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S u m m a r y

T h e purpose  o f  th is study w as investigation  o f  th e  prevalence o f  AF508 m u ta tio n  o f  th e  cystic fibrosis gene 

in  p a tien ts  w ith  C O P D . 66 patien ts w ith C O P D , 35 ones w ith  nonobstructive p u lm onary  diseases and  35 healthy 

v o lun teers w ere exam ined  aged o f  17—76 years.

D N K  o f  th e  subjects w ere analysed to  reveal m u tations AF508 and  G 542X , S549N , G 551D , R553X, and  

W I282X  additionally . T h e  ob ta ined  results show  th e  presence o f  AF508 m u ta tio n  in  4 patients o f  C O P D  group, 

th a t is 6% o f  th e  n u m b er o f  th e  latter. T h e  frequency  o f  m utations in  th e  nonobstructive diseases group  w as less 

th e n  1:35 (1:70 fo r th e  to ta l n u m b er o f  ch rom osom es), th a t is in  acco u n t w ith  litera tu re  data . T h e  p resen t data  

co rrespond  to  th e  hypothesis abou t th e  heterozygosity  o n  pathogenic m u ta tio n  o f  cystic fibrosis plays th e  certa in  

role in C O P D  pathogenesis.

Р е з ю м е

Ц елью  н асто ящ его  и ссл ед о ван и я  бы ло и зу чен и е  частоты  встр еч аем о сти  м у тац и и  АР508 гена 

м у к о в и сц и д о за  с р е д и  п а ц и е н т о в  Х О З Л . О б с л е д о в а н о  66 п а ц и е н т о в  с  Х О З Л , 35 п а ц и е н т о в  с 

н е о б с т р у к т и в н ы м и  заб олеван иям и  органов ды хан ия  и 35 здоровы х добровольцев. В озрастной  д и ап азо н  

составил  17—76 лет.

Б ы л и  и сследован ы  Д Н К  на предм ет н али ч и я  м утаций  АР508 и д о п о л н и тел ьн о  С 542Х , 8549И , С 5 5 Ш , 

• Л553Х  и W 1282X. П олу ч ен н ы е результаты  п оказали  н али ч ие м утации  ДР508 у 4 обследуем ы х из группы  

Х О ЗЛ , что  составляет  6%. Ч астота м утаций  в группе необструктивны х заб о леван и й  легки х  составила  м енее 

1:35 (1:70 п о  х р ом осом ном у  н абору), что  соответствует л и тературн ы м  дан н ы м . П редставлен н ы е дан н ы е  

Ъ  со о тветств у ю т ги п о тезе  о то м , что гетер о зи го тн о сть  по п ато ген н о й  м утац и и  м у к о в и сц и д о за  и гр ает

оп ределен ную  роль  в патогенезе  Х О ЗЛ .

Муковисцидоз (MB) — наиболее частая наследствен
ная патология органов дыхания. Это аутосомно-рецес- 
сивное заболеван и е  связано  с мутациями гена CF 
(cystic fibrosis), расположенного на хромосоме 7. У 
пациентов с MB данный ген “поврежден” на обеих 
хромосомах, т.е. они являются либо гомозиготами 
(идентичная мутация на обеих хромосомах), либо 
составными гетерозиготами (мутации имеются в обеих 
хромосомах, однако они различны). Родители больных 
с MB имеют один нормальный и один мутантный ген 
(нормальные гетерозиготы). Ген CF кодирует белок, 
формирующий в мембранах эпителиальных клеток ка 
налы для транспорта ионов хлора. В результате мутаций 
соответствующий белок либо вообще не синтезиру
ется, либо его функция резко нарушена. В настоящее 
время идентифицировано более 350 CF мутаций, однако 
большинство из них встречаются крайне редко. Лишь

мутация АР508 присутствует с довольно высокой 
частотой в различных районах мира. По усредненным 
данным на долю этой мутации приходится более 60% 
СБ хромосом, однако имеется значительная межэтничес
кая вариабельность. Наиболее высокая частота АР508, 
достигающая 80% С¥ хромосом, наблюдается в неко
торых регионах Северной Европы; на юге Европы эта 
частота составляет уже 45— 50%, а среди арабов, турок 
и евреев— ашкенази (восточно-европейского происхож
дения) АБ508 встречается лишь в 23—25% С¥ хромосом. 

Еще около 20 СЕ мутаций (0542Х, 0551 И, И553Х, 
W1282X и др.) могут считаться относительно частыми 
(<1%  СЕ хромосом). Их частота также варьирует в 
разных этнических группах. Среди отечественных паци
ентов с МВ идентифицировано, по крайней мере, 14 СЕ 
мутаций [1,2,6,7,15,16, 26— 28]. На долю АЕ508 прихо
дится около 50% исследованных СЕ хромосом. Еще несколько



мутаций (3723delA, R553X и W1282X) были найдены 
более чем на трех неродственных CF хромосомах. Более 
подробную информацию в отношении CF мутаций и связан
ной с ними патологии можно найти в обзорах [4,10,25].

В характере поражения органов дыхания при MB и 
при хронических обструктивных заболеваниях легких 
(ХОЗЛ) имеется много сходного. Не удивительно 
поэтому, что гетерозиготность по мутантному гену 
муковисцидоза была достаточно давно “заподозрена” 
в качестве фактора, повышающего риск ХОЗЛ. Однако 
проверка этой гипотезы ранее осложнялась тем, что 
отсутствовали достоверные методы определения носи
телей CF мутаций (диагностика гетерозигот на основании 
потового теста крайне ненадежна). Единственное исклю
чение составляло исследование родителей пациентов 
с муковисцидозом (облигатных носителей мутантного 
гена CF) [9]. Последнее выявило повышенную реак 
тивность дыхательных путей среди лиц исследованной 
группы. Недавнее открытие гена CF и его наиболее 
частой мутации AF508 привело к внедрению в диаг
ностику методов прямого определения этой, а затем и 
других, CF мутаций [17,22,23]. Таким образом, иссле 
дование пульмонологических больных на гетерозиготность 
по мутантному гену MB стало реальным. К настоящему 
времени сообщено об абнормальном распределении 
мутации AF508 среди 65 французских пациентов с 
хронической бронхиальной гиперсекрецией (6 пациентов 
были гетерозиготы по AF508) [11]. В работе из Германии, 
включавшей 10 взрослых больных с ранним началом 
ХОЗЛ, в двух случаях был диагностирован MB (оба 
пациента оказались гомозиготами по AF508) и еще 4 
больных были идентифицированы как гетерозиготы по 
этой мутации [21]. Частота CF мутаций, в 4,9 раза 
превышающая ожидаемую, была выявлена и среди 29 
итальянских больных с ХОЗЛ [20]. Следует, однако, 
отметить, что несколько ранее авторы последней ра 
боты приводили иной результат: среди 18 пациентов 
с ХОЗЛ не было обнаружено ни одного носителя 
AF508 [12]. Ниже мы приводим наши данные о частоте 
мутации AF508 среди пациентов с ХОЗЛ.

Образцы ДН К были получены из клеток перифери 
ческой крови от 66 пациентов с ХОЗЛ, 35 пациентов 
с заболеваниями органов дыхания, не относящихся к 
ХОЗЛ, и 35 здоровых лиц. Возраст обследованных был 
в интервале 17— 76 лет. Все группы включали лиц 
обоих полов. ДНК выделяли с помощью “солевого” 
или “chelex” методов [18,29]. Образцы ДНК были 
исследованы на наличие мутации AF508 с помощью 
PCR (polymerase chain reaction) с последующим анализом 
амплифицированных фрагментов ДНК методом электро
фореза 'в полиакриламидном геле. Для амплификации 
фрагмента, включающего сайт мутации AF508, были 
использованы праймеры С16В и C16D [17]. Образцы 
ДНК, оказавшиеся гетерозиготными по AF508, допол
нительно исследовались на наличие мутаций G542X, 
S549N, G551D, R553X (11 экзон CF гена) и W1282X 
(20 экзон). Амплификация фрагмента 11 экзона 
приводилась с использованием нормального l l i - З В  и 
модифицированного М 1 1 е-5  праймеров [19]. Анализ 
PCR фрагмента на наличие мутаций осуществляли с

Рис. Исследование образцов ДНК на мутацию AF508 при элек 
трофорезе в полиакриламидном геле.

1 —  г е т е р о зи г о т н о с т ь  по м у тац и и  A F 508: д в е  н и ж н и е  п о л о сы  и м е ю т  р а зм е р  95  п .н . и 

9 8  п .н ., со о тветствен н о ; вер х н ие полосы  —  гетер о д у п л ек с; 2  —  н орм альны й  вариант 

(м у тац и я  A F 508 о т с у тс тв у е т): одна полоса 9 8  п.н .

помощью RFLP (restriction fragment lengh polymor
phism) с использованием следующих рестриктаз: Ddel 
для мутации S549N, HincII для мутаций G551D и 
R553X (при необходимости последние две мутации 
можно было различить рестриктазой Mbol) и EcoRII 
для мутации G542X. Для амплификации фрагмента 20 
экзона использовались праймеры 20i— 3 и 20i— 5 [30]. 

Наличие мутации W1282X определяли с помощью 
рестриктазы Mnll.

PCR фрагмент, включающий сайт мутации AF508, 
имеет размер 98 пар нуклеотидов (п.н.) при ампли 
фикации нормального гена CF и 95 п.н. в случае 
мутации AF508. При электрофорезе в полиакриламидном 
геле эти полосы мигрируют с разной скоростью. Нормаль
ная гомозигота характеризуется одной полосой 98 
п.н., а гомозигота по мутации AF508, соответственно, 
полосой 95 п.н. Гетерозиготный вариант имеет обе 
полосы (98 п.н. и 95 п.н.) и для него характерно 
наличие гетеродуплексов (рисунок). Данные о рас 
пространенности мутации AF508 среди исследуемых 
групп приведены в табл.1. Как видно из этой таблицы, 
данная мутация отсутствовала среди здоровых лиц, а 
также пациентов с заболеваниями легких, не относящихся 
к ХОЗЛ. В группе больных с ХОЗЛ гетерозиготность 
по мутации AF508 была выявлена у 4 лиц. Инфор-
м ация ,  к а с а ю щ а я с я  э т и х гетер о зи го т , п р и в е д е н а  в

Т а б л и ц а  1

Р а с п р е д е л е н и е  м у т а ц и и  AF508 ср ед и  и с с л ё д у е м ы х  гр у п п

Группа
К оли чество

об сл едо ван н ы х

К оли чество  

н о си тел ей  м утации 

AF508

ХОЗЛ 66 4 (6%)

Заболевания легких, не 
относящиеся к ХОЗЛ 35 --

Здоровый контроль 35 ----



Т а б л и ц а  2

Д а н н ы е  о п а ц и е н т а х , г е т ер о зи го тн ы х  по м у тац и и  Д Р 508

П ац и ен т Пол В озраст Н ач ал о  заб о л ев ан и я Л отовы й  тест Ф ер ти л ьн о сть
В ари ан т 

а - 1-ан ти три п си н а
С ем ейны й а н ам н ез

1 (Е.Л.) муж. 17 1 год нормальный т г не отягощен

2 (О.В.) жен. 26 16 лет нормальный + М 1М 2 не отягощен

3 (А.Г.) муж. 72 24 года нормальный + М1 МВ у внучки

4 (Н.Г.) муж. 56 19 лет не проводился + М1 не отягощен

таб л .2. Все четы ре случая  были дополнительно 
исследованы на ряд других относительно частых СР 
мутаций (С542Х, 5549Г4, 0 5 5 Ю , 1?553Х, W1282X), 
однако ни одна из данных мутаций обнаружена не 
была. Потовый тест, проведенный для 3 из 4 гетерозигот, 
ни в одном случае не достигал порогового значения, 
требуемого для постановки диагноза МВ. Все четыре 
гетерозиготы характеризовались ранним началом за- 

ф болевания. Один случай, проявившийся с первого года 
жизни, сразу же вызвал подозрения педиатров в 
отношении МВ. Однако результаты потового теста, 
проводившегося в разные годы жизни данного пациен
та, всегда были нормальны, что не позволяло поставить 
диагноз МВ. В дополнение к мутации АР508 гена СР 
мы выявили, что этот пациент является также гете 
розиготным носителем патогенной мутации Ъ гена 
альфа-1-антитрипсина. Гомозиготность по аллелю Ъ, 
как известно, ассоциирована с первичной эмфиземой 
легких; клиническая значимость гетерозиготности по 
этой мутации остается предметом дискуссии (эти 
вопросы освещены в обзорах [3,8]). Другой гетерози 
готный пациент считает, что его заболевание является 
следствием перенесенного в молодом возрасте ранения 
легкого. Этот пациент имеет здоровую дочь, однако у 
его внучки от этой дочери был диагностирован МВ 
(легочная форма без панкреатической недостаточ
ности). Образцы крови от родственников данного 

Ф пробанда не были доступны. Никто из выявленных 
гетерозигот не имел, признаков недостаточности экзо- 
кринной функции поджелудочной железы. Против 
диагноза МВ свидетельствуют также данные об фертиль
ности, по крайней мере, трех гетерозигот: наличие 
детей у двух пациентов мужского пола и беременность 
в анамнезе женщины.

Таким образом, гетерозиготность по мутации АР508 
была выявлена у 6%  пациентов с ХОЗЛ. В обеих 
контрольных группах мутация АР508 отсутствовала. 
Это означает, что в этих группах гетерозиготы встре 
чаются реже чем 1:35 индивидуумов (соответственно, 
частота мутации АР508 м енее чем 1:70 среди 
соответствующих хромосом больных ХОЗЛ). Эти 
данные сопоставимы с приведенными в обзоре [7] 
результатами скрининговых исследований новорож- 
денных, проводившихся в Санкт-Петербурге и Киеве. 
Последние выявили частоту гетерозиготности по мутации 
АР508 среди новорожденных, равную 1:40 (1:80 в 
пересчете на хромосомы). Таким образом, полученные 
нами данные указывают на более чем двукратное

увеличение частоты АР508 среди пациентов с ХОЗЛ. 
Казалось бы, что этот результат однозначно свиде
тельствует о предрасположенности гетерозигот по СР 
мутации к ХОЗЛ. Однако прежде чем делать оконча
тельный вывод, нам хотелось бы привлечь внимание 
к вопросу постановки диагноза МВ. Как известно, 
краеугольным камнем в постановке этого диагноза 
является потовый тест. Однако после внедрения прямых 
методов определения СР мутаций были описаны пациенты 
с клиникой МВ и мутациями в обоих генах СР, но тем 
не менее с нормальными или на уровне пороговых 
значениями потового теста. Так, в работе [21] описан 
взрослый пациент с диссеминированными бронхоэк- 
тазами обоих легких, оказавшийся гомозиготой по 
АР508 с нормальным потовым тестом. Данное наблю
дение, по-видимому, относится к разряду казуистики, 
так как это единственный случай среди тысяч 
гомозиготных по АР508 больных МВ. Однако для 
некоторых редких генетических вариантов нормальный 
потовый тест может быть и закономерностью. К числу 
таких вариантов относится мутация 3 8 4 9 + ЮкЬ, кото
рая была впервые выявлена в гомозиготном состоянии 
у 19-летней пакистанской девушки со сравнительно 
мягким течением легочного заболевания и нормальным 
потовым тестом [14]. Этот результат был позднее 
подтвержден в исследовании 15 пациентов с МВ, 
гетерозиготных по мутации 3 8 4 9 + ЮкЬ [5]. У пяти из 
этих пациентов на второй хромосоме присутствовала 
мутация АР508, еще у пяти — У/1282Х и у одного — 

С85Е; у четырех пациентов вторая мутация не была 
идентифицирована. У пяти (33% ) пациентов данной 
группы (с каким конкретно генотипом не указано) 
потовый тест не превышал нормальных значений. МВ 
с нормальным значением потового теста был выявлен 
также у двух сестер — гомозигот по мутации 0 5 5 1 Б 
[24]. Пороговые значения потового теста при наличии 
клинической картины, сходной с муковисцидозом, 
были обнаружены также у одного пациента с гено
типом А Р 5 0 8 /Р 6 7 Ь  и двух пациентов, гетерозиготных 
по мутации К117Н [13]. Таким образом, приведенные 
выше данные указы ваю т на сущ ествование СР 
мутаций, которые, не нарушая транспорта хлора в 
эпителиальных клетках потовых желез, тем не менее 
вызывают патологические процессы в других органах. 
Это означает, что нормальный потовый тест не позволяет 
исключить МВ со 100% вероятностью. Прямая же 
детекция мутаций позволяет диагностировать МВ 
лишь при обнаружении мутаций на обеих хромосомах.



Как, однако, интерпретировать те случаи, когда вторую 
мутацию не удается идентифицировать? Отсутствие 
четких критериев вызывает противоречивые трак 
товки по сути сходных результатов. Так, высокую 
частоту мутации AF508 среди взрослых больных с 
X03J1 авторы одного наблюдения трактуют как нали 
чие недиагностированных случаев MB [21]. В анало 
гичной работе других авторов повышенная частота 
мутаций трактуется уже как доказательство вовле
ч енности  гена CF в Х О ЗЛ  [20]. М ож но такж е 
упом януть работу [5], подтверж давш ую  слабое 
влияние мутации 3 8 4 9 + lO k b  на лотовый тест. 
Интересно, что все пациенты в этой работе рассмат
риваются как составные гетерозиготы, хотя фактически 
у 4 из них вторая мутация не определена (в сочетании 
с нормальным потовым тестом такое определение 
генотипа не представляется столь уж бесспорным). 
Возвращаясь к нашим пациентам, нам кажется, что в 
совокупности имеющиеся данные (возраст пациентов, 
начало заболевания хотя и в молодом, но не детском 
возрасте, фертильность и нормальный лотовый тест) 
свидетельствуют в пользу того, что трое из них 
являются нормальными носителями мутации AF508. 
Четвертый случай представляется более сложным для 
интерпретации. Помимо мутации гена CF, пациент 
имеет патогенный аллель Z гена альфа-1-антитрипси
на. Имеет ли здесь место “сочетание усилий” двух 
дефектов в отношении легочной ткани? Или все же 
данный пациент является составной гетерозиготой с 
редкой и атипичной в отношении потового теста 
второй мутацией?

В заключение нам хотелось бы отметить, что несмотря 
на упом януты е выше слож ности , им ею щ иеся в 
литературе данные и результаты, представленные в 
данной статье, в большей степени соответствуют 
гипотезе о том, что гетерозиготность по патогенной 
мутации гена CF играет определенную роль в ХОЗЛ.
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