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Резюме
Новые функциональные методы исследования активности канала CFTR – определение разности кишечных потенциалов (ОРКП) 
и форсколиновый тест на кишечных органоидах, получаемых из ректальных биоптатов больных муковисцидозом (МВ), приняты 
в ведущих лабораториях мира для научной и клинической работы. Целью исследования явилась оценка возможности применения 
новейших функциональных методик у взрослых больных МВ – носителей генетических вариантов гена CFTR – N1303K и R334W. 
Материалы и методы. Получены ректальные биоптаты у пациенток с МВ (n = 2) в возрасте 36 и 27 лет с генотипом CFTR R334W/F508del 
и N1303K/3821delT соответственно. Проведены ОРКП и форсколиновый тест на кишечных органоидах; полученные результаты сопо-
ставлены с клиническими данными. Результаты. По результатам ОРКП подтверждено, что генетический вариант R334W является 
«мягким», с сохранением высокой остаточной функциональной активности канала CFTR, тогда как генетический вариант N1303K 
является «тяжелым» и приводит к утрате рабочего белка CFTR, что соответствует представленной клинической картине. Результаты 
форсколинового теста свидетельствуют о том, что вариант R334W хорошо поддается коррекции CFTR-модуляторами. Потенциатор 
VX-770 и корректор VX-809 оказывают слабое действие на стимуляцию форсколином органоидов при генетическом варианте N1303K. 
Заключение. Использование метода ОРКП и форсколинового теста на кишечных органоидах позволяет количественно оценить работу 
белка CFTR и in vitro определить эффективность таргетной терапии у пациентов с МВ.
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Муковисцидоз (МВ), или кистозный фиброз, – мо-
ногенное заболевание, вызванное мутацией гена 
CFTR. В результате мутации гена происходит нару-
шение синтеза, структуры и функции белка CFTR – 
трансмембранного регулятора проводимости МВ. 
Это нарушает проницаемость хлорных каналов эпи-
телиальных клеток, уменьшается или прекращается 
транспорт ионов хлора через апикальную мембрану 
клетки, абсорбция ионов натрия увеличивается, вы-
зывая поступление в клетку воды и обезвоживая слизь 
на поверхности железистого эпителия. Вырабатывае-
мый секрет становится густым и вязким, развивается 
системная экзокринопатия. Новейшее достижение 
в терапии МВ – таргетная терапия – основана на па-
тогенетическом подходе к лечению и непосредст-
венно воздействует на функцию белка CFTR. При 
таргетной терапии, в отличие от симптоматической, 
корректируется молекулярный дефект белка CFTR 
и демонстрируется высокая клиническая эффектив- 
ность [1].

Решение о применении CFTR-модуляторов 
осложнено у пациентов с редкими мутациями CFTR, 
не включенных в список генетических вариантов, раз-
решенных к терапии CFTR-потенциаторами и кор-
ректорами. Применение метода определения разности 
кишечных потенциалов (ОРКП) и форсколинового 
теста на кишечных органоидах, получаемых из рек-
тальных биоптатов пациентов, обеспечивает персона-
лизированный подход при подборе in vitro таргетной 
терапии всем пациентам с МВ, включая носителей 
редких генетических вариантов.

По данным Регистра больных муковисцидозом 
Рос сийской Федерации (2018) [2], генетические вари-
анты гена CFTR N1303K (c.3909C>G, p.(Asn1303Lys)) 
и R334W (c.1000C>T p.(Arg334Trp)) находятся на 9-й 
и 13-й позициях, их аллельная частота составляет 
1,55 и 0,90 % соответственно, что определяет интерес 
к представленным методикам и клиническим наблюде- 
ниям.

Материалы и методы

Метод ОРКП используется для диагностики функции 
CFTR, позволяя дифференцировать мутации без де-
тектируемой активности CFTR и мутации с остаточ-
ной активностью CFTR.

Исследование по методу ОРКП проводилось со-
гласно европейским стандартным операционным 
процедурам V2.7_26.10.11 [3, 4] на клинической базе 
научно-клинического отдела муковисцидоза Феде-
рального государственного бюджетного научного 
учреждения «Медико-генетический научный центр 
имени академика Н.П.Бочкова».

Алгоритм работы состоит из нескольких этапов 
и описан в литературе [5]:

• 1-й этап – калибровка оборудования (VCC MC 
8B421 Physiologic Instrument, San Diego, США);

• 2-й этап – установка биоптатов (забор 3 биоп-
татов проводился с использованием оборудования 
Olympus Disposable EndoTherapy EndoJaw Biopsy forceps 
(model FB-23OU) согласно инструкции) и заполнение 
камер раствором буфера Meyler;

• 3-й этап – добавление стимуляторов в последова-
тельности: амилорид (натриевый канал), форсколин / 
IBMX (хлорный канал), гинестеин (хлорный канал), 
карбахол (кальциевый канал), ΔISC (анионный транс-
порт) и в конце – гистамин (кальциевый канал). Ис-
следование заканчивалось после записи базального 
тока короткого замыкания.

В группу контроля вошли здоровые добровольцы. 
Пациенты с МВ, гомозиготные по F508del, вошли 
в группу сравнения (F508del/F508del) [5].

Стабильные культуры органоидов получены по ме-
тодикам, приведенным в работах [6–9]. Подробное 
описание методов получения культур приведено в ра-
боте A.M.Vonk et al. [9]. До забора биоптатов каждый 
пациент подписал добровольное согласие на прове-
дение исследований. Для получения культуры орга-
ноидов достаточно 2–3 биоптатов. За счет деления 
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стволовых клеток, находящихся в криптах, образу-
ется первичная культура органоидов. Для выделения 
крипт ткань обрабатывается 10 мМ этилендиаминтет-
рауксусной кислоты (Thermo Fisher Scientific, США) 
в течение 40 мин. Затем крипты осаждаются цент-
рифугированием при 130 g в течение 5 мин при 4 °C. 
На всех этапах культивирования крипты и органоиды 
выращивались в каплях Матригеля (Corning, США). 
В ростовой среде для органоидов содержались Ad-
vanced DMEM/ F12 (20 %; Thermo Fisher Scientific, 
США), В27 (Life Technologies: Gibco, США), нико-
тинамид (Sigma-Aldrich, США), N-ацетилцистеин 
(Sigma-Aldrich, США), mEGF (Prospec), А83-01 
(Tocris, Великобритания), SB 202190 (Sigma-Aldrich, 
США) и примоцин (InvivoGen, США), а также 50-, 
20- и 10%-ные среды, обогащенные факторами роста 
Wnt-3A, R-spondin и Noggin соответственно. Подроб-
ное описание получения кондиционированных сред 
приводится в работах S.F.Boj и A.M.Vonk et al. [8, 9]. 
При культивировании крипт дополнительно исполь-
зовались гентамицин (Life Technologies, Gibco, США) 
и ванкомицин (Sigma-Aldrich, США). Пересев орга-
ноидов путем механического разрушения проводился 
1 раз в 6–8 дней после их разрастания и появления 
множества почкую щихся структур.

Для форсколинового теста органоиды высевались 
в 96-луночные планшеты по ~50 органоидов в 1 ка-
пле Матригеля. На этапе посева в соответствующие 
лунки добавлялся корректор VX-809 (Selleckchem, 
США). Через 24 ч проводилось окрашивание Calcein 
AM (Biotium) и обработка в течение 60 мин форско-
лином с использованием рабочих концентраций 0,02; 
0,128; 0,8 и 5 мкМ. Одновременно с форсколином до-
бавлялся потенциатор VX-770 (Selleckchem, США). 
Съемка проводилась при помощи микроскопа Observer 
D1 (Zeiss, Германия). Результаты анализировались при 
помощи программ Image J, Sigma Plot 12.5 и Microsoft 
Excel (2007). Исследование проводилось в лаборато-
рии стволовых клеток Федерального государственного 
бюджетного научного учреждения «Медико-генетиче-
ский научный центр имени академика Н.П.Бочкова».

Результаты

При миссенс-мутации R334W происходит однонуклео-
тидная замена цитозина в положении 1 000 в 8-м эк-
зоне гена CFTR на тимин, что ведет к замене амино-
кислоты аргинина в 334-м положении белка на трип-
тофан. Вариант относится к IV классу. В базе CFTR2 
данный вариант занимает 34-е место по аллельной 
частоте и составляет 0,3 % [10].

Клиническое наблюдение № 1

Пациетка Н. 1984 года рождения с 18-летнего возраста наблю-
дается в Федеральном государственном бюджетном учрежде-
нии «Научно-исследовательский институт пульмонологии» 
Федерального медико-биологического агентства с диагно-
зом МВ, преимущественно легочная форма, множественные 
бронхоэктазы; хроническое инфицирование дыхательных 
путей Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus.

Из анамнеза известно, что бронхит, а затем пневмония 
как первые проявления заболевания со стороны респи-
раторного тракта появились в возрасте 3 мес., диагноз 
установлен в мае 1996 г. в Обособленном структурном 
подразделении «Научно-исследовательский клинический 
институт педиатрии имени академика Ю.Е.Вельтищева» Фе-
дерального государственного автономного образователь-
ного учреждения высшего образования «Российский на-
циональный исследовательский медицинский университет 
имени Н.И.Пирогова» Министерства здравоохранения 
Российской Федерации, подтвержден положительным по-
товым тестом (хлориды пота – 78,7 ммоль / л по Гибсону–
Куку; норма – до 40 ммоль / л; пограничные значения – 
40–60 ммоль / л; положительный – > 60 ммоль / л). С мая 
1997 г. – инфицирование дыхательных путей P. aeruginosa. 
Выявлены 2 мутации в гене CFTR: F508del/R334W. С 18 лет 
определяется среднетяжелая степень бронхиальной об-
струкции (объем форсированного выдоха за 1-ю секун-
ду (ОФВ1) – 60–50 %долж.). Проводится ежедневная ба-
зисная и курсовая антибактериальная терапия. В марте 
2008 г. родила дочь. Установлена постепенная деградация 
респираторной функции. С 2019 г. проводится кислоро-
дотерапия низкопоточным кислородом в ночное время. 
В настоящее время основными жалобами являются ка-
шель с трудноотделяемой гнойной мокротой (около 50 мл 
в сутки), одышка при небольшой физической нагрузке. 
При осмотре выявлено снижение показателей массы тела 
и роста (масса тела – 40 кг, рост – 150 см, индекс массы 
тела (ИМТ) – 17,7 кг / м2); при аускультации грудной 
клетки выявлены множественные разнотональные хрипы 
в легких; частота дыхательных движений – 22 в мину-
ту, сатурация гемоглобина кислородом – 89 %, частота 
сердечных сокращений – 90 в минуту, артериальное дав-
ление – 115 / 70 мм рт. ст. Показатели спирометрии: на-
рушение функции внешнего дыхания по обструктивному 
типу (ОФВ1 – 0,92 л (32 %долж.); форсированная жизнен-
ная емкость легких (ФЖЕЛ) – 1,82 л (62 %долж.); ОФВ1 / 
ФЖЕЛ – 47 %). При компьютерной томографии органов 
грудной клетки во всех отделах обоих легких определя-
ется расширение бронхов III–IV порядков с формиро-
ванием множественных цилиндрических и варикозных 
бронхоэктазов, во многих определяется содержимое и пе-
рифокальная инфильтрация (рис. 1). В анализе мокро-
ты – P. aeruginosa и S. aureus. Внешнесекреторная функ-
ция поджелудочной железы до 2009 г. характеризовалась 
минимальными изменениями: уровень панкреатической 
эластазы – 250 мкг / г (норма – > 200 мкг / г), в январе 
2019 г. (в возрасте 34 лет) – незначительное снижение 
до 197 мкг / г (норма – > 200 мкг / г).

Пациентка получает комплексную терапию, вклю-
чая внутривенные и ингаляционные антибактериальные 
препараты в соответствии с антибиотикограммой, муко-
литическую, заместительную ферментную терапию, ки-
незитерапию. Однако несмотря на интенсивное лечение, 
продолжается стойкое снижение респираторной функции 
с нарастающей дыхательной недостаточностью. В генотипе 
пациентки найдена редкая миссенс-мутация R334W, для 
повышения эффективности проводимой терапии необ-
ходимо решить вопрос о возможности патогенетического 
лечения CFTR-модуляторами с предварительной оценкой 
ОРКП и результатов форсколинового теста на органоидах 

https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/


170 Пульмонология ● Pul’monologiya. 2021; 31 (2): 167–177. DOI: 10.18093/0869-0189-2021-31-2-167-177

Амелина Е.Л. и др. Использование функциональных тестов для оценки остаточной активности канала CFTR

для определения функции хлорного канала и ответа in vitro 
на CFTR-корректоры и потенциаторы.

Методом ОРКП получены следующие результаты 
(табл. 1, рис. 2): плотность тока короткого замыкания (ΔISC) 

в ответ на введение амилорида (стимуляция натриевых ка-
налов) составила –7,67 ± 3,21 µA / см2. Изменение ΔISC 
в ответ на введение форсколина (стимуляция хлорных ка-
налов) составило 6,83 ± 1,24 µA / см2. В ответ на введение 

Рис. 2. Метод определения разности кишечных потенциалов. Пациент с генотипом F508del/R334W
Примечание: DIDS (4,4-diisothiocyano stilbene-2,2-disulfonic acid) – 4,4’-диизотиоцианатостильбен-2,2’-дисульфоновая кислота; при введении амилорида 
выявлено снижение плотности тока короткого замыкания, ответ на форсколин / IBMX – ослабленный, на добавление карбахола наблюдалось изменение 
тока короткого замыкания в отрицательную, а на добавление гистамина – в положительную сторону.
Figure 2. Intestinal current measurements. Patient with F508del/R334W genotype
Note. With the addition of amiloride, a decrease in short circuit current (ΔISC) occurred. The response to forskolin/IBMX was weak. A negative change in the short 
circuit current was observed after the addition of carbachol, and a positive change, after histamine.

Таблица 1
Показатели плотности тока короткого замыкания при введении стимуляторов у пациента 

с вариантом R334W в генотипе
Table 1

Parameters of short-circuit current density after addition of stimulants in a patient with the R334W gene variant

ΔISC, µA / см2 Амилорид Форсколин / IBMX Генистеин Карбахол DIDS Гистамин
Биоптат:

• 1 –12,5 8,5 0 26,5 0 21,5
• 2 –3,5 5 0 10,5 0 6,5
• 3 –7 7 0 19,5 0 16,5

M ± m –7,67 ± 3,21 6,83 ± 1,24 0 18,83 ± 5,67 0 14,83 ± 5,4
F508del/F508del –18,39 ± 5,62 3,06 ± 0,89 1,83 ± 0,35 – 1,83 ± 0,35 21,50 ± 5,46

Здоровые пациенты –7,67 ± 1,76 26,72 ± 2,66 2,08 ± 0,38 117,44 ± 4,32 1,92 ± 0,37 109,76 ± 8,18

Примечание: DIDS (4,4-diisothiocyano stilbene-2,2-disulfonic acid) – 4,4’-диизотиоцианатостильбен-2,2’-дисульфоновая кислота.
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Рис. 1. Компьютерная томограмма 
пациентки Н. 1984 года рождения
Figure 1. Computed tomography scan 
of patient N., born in 1984
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карбахола ΔISC изменился в отрицательную сторону и со-
ставил 18,83 ± 5,67 µA / см2. При введении гистамина ΔISC 
изменяется в отрицательную сторону, что отражает вход 
ионов калия в клетки. При этом плотность тока составила 
14,83 ± 5,4 µA / см2.

Заключение: результаты теста свидетельствуют о сни-
женной функции канала CFTR.

При сравнении данных пациента с показателями 
группы контроля и группы гомозигот по варианту 
F508del показано, что у пациента с вариантом R334W 
ответ на амилорид не отличается от группы контроля, 
но ниже, чем в группе F508del/F508del (см. табл. 1). 
Изменение ΔISC на введение фосколина у пациента 
с генетическим вариантом R334W было выше, чем 
в группе гомозигот F508del/F508del, но ниже, чем 
в контрольной группе. При этом ответ на гистамин 
у пациента с R334W в генотипе был ниже, чем в других 
группах (группа F508del/F508del и контроля).

Таким образом, генетический вариант R334W 
характеризуется остаточной функцией хлорного ка-
нала, функция натриевого канала соотносится с та-
ковой в группе здоровых лиц, а функция кальциевых 
каналов снижена, поэтому его можно отнести к «мяг-
ким» вариантам.

Из ректальных биоптатов пациента с генотипом 
R334W/F508del получена стабильная культура кишеч-
ных органоидов для исследования остаточной функ-
ции канала CFTR и влияния CFTR-модуляторов (кор-
ректора VX-809 и потенциатора VX-770) на активность 
канала при генетическом варианте R334W.

Для генетического варианта R334W обнаружена 
высокая остаточная активность CFTR (рис. 3, 4) – 
после 1 ч обработки 5 мкМ форсколина размер ор-
ганоидов увеличивается на 50 % по сравнению с ис-
ходным. Ответ обусловлен только «вкладом» мута-
ции R334W, поскольку F508del/F508del органоиды 
(контроль) не набухают при действии одного лишь 
форсколина (рис. 3). Оба используемых модулято-

Рис. 4. Характерные изображения кишечных органоидов с геноти-
пом R334W/F508del до воздействия форсколина (5 мкМ) и таргет-
ных препаратов (оба – 3 мкМ) и после завершения обработки
Примечание: окраска – сalcein (0,84 мкМ, 1 ч), объектив × 5, масштабная 
шкала – 500 мкм
Figure 4. Representative images of intestinal organoids with R334W/
F508del gene variant before and after the treatment with forskolin 
(5 µM) and targeted drugs (both at 3 µM)
Note: Calcein stain (0.84 µM, 1 h), × 5 magnification, scale bar 500 µM
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Рис. 3. Результаты количественной оценки 
набухания органоидов при действии 
форсколина и CFTR-модуляторов для 
пациента с генотипом R334W/F508del 
в сравнении с контролем (генотип F508del/
F508del)
Figure 3. Quantitative evaluation of organoid 
swelling upon treatment with forskolin and 
CFTR modulators in a patient with R334W/
F508del gene variant as compared to control 
(F508del/F508del gene variant)
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ра положительно влияют на восстановление функ-
циональных характеристик канала CFTR – в при-
сутствии потенциатора VX-770 размер органоидов 
увеличивается на 100 % по сравнению с исходным 
размером, после инкубации с VX-809 – на 90 %, при 
сочетании потенциатора и корректора – на 110 % 
по сравнению с исходным размером (при обработке 
5 мкМ форсколина). Эффективность модуляторов 
выше, чем у контрольной F508del/F508del культуры, 
мутация R334W относится к «мягким», пациентам 
с генетическим вариантом R334W может быть реко-
мендована терапия потенциатором VX-770 или ком-
бинированным препаратом, сочетающим потенциа-
тор и корректор (VX-770 + VX-809).

Генетический вариант гена CFTR N1303K 
(c.3909C>G, p.(Asn1303Lys)) представляет собой за-
мену цитозина на гуанин в положении 3 909 в 24-м эк-
зоне. Традиционно вариант относится ко II классу. 
В Европейском регистре больных МВ (2018) данный 
вариант занимает 3-е место, аллельная частота состав-
ляет 2,12 % [11]. Вариант описан в международных 
базах данных.

Клиническое наблюдение № 2

Пациентка K. 1992 года рождения с 2017 г. наблюдается 
в Федеральном государственном бюджетном учреждении 
«Научно-исследовательский институт пульмонологии» Фе-
дерального медико-биологического агентства с диагнозом 
МВ тяжелого течения, хронический гнойный бронхит, мно-
жественные бронхоэктазы. Хроническое инфицирование 
дыхательных путей S. aureus, P. aeruginosa, Escherichia coli. 
Хроническая панкреатическая недостаточность.

Из анамнеза известно, что с рождения отмечались симп-
томы поражения поджелудочной железы и желудочно-ки-
шечного тракта в виде полифекалии, видимой стеатореи, 
выпадения прямой кишки, отставания в наборе массы тела. 
С 6 мес. – частые бронхиты, пневмонии.

Диагноз МВ установлен в январе 1996 г. в возрасте 4 лет 
подтвержден повторными высокими показателями потового 
теста и ДНК-диагностикой, по данным которой выявлены 
2 мутации в гене CFTR – N1303K/3821delT. С 11-летнего 
возраста отмечается инфицирование дыхательных путей 
P. aeruginosa, с 25 лет периодически – Achromobacter spp. 
В настоящее время жалобы на кашель с гнойной мокротой 
(около 100 мл в сутки).

При осмотре объективно обращали на себя внимание 
снижение нутритивного статуса (масса тела – 49 кг, рост – 
169 см, ИМТ – 17,1 кг / м2), рассеянные сухие и влажные 
хрипы в легких, преимущественно в верхних отделах с обеих 
сторон при аускультации грудной клетки; частота дыхатель-
ных движений – 18 в минуту, сатурация гемоглобина кисло-
родом – 95 %, частота сердечных сокращений – 84 в мину-
ту, артериальное давление – 120 / 75 мм рт. ст. По данным 
спирометрии выявлено нарушение функции внешнего ды-
хания по обструктивному типу, выраженная бронхиальная 
обструкция – показатели ОФВ1 – 1,74 л (51,3 %долж.) при 
ФЖЕЛ – 3,26 л (83,7 %); ОФВ1 / ФЖЕЛ – 53,5 %. По данным 
микробиологического анализа мокроты выявлены P. aerug-
inosa и S. aureus.

При компьютерной томографии органов грудной клетки 
отмечается неравномерная пневматизация легочной парен-
химы, цилиндрические и мешотчатые бронхоэктазы во всех 
отделах легких с обеих сторон от 4 до 22 мм в диаметре, неко-
торые – с наличием содержимого. Выявлена перибронхиаль-
ная инфильтрация на фоне утолщения и уплотнения стенок 
бронхов (рис. 5). Тяжелое нарушение внешнесекреторной 
функции поджелудочной железы подтверждалось выражен-
ным снижением уровня панкреатической эластазы-1 в стуле 
(< 20 мкг / г; норма – > 200 мкг / г). В схему терапии были 
включены кинезитерапия, муколитические и заместитель-
ные ферментные препараты, а также комплексное лечение 
внутривенными и ингаляционными антибактериальными 
препаратами в соответствии с данными антибиотикограммы.

В связи с наличием генотипа N1303K/ 3821delT реше-
но провести ОРКП и форсколиновый тест для оценки 

Рис. 5. Компьютерная томо-
грамма пациентки K. 1992 года 
рождения
Figure 5. Computed tomography 
scan of patient K., born in 1992
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функции хлорного канала и возможности терапии CF-
TR-модуляторами.

Пациентке проведено исследование методом ОРКП 
(табл. 2; рис. 6), получены следующие результаты: плотность 
тока короткого замыкания (ΔISC) в ответ на введение ами-
лорида (стимуляция натриевых каналов) составила –7,67 ± 
0,2 µA / см2. Изменение ΔISC в ответ на введение форсколина 
(стимуляция хлорных каналов) составило 1,17 ± 0,54 µA / см2, 
что свидетельствовало об отсутствии функции хлорного кана-
ла. В ответ на введение карбахола ΔISC изменилась в отрица-
тельную сторону и составил 4,5 ± 0,61 µA / см2. При введении 
гистамина ΔISC изменилась в отрицательную сторону, что 
отражает вход ионов калия в клетки. При этом плотность 
тока составила 5,33 ± 1,43 µA / см2. 

При анализе полученных данных с группой контр-
оля и сравнения выявлено, что ответ на амилорид у па-
циентки с вариантом N1303K в генотипе был ниже, 
чем в группах с генотипом F508del/F508del и контр-
ольной. Ответ на добавление форсколина в исследу-
емой группе был ниже, чем в группе F508del/F508del 
и контроле. Ответ на гистамин также был ниже, чем 
в остальных группах.

Таким образом, при помощи метода ОРКП пока-
зано, что CFTR-канал не функционирует, функция 
кальциевого канала снижена, функция натриевого 
канала оставалась в пределах аналогичных показателей 
у здоровых лиц.

Из ректальных биоптатов пациента с генотипом 
N1303K/3821delT получена культура кишечных орга-
ноидов для исследования остаточной функции кана-
ла CFTR и влияния CFTR-модуляторов (корректора 
VX-809 и потенциатора VX-770) на активность канала 
при генетическом варианте N1303K.

Генотип N1303K/3821delT включает генетиче-
ский вариант I класса 3821delT, при котором на-
рушается синтез мРНК CFTR. N1303K/3821delT 
органоиды не отвечают на стимуляцию форсколи-
ном (0,02–5,00 мкМ), это значит, что генетический 
вариант N1303K приводит к полному нарушению 
синтеза функционального белка CFTR (рис. 7, 8). 
CFTR-модуляторы оказывают незначительное вли-
яние. И потенциатор, и корректор, добавленные 
по отдельности, приводят к увеличению размера ор-
ганоидов на ~20 %, а при их сочетании наблюдается 
аддитивный эффект и размер органоидов увеличива-

Таблица 2
Показатели снижения плотности тока короткого замыкания при введении стимуляторов 

у пациента с генотипом N1303K
Table 2

Parameters of short-circuit current density after addition of stimulants in a patient with the N1303K gene variant

ΔISC, µA / см2 Амилорид Форсколин Генистеин Карбахол DIDS Гистамин

Биоптат:

• 1 –7,5 0,5 0 5 0 6,5

• 2 –8 2 0 5 0 6,5

• 3 –7,5 1 0 3,5 0 3

M ± m –7,67 ± 0,20 1,17 ± 0,54 0 4,50 ± 0,61 0 5,33 ± 1,43

F508del/F508del –18,39 ± 5,62 3.06 ± 0.89 1,83 ± 0,35 – 1,83 ± 0,35 21,50 ± 5,46

Здоровые пациенты –7,67 ± 1,76 26,72 ± 2,66 2,08 ± 0,38 117,44 ± 4,32 1,92 ± 0,37 109,76 ± 8,18

Примечание: ΔISC (decrease in the short-circuit current) – снижение тока короткого замыкания; DIDS (4,4-diisothiocyano stilbene-2,2-disulfonic acid) – 4,4’-диизотиоцианатостильбен-2,2’-
дисульфоновая кислота.

Рис. 6. Метод определения разности кишечных потенциалов. Пациент с генотипом N1303K/3821delT
Примечание: DIDS (4,4-diisothiocyano stilbene-2,2-disulfonic acid) – 4,4’-диизотиоцианатостильбен-2,2’-дисульфоновая кислота; при введении амилорида 
происходило снижение плотности тока короткого замыкания, ответ на форсколин / IBMX отсутствует, на добавление карбахола и гистамина наблюдалось 
изменение тока короткого замыкания в отрицательную сторону.
Figure 6. Intestinal current measurements. Patient with N1303K/3821delT genotype
Note: With the addition of amiloride, a decrease in the short-circuit current (ΔISC) occurred. There was no response to forskolin/IBMX, and the addition of carbachol 
and histamine showed a negative change in the short-circuit current.
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Рис. 8. Характерные изображения кишечных органоидов с гено-
типом N1303K/3821delT до воздействия форсколина (5 мкМ) 
и таргетных препаратов (оба – 3 мкМ) и после завершения обра-
ботки
Примечание: окраска – сalcein (0,84 мкМ, 1 ч), объектив × 5, масштабная 
шкала – 500 мкм.
Figure 8. Representative images of intestinal organoids with N1303K/ 
3821delT gene variant before and after the treatment with forskolin 
(5 µM) and targeted drugs (both at 3 µM)
Note: Calcein stain (0.84 µM, 1 h), × 5 magnification, scale bar 500 µM.

ется на 50 % по сравнению с исходным (при обработ-
ке 5 мкМ форсколина). Как и F508del, генетический 
вариант N1303K относится ко II классу.

Наблюдаемые ответы на действие VX-770 и VX-
809, добавленных по отдельности, сопоставимы меж-
ду N1303K/3821delT и F508del/F508del культурами 
(рис. 7). Однако при комбинированном воздействии 
CFTR-модуляторов набухание контрольных F508del/
F508del органоидов выше, чем у N1303K/3821delT, 
и составляет 70 % по сравнению с исходным размером. 
При ответах ниже, чем в контрольной группе, терапия 
таргетными препаратами не может быть рекомендова-
на пациентам, поскольку их применение не приведет 
к видимому терапевтическому эффекту.

Обсуждение

Современное лечение МВ во многом определяет-
ся электрофизиологическими методами и методами, 
основанными на клеточных культурах, и занимают все 
большее место в диагностике. Долгие годы оценка по-
ражения поджелудочной железы являлась единствен-
ным методом верификации «тяжести» вариантов гена 
CFTR. Методы ОРКП и кишечных органоидов в опре-
деленной мере стали дополнять клиническую оценку 
и позволяют количественно определить работу CFTR.

Результаты ОРКП соответствуют клинической 
картине МВ в представленных клинических наблю-
дениях – тяжесть поражения респираторного тракта 
у пациентки с «мягким» генотипом, обусловленным 
вариантом R334W (клиническое наблюдение № 1), 
выражена не меньше, чем у пациентки с «тяжелым» 
генотипом N1303K/3821delT (клиническое наблюде-
ние № 2), при этом «мягкий» генотип обладает про-
тективным влиянием, препятствующим развитию 
панкреатической недостаточности, о чем свидетель-
ствует высокий уровень панкреатической эластазы 
в анализе стула у пациентки с генотипом F508del/
R334W по сравнению с аналогичным показателем 
у пациентки с генотипом N1303K/3821delT. Такое 

Рис. 7. Результаты количественной оценки 
набухания органоидов при действии 
форсколина и CFTR-модуляторов для 
пациента с генотипом N1303K/3821delT 
в сравнении с F508del/F508del контролем
Примечание: AUC (area under the curve) – 
площадь под частью фармакокинетической 
кривой.
Figure 7. Quantitative evaluation of organoid 
swelling upon treatment with forskolin and 
CFTR modulators in a patient with 
N1303K/3821delT gene variant as compared to 
control (F508del/F508del gene variant)
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взаимодействие генотипа и фенотипа соответствует 
данным европейского консенсуса о том, что «тяже-
лый» генотип CFTR ассоциирован с ранней панкреа-
тической недостаточностью, тогда как для «мягкого» 
генотипа характерна сохранная функция поджелудоч-
ной железы или позднее развитие панкреатической 
недостаточности [12].

Кишечные органоиды представляют собой кле-
точную 3D-модель in vitro, по строению и свойствам 
близкую слизистой кишечника in vivo [13]. Количество 
белка CFTR и его функциональная активность на апи-
кальной мембране кишечных органоидов, полученных 
от конкретного пациента, соотносятся с этими харак-
теристиками in vivo в слизистой эпителия кишечника. 
При стимуляции форсколином происходит актива-
ция белка CFTR и набухание органоидов. Степень 
форсколин-индуцированного набухания соотносится 
с остаточной активностью CFTR канала в клетках – 
чем сильнее ответ на форсколин, тем выше функцио-
нальная активность CFTR.

На модели кишечных органоидов генетические 
варианты CFTR удобнее исследовать при наличии 
гомозиготного генотипа или при сочетании исследу-
емой мутации CFTR с мутацией I или II класса, кото-
рые сопряжены с полной утратой функционального 
белка. В этом случае остаточная активность канала 
CFTR на стимуляцию форсколином будет обусловле-
на только вкладом изучаемого генетического варианта 
CFTR. При исследовании генотипов R334W/F508del 
и N1303K/3821delT, в которых изучаемые мутации как 
раз сочетаются с мутациями I и II классов, показано, 
что генетический вариант R334W является «мягким», 
с сохранением высокой остаточной функциональной 
активности канала CFTR, тогда как генетический ва-
риант N1303K является «тяжелым» и приводит к утрате 
рабочего белка CFTR. Результаты форсколинового те-
ста свидетельствуют о том, что вариант R334W хорошо 
поддается коррекции CFTR-модуляторами. Наиболь-
ший эффект наблюдается при совместном применении 
VX-770 и VX-809. Для N1303K-варианта не обнаружено 
эффективного восстановления функциональной актив-
ности CFTR при применении таргетных препаратов.

Полученные результаты согласуются с литератур-
ными данными [7, 14–16]. В ранее проведенных ис-
следованиях у пациентов выявлены генотипы R334W/
R746X [7, 15] R334W/F508del [7, 15, 16], N1303K/
F508del, [7, 14] R334W/ N1303K [15]. На кишечных 
органоидах с генетическим вариантом R334W при по-
мощи форсколинового теста обнаружена остаточная 
активность белка CFTR [15, 16]. Добавление потен-
циатора ивакафтора (VX-770) и в меньшей степени – 
лумакафтора (VX-809) привело к восстановлению 
функциональной активности CFTR [16], хотя в ра-
ботах J.Dekkers et al. [7] и M. van Willigen et al. [15] по-
ложительного эффекта от воздействия VX-809 не обна-
ружено, при этом в случае использования лумакафтора 
усиливалось действие ивакафтора [9, 14, 15]. Высокий 
эффект ивакафтора согласуется с нарушениями, ха-
рактерными для мутаций IV класса гена {RD} CFTR. 
При данном типе мутаций нарушается в основном 
функция хлорного канала [17].

Заключение

Использование метода ОРКП и форсколинового 
теста на кишечных органоидах, получаемых из рек-
тальных биоптатов, позволяет количественно оценить 
работу белка CFTR и in vitro определить целесообраз-
ность назначения таргетной терапии всем пациентам 
с МВ, включая носителей редких генетических вариан-
тов. В диагностике и лечении больных МВ необходимо 
широкое применение электрофизиологических методов 
и методов, основанных на клеточных культурах.
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