипов составляет 2 человека 
на 1 млн населения [7], а тяжелого генерализован-
ного подтипа ПоБЭ (ранее  – подтип Херлитца) 
оценивается в 0,4 на 1 млн населения. Но, как по-
лагают, эта цифра не отражает реальной ситуации, 
поскольку в данной группе пациентов отмечается 
высокий уровень смертности в неонатальный пе-
риод, следовательно, значительное количество 
случаев не удается зафиксировать [8].

Согласно классификации БЭ, принятой меж-
дународным консенсусом экспертов в 2008 г. и до-
полненной в 2014 г. [1, 2], есть 2 главных подтипа 
ПоБЭ  – генерализованный и  локализованный, 
подразделяющиеся, в  свою очередь, на клиниче-
ские варианты. В рамках генерализованного ПоБЭ 
различают тяжелый (ранее  – подтип Херлитца), 
средней тяжести (ранее  – подтип не-Херлитца), 
ПоБЭ с  атрезией привратника, ПоБЭ с  поздним 
началом, ПоБЭ с  поражением органов дыхания 
и почек; в составе локализованного подтипа вы-
деляют собственно локализованный ПоБЭ, ин-
версный и  ларинго-онихо-кутанный синдром 
(ЛОК синдром) [1, 2].

Основными клиническими проявлениями 
ПоБЭ считаются образование пузырей и  эрозий, 
возникающих спонтанно или после незначитель-
ной травмы, поражение слизистых оболочек, 

а также образование грануляционной ткани, кото-
рая чаще локализуется на коже в области рта, носа, 
вокруг пальцев рук и ног и в верхних дыхательных 
путях. Подтипы ПоБЭ имеют патогномоничные 
признаки, например, при тяжелом генерализован-
ном подтипе пузыри и  эрозии возникают сразу 
при рождении или в  неонатальный период, бы-
стро образуется грануляционная ткань в  типич-
ных местах, характерна высокая летальность [2, 9].

Все подтипы ПоБЭ наследуются по аутосом-
но-рецессивному типу. При ПоБЭ описаны мута-
ции в  генах ламинина-332, коллагена 17-го  типа, 
интегринов альфа-3, альфа-6, бета-4; в  основном 
это нонсенс-мутации, делеции, мутации сайта 
сплайсинга [2, 10, 11].

Дифференциальная диагностика подтипов 
ПоБЭ осуществляется в  том числе на основе ре-
зультатов молекулярно-генетических исследова-
ний. Так, при тяжелом генерализованном подтипе 
в 70% случаев мутации встречаются в гене LAMB3, 
при среднетяжелом генерализованном и  других 
подтипах  – в  генах LAMA3, LAMC2, COL17A1, 
ITGB4, ITGA3, ITGA6 с  разной частотой (напри-
мер, мутации в  гене ITGB4 чаще ассоциированы 
с фенотипом ПоБЭ с атрезией привратника) [12].

ЛОК синдром (OMIM #245660; ранее  – син-
дром Шаббира) – самостоятельный подтип ПоБЭ, 
сходный по клинической картине с тяжелым гене-
рализованным подтипом ПоБЭ [13]. Впервые был 
описан в 1986 г. G. Shabbir и соавт. [14] как серия 
клинических наблюдений 22 пациентов из 12 паки-
станских семей. Характерная особенность заболе-
вания – аномальное разрастание грануляционной 
ткани на голове и  шее, в  области верхних дыха-
тельных путей, гортани, конъюнктивы, на около-
ногтевых участках, локтях, коленях. У  всех паци-
ентов имеются внекожные проявления: как частый 
симптом отмечают слабый хриплый крик у ново-
рожденных, позже происходит прогрессирующее 
разрастание грануляционной ткани в гортани, ко-
торое может приводить к внезапной обструкции, 
требующей трахеостомии. Следствием поражения 
слизистой оболочки глаз может быть формирова-
ние симблефарона, полное закрытие глазной щели 
и  слепота. У  всех пациентов наблюдается гипо-
плазия эмали зубов [14]. По данным литературы, 
отмечается высокая распространенность заболе-
вания в провинции Пенджаб (Пакистан), а также 
в Индии; тем не менее общее число известных слу-
чаев не превышает 50, в  основном от близкород-
ственных браков [15]. В  других географических 
регионах – Европе и Австралии – описаны случаи 
ЛОК синдрома у пациентов – выходцев с Ближнего 
Востока и из Индии [16, 17].
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В настоящем сообщении представлены два 
клинических наблюдения ПоБЭ пациентов вос-
точнославянского происхождения. Схожесть фе-
нотипических проявлений и  неоднозначность 
результатов молекулярно-генетического иссле-
дования вызвали трудности дифференциальной 
диагностики в определении подтипа ПоБЭ и уста-
новлении окончательного диагноза.

Клиническое наблюдение 1
Нами проконсультирована семья, которая обратилась 
в  медико-генетический центр ГБУЗ МО МОНИКИ 
им. М.Ф. Владимирского за прогнозом потомства и с це-
лью определения возможности проведения пренаталь-
ной диагностики. В  анамнезе у  семьи было рождение 
ребенка с  наследственным заболеванием «буллезный 
эпидермолиз, пограничный тип».

Приводим описание данного случая, основываясь 
на медицинской документации, предоставленной роди-
телями.

Пробанд 1, девочка, 2012  года рождения, умерла 
в  2014  г. в  возрасте 24  месяцев, этнически украинка. 
Брак некровнородственный, родители, бабушки и  де-
душки родились в  различных областях Украины, на-
следственность не отягощена.

Ребенок от 2-й беременности (1-я беременность – за-
мершая в сроке 11–12 недель), протекала на фоне угрозы 
преждевременных родов в сроке 34–35 недель. Роды 1-е, 
в сроке 39–40 недель, вес при рождении – 3060 г, длина – 
50 см. Диагноз при рождении: буллезный эпидермолиз, 
неуточненный тип.

Состояние кожных покровов при рождении: кожа на 
теле чистая, имелись эрозии на больших пальцах обеих 
рук, эрозии в области ногтевых пластин, ногтевые пла-
стины на руках отсутствовали. На вторые сутки после 
рождения в  результате механического воздействия на 
ягодицах появились пузыри диаметром до 3 см, напол-
ненные прозрачной жидкостью, затем эрозии. Новые 
пузыри появились на 5–7-й день жизни на локтях, под 
коленями, в местах трения от подгузника. Эрозии име-
лись также на слизистой оболочке рта.

С 2 месяцев появился хриплый голос и «беззвучный» 
плач, в течение жизни голос никогда не был звонким.

Динамика кожного процесса: в  течение жизни по-
стоянно образовывались пузыри на коже лица, головы, 
тела, конечностях. Возникновение пузырей часто было 
связано с механическим воздействием. В течение первых 
3 месяцев жизни пузыри появлялись, в том числе в об-
ласти носогубного треугольника, но эпителизировались 
в среднем в течение 1,5 месяцев. Эрозии в области ногте-
вых пластин имелись постоянно. Ногти на ногах отслои-
лись на 3-м месяце жизни, ногтевое ложе заместилось ко-
жей, однако имелась постоянная травматизация пальцев 
при ходьбе с образованием эрозий. До 1 года отмечалось 

регулярное появление эрозий в области носа, что в итоге 
привело к сужению носовых ходов (рис. 1).

В возрасте 9 месяцев впервые возник стеноз горта-
ни, далее тяжелые стенозы развивались с частотой при-
мерно 1 раз в месяц. С 9 месяцев отмечалось затруднен-
ное дыхание, которое усугублялось в  холодное время 
года. В лечении применяли кортикостероиды.

В 1 год и 2 месяца проведена ларинго- и трахеоско-
пия, удалено полиповидное образование одной из го-
лосовых связок. Через 2  недели после вмешательства 
жалобы возобновились, повторно проведена ларинго- 
и трахеоскопия, отмечено отслоение слизистой оболоч-
ки в месте другой голосовой связки.

В 1 год 4 месяца развилось септическое состояние, 
пациентка была госпитализирована в отделение реани-
мации, получала интенсивную медикаментозную тера-
пию. В этот период появились обширные эрозии около 
носа и рта с образованием грануляционной ткани, в но-
совых ходах обильное образование слизи, стридорозное 
дыхание. Эрозии в области носа и рта постепенно имели 
склонность к эпителизации, в носовых ходах разраста-
лась грануляционная ткань, носовые ходы критично су-
жались. Кроме того, наблюдалось поражение слизистой 
оболочки глаз в виде образования грануляционной тка-
ни на верхнем веке (рис. 2).

Весь первый год жизни отмечалась задержка в при-
бавке веса, после септического состояния в 1 год и 4 ме-
сяца масса тела была 7,5  кг. Вес ребенка к  двум годам 
составлял 8,2 кг (ниже 3-го перцентиля).

В 24  месяца пациентка скончалась. Причина 
смерти  – острая обструкция дыхательных путей. 
Предположительный клинический диагноз: БЭ, погра-
ничный тип, тяжелый генерализованный подтип (ра-
нее – подтип Херлитца).

В течение жизни пациентка наблюдалась по ме-
сту жительства у  дерматолога с  диагнозом «БЭ, не-
уточненный тип». Ребенок был неоднократно кон-
сультирован по фото- и  медицинской документации 
несколькими европейскими экспертами в  области БЭ, 

Рис. 1. Эрозии 
и участки 
грануляционной 
ткани в ногтевых 
ложах на руке. 
Отсутствие ногтевых 
пластин. Утолщение 
концевых фаланг 
пальцев (клиническое 
наблюдение 1, 
девочка, 3 месяца)
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предположительный диагноз: ПоБЭ, без уточнения под-
типа.

В Австрийском центре буллезного эпидермолиза 
(EB House Austria, Зальцбург) ребенку были проведены 
следующие диагностические мероприятия для уточне-
ния типа БЭ:

• биопсия кожи с  иммуногистохимическим карти-
рованием: выявлено отсутствие белка ламинина-332 
в  области пузырей и  значительное его уменьшение 
в участках видимо здоровой кожи. Полученный резуль-
тат соотносится с пограничным типом БЭ;

• молекулярно-генетическое исследование: мето-
дом прямого секвенирования по Сэнгеру проведено 
исследование кодирующих областей генов и  экзон/ин-
трон-областей генов LAMB3, LAMA3. У пациентки об-
наружены 2 новые ранее не описанные мутации в гене 
LAMA3 в компаунд-гетерозиготном состоянии. Первая 
мутация c.222delG (p.C75VfsX64) – во 2-м экзоне в гете-
розиготном состоянии, вторая мутация c.4346-4347insG 
(p.S1450KfsX6) – в 32-м экзоне в гетерозиготном состо-
янии, обе мутации приводят к  сдвигу рамки считыва-
ния и  образованию преждевременного стоп-кодона. 
Результат молекулярно-генетического исследования 
подтверждает диагноз ПоБЭ, тяжелого генерализован-
ного подтипа. У  родителей обнаружены данные мута-
ции в гетерозиготном состоянии.

Таким образом, ребенку установлен окончательный 
диагноз: буллезный эпидермолиз, пограничный тип, тя-
желый генерализованный подтип.

В ГБУЗ МО МОНИКИ им. М.Ф. Владимирского 
родителям проведено медико-генетическое консульти-
рование. По результатам генетического исследования 
ребенка и самих родителей определен риск повторного 
рождения больного ребенка в семье в 25%, а также об-
суждены вопросы по дальнейшим возможностям пре-
натальной диагностики.

Клиническое наблюдение 2
Пробанд 2, мальчик, 2006  года рождения, этнически 
русский. Впервые был осмотрен и  проконсультирован 
нами в возрасте 6 лет. Основные жалобы – наличие эро-
зий и ран в околоносовой области, в ушных раковинах, 
в области околоногтевых пластин, локтей, колен и яго-
диц. Пациент наблюдался дерматологом с  диагнозом 
ЛОК синдрома.

Пробанд от некровнородственного брака, родите-
ли этнически русские, сами родители, а  также их ро-
дители родились в пределах одной области Российской 
Федерации. Наследственность не отягощена.

Пробанд от 2-й  беременности (1-я  беременность  – 
внутриутробная гибель плода в сроке 28 недель, со слов 
матери пробанда, причина не установлена), протекав-
шей на фоне угрозы прерывания, токсикоза в I триме-
стре, отеков во II  триместре. По данным ультразвуко-
вого исследования плода в  III  триместре отмечалось 
маловодие. Роды 1-е, в сроке 39–40 недель, самопроиз-
вольные. Вес ребенка при рождении  – 3670  г, длина  – 
50 см. Оценка по шкале АПГАР 8/8 баллов. Сразу после 
рождения при крике отмечался осипший голос. При ос-
мотре ребенка после рождения в ушных раковинах об-
наружены эрозии, на указательном пальце правой руки 
лопнувший пузырь с обрывками эпителия. Установлен 
диагноз внутриутробной инфекции.

Анамнез заболевания: клинические проявления за-
болевания далее прогрессировали, на первом месяце 
жизни появились пузыри, затем эрозии в  околоногте-
вых областях на руках и ногах, с отслоением ногтевых 
пластин и последующим замещением их грануляцион-
ной тканью к 2-месячному возрасту. Наблюдался дерма-
тологом с диагнозом акродерматита Аллопо.

На первом году жизни у пробанда постоянно обра-
зовывались эрозии на слизистой оболочке рта, кровяни-
стые корочки в носовых ходах с последующими эрозия-
ми в местах их отделения с мокнутием. Позже появился 
пузырь около левого, а  затем и  правого носового хода 
с образованием эрозий и впоследствии грануляционной 
ткани. В результате носовые ходы постепенно сужались.

Кроме того, в возрасте до 6 месяцев у пробанда схо-
жие проявления заболевания возникли на локтях, коле-
нях и в ягодичной области. Голос и плач были осипшими.

К 6 месяцам жизни появился выраженный храп во 
сне, приступы удушья, которые сопровождались сте-
нозом гортани. Ребенок часто доставлялся по скорой 

Рис. 2. Обширные 
эпителизирующиеся 
эрозии в области 
лица: на носогубном 
треугольнике, кончике 
носа, в щечной 
области, на губах, 
в углах рта, на 
подбородке. Узкие 
наружные носовые 
ходы (клиническое 
наблюдение 1, 
девочка, 1 год 
4 месяца)

Рис. 3. Участок 
грануляционной ткани 
в области носогубного 
треугольника в форме 
«бабочки». Эрозия 
на локте и обрывки 
эпителия (клиническое 
наблюдение 2, 
мальчик, 6 лет)
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помощи в стационар с приступами удушья, где получал 
терапию кортикостероидами. Перенес пневмонию. Был 
установлен диагноз анемии. С 8 месяцев жизни отмеча-
лись нарастающие явления стеноза гортани, и в 1  год 
7 месяцев пациент госпитализирован в отделение ото-
ларингологии Российской детской клинической боль-
ницы, где ему была установлена трахеостома. Затем 
наблюдался отоларингологом по месту жительства. До 
2 лет перенес 2 пневмонии.

Был проконсультирован в  ФГБНУ «Медико-
генетический научный центр», где установлен кли-
нический диагноз синдрома Шаббира (в настоящее 
время – ЛОК синдром). Там же была проведена ДНК-
диагностика (2008): «методом прямого автоматиче-
ского секвенирования проведено исследование экзона 
39  гена LAMA3, изменения нуклеотидной последова-
тельности экзона  39 гена LAMA3, включая наиболее 
частую мутацию 151insG, LAMA3, не обнаружено. На 
основании полученных результатов молекулярно-гене-
тического исследования невозможно подтвердить или 
исключить диагноз». Заключение генетика МГНЦ: «ла-
ринго-онихо-кутанный синдром, диагноз установлен 
клинически. Технически невозможно провести допол-
нительное молекулярно-генетическое исследование».

Пациент неоднократно находился на госпитализа-
ции в дерматологическом отделении РДКБ, где в 3 года 
клинически подтвержден диагноз ЛОК синдрома.

В 6 лет госпитализирован для контрольной трахео
скопии и замены трахеоканюли. В ходе госпитализации 
проведена ларингоскопия: при осмотре вестибулярный 
отдел деформирован, черпаловидные хрящи и  ложные 
складки отечные, голосовые складки не дифференциру-
ются. Голосовая щель не определяется. В межголосовом 
отделе визуализируется рубцовая ткань, полностью изо-
лирующая просвет гортани. При нижней трахеоскопии: 
просвет трахеи несколько сужен, кольца трахеи не диф-
ференцируются, ткани гиперемированы, отечны. Края 
трахеостомы инфильтрированы и воспалены.

Состояние кожного процесса: при осмотре обра-
щает на себя внимание участок патологического кож-
ного процесса с образованием грануляционной ткани, 
по форме напоминающий «бабочку», с  четкими гра-
ницами, ярко-малиновым дном, на поверхности се-
ро-желтоватые наслоения, незначительное количество 
геморрагических корок, расположенный в области но-
согубного треугольника с захватом кончика и крыльев 
носа, верхней губы до красной каймы, с переходом на 
щечную область. Поверхность мокнущая. Отмечается 
сращение наружных носовых ходов. Отмечается нали-
чие грануляционной ткани в области ушных раковин, 
ярко-малинового цвета, поверхность мокнет. Схожие 
участки грануляционной ткани имеются на теле в об-
ласти ягодиц, на локтях, на ладонной поверхности ки-
стей, на подошвах. На руках на всех пальцах отмечается 

Рис. 4. На руках 
отмечается отсутствие 
на всех пальцах 
ногтевых пластин, 
которые замещены 
грануляционной 
тканью, дистальные 
фаланги изменены 
по типу «барабанных 
палочек» (клиническое 
наблюдение 2, 
мальчик, 6 лет)

Рис. 6. Участок 
грануляционной ткани 
на лице. Зубы стерты, 
деформированы, 
выраженная 
гипоплазия эмали 
(клиническое 
наблюдение 2, 
мальчик, 11 лет) 

Рис. 5. На локтях 
эрозии с участками 
грануляционной ткани 
и геморрагическими 
корками. Милиумы 
(клиническое 
наблюдение 2, 
мальчик, 11 лет)

Рис. 7. Участки 
грануляционной 
ткани на ладонной 
поверхности 
с корками 
(клиническое 
наблюдение 2, 
мальчик, 11 лет)

Альманах клинической медицины. 2019; 47 (1): 83–93. doi: 10.18786/2072-0505-2019-47-009

87Коталевская Ю.Ю., Марычева Н.М. 
Трудности дифференциальной диагностики подтипов пограничного типа буллезного эпидермолиза: описание двух клинических наблюдений



отсутствие ногтевых пластин, которые замещены гра-
нуляционной тканью, дистальные фаланги изменены 
по типу «барабанных палочек». На ногах ониходистро-
фия, частичное отсутствие ногтей на пальцах стоп. 
Единичные милиумы на теле. Кожа на остальных участ-
ках лица и тела не изменена. Волосы в патологический 
процесс не вовлечены. Зубы – множественный кариес 
(рис. 3, 4).

В 11  лет и  3  месяца по месту жительства удален 
полип наружного слухового прохода справа. При кон-
трольном обследовании в отделении отоларингологии 
РДКБ в  11  лет 5  месяцев проведена замена трахеото-
мической трубки, ларингоскопия, трахеоскопия: голо-
совая щель не определяется из-за рубцовой мембраны, 
надгортанник рубцово изменен, подпаян к  передней 
комиссуре. Кольца трахеи не дифференцируются из-за 
выраженного отека и инфильтрации слизистой трахеи. 
Определяются фиброзные наложения и  рост множе-
ственных грануляций на стенках в  средней и  нижней 
трети трахеи. Проведена баллонная дилатация просве-
та трахеотомического канала и трахеи.

Повторно ребенок нами осмотрен в возрасте 11 лет 
5  месяцев, со стороны кожного процесса наблюдалась 
отрицательная динамика в  виде увеличения площади 
участка с разрастанием грануляционной ткани на лице 
слева с захватом периорбитальной области и переходом 
на подбородок. На теле увеличилось количество очагов 
грануляций в ягодичной области, возросла площадь оча-
гов на ладонях, стопах, на локтях. На коленях – участки 
атрофической рубцовой ткани, милиумы. Ногти на руках 
и ногах отсутствовали. По сравнению с предыдущим ос-
мотром обращало на себя внимание замещение очагов 
грануляционной ткани в  области ногтевых пластин на 
руках неповрежденной кожей. В  области трахеостомы 
имелся обширный очаг грануляций. Большинство зубов 
стерты, остальные деформированы, выраженная гипо-
плазия эмали (рис. 5–7).

По результатам осмотра рекомендовано провести 
полноэкзомное секвенирование.

Проведено полноэкзомное секвенирование (МГНЦ, 
2017), заключение: «был проведен поиск патогенных 
вариантов, ассоциированных с  ЛОК синдромом, а  так-
же с  другими наследственными заболеваниями со 
сходными фенотипическими проявлениями. Выявлен 
не описанный ранее как патогенный вариант нуклео-
тидной последовательности в  экзоне 14  гена LAMA3 
(chr18:21484654TCCAGGT/T), приводящий к  изме-
нению канонического донорного сайта сплайсинга 
(c.1785_1788+2delCCAGGT) и сдвигу рамки считывания 
(p.Leu595fs, NM_000227.3), в  гомозиготном или гемизи-
готном состоянии. По совокупности сведений данный 
вариант нуклеотидной последовательности следует рас-
ценивать как патогенный». Верификация выявленной 
мутации методом секвенирования по Сэнгеру – в работе.

Таким образом, пробанду молекулярно-генетически-
ми методами подтвержден ПоБЭ, но не уточнен подтип. 

Данному пациенту для уточнения подтипа ПоБЭ 
необходимо провести дополнительные обследования, 
молекулярно-генетические исследования и  более де-
тальный анализ клинической картины в катамнезе.

Обсуждение
БЭ относится к  орфанным заболеваниям, и  хотя 
общее число таких пациентов в мире относитель-
но невелико, среди них многие имеют тяжелые 
прогрессирующие фенотипы, что сопряжено с ме-
дицинскими и  социальными проблемами. Поиск 
радикальных методов лечения тяжелых социаль-
но значимых заболеваний ведется многими на-
учными группами, в  том числе занимающимися 
БЭ. В  результате к  настоящему времени есть ре-
альные успехи в области лечения пациентов с БЭ 
методами генной терапии [18]. Именно поэтому 
накопление клинических данных, данных моле-
кулярно-генетических исследований и  изучение 
естественного течения заболевания вносят важ-
ный вклад в изучение проблемы БЭ в целом. Для 
повышения эффективности диагностики и  опре-
деления точного диагноза необходимо детальное 
описание фенотипических проявлений различных 
типов и  подтипов БЭ, а  также проведение гено-
тип-фенотип корреляций.

Описанные нами случаи не только редко встре-
чаются в практике врача-генетика и врача-дерма-
товенеролога, но и  представляют собой сложную 
клиническую задачу. Низкая популяционная ча-
стота БЭ, клиническая гетерогенность заболе-
вания, наличие значительного количества нозо-
логических форм во всей группе БЭ, сложности 
дифференциальной диагностики, особенно в ран-
нем возрасте, в ряде случаев труднодоступность ге-
нетических методов диагностики – все это затруд-
няет точную постановку диагноза и, как результат, 
определение прогноза жизни пациента.

ПоБЭ, его тяжелый генерализованный под-
тип  – заболевание с  высокой летальностью. 
Большинство пациентов умирают в  возрас-
те до 1  года вследствие прекращения развития, 
в  частности прибавки в  весе, сепсиса, пнев-
монии или обструкции гортани и  трахеи [19]. 
Отличительными признаками данного подтипа 
являются спонтанное образование пузырей, эро-
зий с большим процентом поражения кожи тела, 
тяжелое поражение слизистой оболочки ротовой 
полости и верхних дыхательных путей, поражение 
околоногтевой области. Патогномоничным сим-
птомом считается образование обильной грану-
ляционной ткани, симметрично располагающейся 

Альманах клинической медицины. 2019; 47 (1): 83–93. doi: 10.18786/2072-0505-2019-47-009

88 Клинические наблюдения



в области носогубного треугольника, а также сред-
ней части лица, ногтевых валиков. К частым вне-
кожным проявлениям относят плохую прибавку 
веса, задержку физического развития, образова-
ние стриктур и стенозов верхних дыхательных пу-
тей. У  некоторых пациентов имеется вовлечение 
в  патологический процесс слизистой оболочки 
глаз. По данным Американского национального 
регистра БЭ, пузыри или эрозии были отмечены 
у  48%  пациентов с  тяжелым генерализованным 
подтипом ПоБЭ, при этом конъюнктива в патоло-
гический процесс вовлечена не была [9, 20]. 

Образование грануляционной ткани  – пато-
гномоничный симптом не только для тяжелого 
генерализованного подтипа ПоБЭ, но и ЛОК син-
дрома.

В табл. 1  дана сравнительная характеристика 
клинических проявлений подтипов ПоБЭ  – тя-
желого генерализованного подтипа, ЛОК син-
дрома и описываемых случаев. Из нее видно, что 
для тяжелого генерализованного подтипа ПоБЭ 
свойственны более выраженные фенотипиче-
ские проявления в сравнении с ЛОК синдромом. 
Описанные нами наблюдения имеют клинические 
признаки обоих подтипов, в том числе и патогно-
моничного симптома – образование грануляцион-
ной ткани. Особенностью наших случаев являет-
ся осмотр и  фиксация клинических проявлений 
заболевания в  разном возрасте пациентов, что 
значительно затрудняет достоверное сравнение 
клинических проявлений и  точное определение 
принадлежности к конкретной нозологии.

Кроме того, важной и  неоднозначной клини-
ческой характеристикой в случае 2 считаем значи-
тельную продолжительность жизни пациента (на 
февраль 2019 г. пациенту 13 лет), что вносит диа-
гностическую трудность в интерпретацию данно-
го показателя в отношении определения пациента 
к конкретной нозологии.

По данным литературы, несмотря на высокую 
смертность в  раннем возрасте (в среднем в  воз-
расте 5–6  месяцев) пациентов с  тяжелым гене-
рализованным подтипом ПоБЭ, описаны случаи 
длительного выживания [21]. Так, по данным 
Датского регистра БЭ, среди 22 пациентов с тяже-
лым генерализованным подтипом ПоБЭ, рожден-
ных с 1988 по 2011 г., все пациенты умерли в воз-
расте до 3 лет, из них только 3 пациента прожили 
14, 15 и  32  месяца соответственно. Основными 
причинами смерти были полиорганная недоста-
точность в  результате прекращения прибавки 
массы тела и остановки развития в целом (41%), 
дыхательная недостаточность (27%), пневмония 
(9%) и др. [22]. 

В табл. 2 приведены данные литературы по 
продолжительности жизни ряда пациентов с  тя-
желым генерализованным подтипом ПоБЭ, 
у  которых выявлены различные мутации в  гене 
LAMA3 [23–28].

При ЛОК синдроме отмечается высокая веро-
ятность смерти от осложнений в раннем возрасте, 
при этом описаны пациенты с клиническим улуч-
шением на втором десятилетии жизни [29].

Несмотря на наличие международного консен-
сусного документа [1, 2], говорить о существова-
нии четких и  однозначных клинических диагно-
стических критериев для того или иного подтипа 
ПоБЭ не приходится, поэтому в качестве наиболее 
достоверного метода диагностики следует рассма-
тривать молекулярно-генетическое исследование.

При тяжелом генерализованном подтипе ПоБЭ 
описаны мутации только в генах ламинина-332 – 
LAMB3, LAMA3, LAMC2. Более того, мутации 
в гене LAMC2 ассоциированы только с фенотипом 
ПоБЭ. Так как в  70%  случаев при тяжелом гене-
рализованном подтипе ПоБЭ мутации описаны 
в гене LAMB3, именно он является первой лини-
ей тестирования при клиническом подозрении на 
данный подтип. Мутации в генах LAMA3, LAMC2 
встречаются у 9% пациентов с ПоБЭ для каждого 
из этих генов [7].

Генетическая основа ЛОК синдрома была опре-
делена в  2003  г. W.H. McLean и  соавт. [30]. Они 
предположили, что кандидатным геном, отвеча-
ющим за развитие ЛОК синдрома, выступает ген 
LAMA3. При обследовании 15 пациентов были вы-
явлены 2 патогенных варианта в 39-м экзоне, ко-
дирующем альфа-цепь гена LAMA3 [30]. В 2008 г. 
данная нозология была внесена в классификацию 
БЭ как один из подтипов ПоБЭ [2]. Результаты, 
полученные в  2003  г., подтверждены последую-
щими публикациями описаний пациентов с ЛОК 
синдромом, у  которых генетическая диагностика 
выявила мутации в участке гена, кодирующем аль-
фа-цепь LAMA3 [11]. 

При этом имеются случаи описания пациентов 
со смешанными проявлениями как тяжелого гене-
рализованного ПоБЭ, так и ЛОК синдрома, у кото-
рых обнаружены сложные гетерозиготные мутации 
в LAMA3 и его изоформе LAMA3A [11, 30].

Недавно С.  Prodinger и  соавт. [31] опублико-
вали клиническое наблюдение пациента с прояв-
лениями ЛОК синдрома, у  которого определена 
мутация в гене плектина (PLEC). Мутации в гене 
плектина описаны при простом типе БЭ, подтипах 
с  мышечной дистрофией и  атрезией привратни-
ка. Авторы предполагают, что речь идет о  ЛОК-
подобном заболевании или новом кандидатном 
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Таблица 1. Основные клинические проявления подтипов пограничного буллезного эпидермолиза у обследованных пациентов в сравнении с классификацией 
буллезного эпидермолиза (2014) [2]

Признак ПоБЭ тяжелый 
генерализованный [2]

ПоБЭ локализованный, 
ЛОК синдром [2]

Пациент 1 Пациент 2

Тип наследования АР АР АР АР

Возраст начала заболевания С рождения С рождения С рождения С рождения

Преобладающая локализация кожного 
процесса

Генерализованный Особенно лицо и шея Лицо, ушные раковины, 
шея, ногтевые пластины, 
плечи, локти, колени, 
ягодицы

Лицо, ушные раковины, 
шея, ногтевые пластины, 
конечности, ягодицы

Кожные проявления*

пузыри 4+ 2+, эрозии 3+, мелкие 1+ (в настоящее время) 
3+ (по данным анамнеза, 

в раннем возрасте)

милиумы 2+ 1+ Нет 1+

атрофические рубцы 3+ 2+ Нет 1+

дистрофические или отсутствующие ногти 4+ 4+ 4+ 4+

грануляционная ткань 4+ 3+ 3+ 4+

аномалии кожи головы 2+ Нет Нет Нет

кератодермия Нет Нет Нет Нет

возникновение индуцируемых пузырей 4+ 1+ 2+ 1+

Внекожные проявления*

анемия 4+ 1+ 1+ 1+

задержка роста 4+ 1+ 1+ Нет

ротовая полость

аномалии мягких тканей 4+ 4+, поражение глотки 4+ 4+

гипоплазия эмали 4+ 3+ 2+ 4+

кариес Выраженный 2+ 1+ Выраженный

желудочно-кишечный тракт 3+ Нет Нет Нет

мочеполовой тракт 2+ 1+ Нет Нет

глаза 3+ 4+, поражение 
конъюнктивы, 
гранулемы век, 
симблефарон

1+ Нет

псевдосиндактилии 1+ Нет Нет Нет

дыхательный тракт 3+ 4+ 4+ 4+

Риск в возрасте 30 лет

плоскоклеточный рак Редко Нет Нет

злокачественная меланома Нет Нет Нет

базальноклеточная карцинома Нет Нет Нет 

смерть, связанная с БЭ 4+ Общий риск Острая обструкция 
дыхательных путей

БЭ – буллезный эпидермолиз, ПоБЭ – пограничный буллезный эпидермолиз, ЛОК синдром – ларинго-онихо-кутанный синдром, АР – аутосомно-рецессивный
* Шкала оценки [2]: «нет» – признак отсутствует, встречается «редко», степень выраженности признака – «1+», «2+», «3+», «4+»
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гене для ЛОК синдрома, и делают вывод, что нако-
пление генетических данных позволит в перспек-
тиве прояснить данный вопрос.

В представленных нами случаях в  результате 
молекулярно-генетических исследований у  обо-
их пациентов были выявлены ранее не описан-
ные в  литературе генетические варианты в  гене 
LAMA3, которые по совокупности данных были 
расценены как патогенные. Верификация выяв-
ленных мутаций проводилась секвенированием 
по Сэнгеру. 

В случае 2 обнаруженная у пробанда мутация 
локализуется в области гена LAMA3, не ассоции-
рованной с ЛОК синдромом по данным литерату-
ры (на февраль 2019 г.) [27].

Очевидно, что несмотря на тщательный ана-
лиз клинической картины и  имеющиеся резуль-
таты молекулярно-генетических исследований, во 
2-м клиническом наблюдении не получено одно-
значного генетического подтверждения конкрет-
ного подтипа ПоБЭ. Возможно, данный случай 
представляет собой тяжелый генерализованный 

подтип ПоБЭ с длительной выживаемостью паци-
ента либо, вероятнее, ЛОК синдром с  неполным 
фенотипом и  ранее не описанным генетическим 
вариантом, который и выступает причиной име-
ющихся у пробанда фенотипических проявлений. 
Для подтверждения данной гипотезы необходимы 
дополнительные исследования.

Предполагаем, что в представленных нами слу-
чаях клиническая гетерогенность, вариабельность 
проявлений заболевания, наличие ряда трудно 
интерпретируемых в отношении принадлежности 
к конкретной нозологии клинических признаков, 
продолжительность жизни одного из пробандов 
обусловлены в  том числе локализацией мутаций 
в гене и их влиянием на функцию белка.

Заключение
Описанные нами случаи представляют пример 
сложности дифференциальной диагностики под-
типа ПоБЭ и характеризуются следующими осо-
бенностями: 
•	 клиническое наблюдение 1: течение заболева-

ния, продолжительность жизни пациентки 
были теми признаками, которые затрудняли 
установление подтипа ПоБЭ, несмотря на ха-
рактерное образование грануляционной ткани 
в типичной локализации, поражение гортани;

•	 клиническое наблюдение 2: наличие у пациента 
неполного симптомокомплекса, характерно-
го для ЛОК синдрома (отсутствие вовлечения 
слизистой оболочки глаз в  процесс, тяжесть 
изменений гортани), а также для тяжелого ге-
нерализованного подтипа (значительная по 
сравнению со средней продолжительность 
жизни, неоднозначность для определения ди-
агноза результатов молекулярно-генетической 
диагностики) затруднили точную диагностику.
Дальнейшие детальные описания фенотипи-

ческих признаков (в том числе минимально вы-
раженных) различных подтипов БЭ могут быть 
полезными для понимания клинической карти-
ны и естественного течения заболевания, а вкупе 
с  данными молекулярно-генетических исследо-
ваний позволят сформировать полное описание 
подтипов БЭ и  улучшить их дифференциальную 
диагностику. 

Таблица 2. Продолжительность жизни пациентов с тяжелым генерализованным подтипом 
пограничного буллезного эпидермолиза, имеющих мутации в гене LAMA3 [23–28]

Мутации Средняя продолжитель-
ность жизни, месяцы

Количество 
случаев, абс.

Источник 

c.335delG/335delG 18 1 Vidal F. и соавт., 
1995 [23]

c.841G>T/841G>T 4 1 Schneider H. 
и соавт., 2007 [24]

c.1129insA/1129insA 1 1 Hammersen J. 
и соавт., 2016 [25]

c.1200G>A/1200G>A 4 1 Hammersen J. 
и соавт., 2016 [25]

c.1214delA/1214delA 5,2 3 Hammersen J. 
и соавт., 2016 [25]

c.2827C>T/3475C>T Жив на момент 
публикации (ребенок 
школьного возраста)

1 Pacho F. и соавт., 
2011 [26]

c.3895A>T/3895A>T 6 2 Mühle C. и соавт., 
2005 [27]

c.4335insA/4335insA 15,8 2 Ayoub N. и соавт., 
2005 [28]
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Информированное согласие
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Background: Epidermolysis bullosa (EB) is a  rare 
hereditary skin disease. It is subdivided into EB 
simplex (EBS), junctional EB (JEB), dystrophic EB 
(DEB) and Kindler syndrome. JEB is diagnosed 
in 2 per 1,000,000 of the population. There are 
few descriptions of clinical JEB cases in the liter-
ature. Clinical diagnosis of JEB and its subtypes is 
a challenge, especially in the early age. The paper 
presents 2 clinical cases of JEB in patients of the 
West Slavonic origin. Clinical case No.  1 was a  girl 
of Ukrainian ethnicity, with confirmed definitive 
diagnosis of severe generalized JEB. Molecular 
genetic tests identified mutations of the LAMA3 
gene that had not been described previously. The 
patient died at the age of 24 months from acute 
respiratory failure. When the patient was alive, her 
EB type and subtype was not possible to identify, 
because she had a  combination of clinical mani-
festations typical for various JEB subtypes. Despite 
such symptoms as hoarse voice, stenoses, granu-
lation tissue of typical location, laryngeal granu-
lations, the girl was steadily gaining weight, with 
some periods of relative stabilization of the skin 
disease; she also had longer life longevity than was 
common for patients with severe generalized JEB. 
All this made a precise diagnosis difficult. Clinical 
case No.  2: an ethnic Russian boy with non-clas-
sified JEB. Molecular genetic testing helped to 
identify a  homozygote mutation in the LAMA3 
gene that had not been previously described; re-
liable determination of the subtype was not pos-
sible. The patient had mixed clinical manifestation 

similar both to generalized severe JEB and to laryn-
go-onycho-cutaneous (LOC) syndrome. During his 
lifetime, the patient was clinically diagnosed with 
Hallopeau acrodermatitis and LOC syndrome. The 
differential diagnostic problems were associated 
with the presence of signs not typical for each of 
the subtypes. Significant life longevity of the pro-
band is not characteristic for severe generalized 
JEB (at the time of the publication the patient is 
13 years old), whereas for LOC syndrome the ab-
sence of eye involvement is not typical, as well 
as severe laryngeal involvement at adolescence. 
Conclusion: Detailed descriptions of phenotype 
of JEB subtypes including rare and minimal clinical 
signs can be useful to study the clinical manifesta-
tions and natural course of the disease, including 
its differential diagnosis.

Key words: junctional epidermolysis bullosa, se-
vere generalized junctional epidermolysis bullosa, 
epidermolysis bullosa, laryngo-onycho-cutane-
ous syndrome, LAMA3 gene
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