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Резюме
При диагностике орфанных заболеваний (ОЗ) легких часто требуется проведение специфических тестов, а лечение затруднено из-за 
проблем с пониманием механизмов развития заболевания и низкой частотой встречаемости, а если терапия разработана, то она явля-
ется весьма дорогостоящей. Целью работы явилось представление современных подходов к генетической диагностике наследственных 
заболеваний респираторного тракта. Заключение. ОЗ могут встречаться в практике врача любой специальности. Появление новых мето-
дов поддерживающей и таргетной терапии ОЗ легких диктует необходимость орфанной настороженности со стороны как детских, так 
и взрослых пульмонологов. Для грамотного ведения таких пациентов необходимо знание основ генетики и современных возможностей 
ДНК-диагностики, а также тесное сотрудничество врачей различных специальностей и лабораторий.
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Abstract
The diagnosis of orphan lung diseases often requires specific tests, and treatment is difficult due to problems in understanding the mechanisms of 
disease development and low incidence. When a therapy is developed, it is very expensive. The aim of the article was to present modern approaches 
for the genetic diagnosis of hereditary respiratory diseases. Conclusion. A physician of any specialty can encounter an orphan disease in clinical 
practice. The emergence of new methods for the maintenance and targeted therapy of orphan lung diseases necessitates allertness of both pediatric 
and adult pulmonologists. Competent management of such patients requires knowledge of the basics of genetics and the modern possibilities of 
DNA diagnostics, as well as close interdisciplinary cooperation between physicians of different specialties and laboratories.
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Болезни дыхательной системы отличаются широкой 
распространенностью и вносят весомый вклад в забо-
леваемость и смертность. Частота орфанных заболева-
ний (ОЗ) оценивается 5 случаев на 10 000 населения. 
Симптомы и функциональные нарушения при редких 
заболеваниях легких схожи с таковыми при распро-
страненных заболеваниях респираторного тракта. Они 
могут поражать только легкие (например, идиопатиче-
ский легочный фиброз) или другие системы организма 

(например, системный склероз). Диагностика этих 
болезней может быть сложной задачей из-за того, что 
врачи редко встречаются с ОЗ и не имеют соответст-
вующего опыта и знаний, помогающих заподозрить 
иную патологическую форму и выполнить дифферен-
циальную диагностику.

При диагностике ОЗ легких часто требуются спе-
цифические тесты, патогенетическое лечение в боль-
шинстве случаев не разработано из-за недостаточного 
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понимания механизмов развития заболевания и низ-
кой встречаемости, а если такая терапия разработана, 
то она является весьма дорогостоящей.

Многие, но далеко не все ОЗ легких являются 
генетическими, т. е. вызваны изменениями в ДНК 
и передаются по наследству [1]. Другие формы редких 
заболеваний легких могут быть вызваны инфекциями, 
тяжелым гастроэзофагеальным рефлюксом, другими 
болезнями или их лечением, воздействием окружа-
ющей среды и дебютировать в любом возрасте. Хотя 
существует множество причин редких заболеваний 
органов дыхания, большинство из них в конечном 
итоге приводят к одинаковым изменениям легких: 
повреждаются альвеолы, где происходит обмен кис-
лорода, более крупные дыхательные пути – бронхи 
и бронхиолы, по которым воздух поступает в легкие.

Наследственные заболевания – это состояния, 
которые вызваны генетическими мутациями или 
аномалиями, передающимися потомству от одного 
или обоих родителей. Исчерпывающего списка ОЗ 
легких нет, однако с обширной базой данных можно 
ознакомиться на сайте www.orpha.net. Общие призна-
ки и симптомы наследственных заболеваний легких 
у пациентов хорошо известны:
• низкий рост или дефицит массы тела;
• частое и / или затрудненное дыхание;
• хронический или рецидивирующий кашель;
• хрипы или крепитация при дыхании;
• одышка во время физических упражнений или на-

грузок, во время еды (у младенцев);
• рецидивирующие респираторные инфекции (пнев-

мония, бронхит);
• возможен респираторный дистресс-синдром 

и / или проблемы с дыханием при рождении, а так-
же другие симптомы, связанные с конкретными 
состояниями [2].
Генетические заболевания могут передаваться от ро-

дителей к детям, а также возникать случайным образом 
из-за появления мутации de novo. Другие редкие забо-
левания могут быть вызваны нарушениями в работе 
иммунной системы. Для некоторых ОЗ после активного 
изучения становится доступно эффективное патоге-
нетическое лечение – так в последние несколько лет 
произошло с идиопатической легочной гипертензией.

Молекулярная биология изучает связь между генети-
ческой информацией и признаками организма, которые 
реализуются с помощью белков, за синтез которых от-
ветственны определенные гены. Благодаря процессам 
репликации, транскрипции и трансляции происходит 
передача и реализация наследственной информации.

Ген – это структурная и функциональная единица 
наследственности, представляющая собой отрезок 
молекулы дезоксирибонуклеиновой кислоты (ДНК).

Целью работы явилось представление современ-
ных подходов к генетической диагностике наследст-
венных заболеваний респираторного тракта.

Типы наследования

Изменения нуклеотидной последовательности могут 
передаваться по разным типам наследования [1]:

• аутосомно-доминантный. При аутосомно-доми-
нантном наследовании заболеваний генетически 
обусловленная болезнь проявляется в том случае, 
если у человека есть хотя бы одна мутация лишь 
на одной из пар гомологичных хромосом, мути-
рованный ген не расположен на половых (Х и Y) 
хромосомах. К этому типу относится редкая форма 
первичной цилиарной дискинезии (ПЦД) с гете-
розиготным патогенным вариантом в гене FOXJ1 
при доминантном типе наследования [3]. При 
доминантных заболеваниях патогенные вариан-
ты могут не наследоваться от больного родителя, 
а возникать de novo в одной или нескольких поло-
вых клетках одного из родителей;

• аутосомно-рецессивный. Для развития болезни не-
обходимо, чтобы оба родителя передали ребенку 
хромосому с патогенным генетическим вариантом 
(мутацией), при этом сами родители здоровы из-
за наличия второй нормальной копии гена. Та-
кой тип наследования описан при муковисцидозе 
(МВ) [1];

• Х-сцепленное рецессивное наследование. В Х-сцеп-
ленном рецессивном наследовании ген находит-
ся на Х-хромосоме. Болезнь проявляется только 
в случае, если другой Х-хромосомы с нормальной 
копией того же гена у человека нет. Мужчина с ре-
цессивным заболеванием, связанным с X-хро-
мосомой, передаст свою Y-хромосому без гене-
тического дефекта сыновьям, и ни один из них 
не будет иметь заболевание. Всем своим дочерям 
он передаст свою Х-хромосому (с дефектным 
геном) и все они будут носителями патогенного 
варианта, но сами будут здоровы или будут иметь 
легкие признаки заболевания. Нормальная копия 
обычно компенсирует дефектную копию в жен-
ском организме, в отличие от мужчин, у которых 
только одна X-хромосома. Такой тип наследова-
ния может иметь место при ПЦД и гемизиготным 
патогенным вариантом в генах RPGR, PIH1D3 
и OFD1 у мужчин [3].

Нарушения нуклеотидной последовательности 
генов (мутации)

Успехи чтения генетической последовательности при-
вели к тому, что на сегодняшний день медицинские 
сообщества отказываются от терминов «мутация» 
и «полиморфизм», обозначающих злокачественное 
или доброкачественное изменение ДНК и переходят 
к термину «вариант нуклеотидной последователь-
ности» либо просто «вариант». Причиной наследст-
венных заболеваний являются различные изменения 
нуклеотидной последовательности генов.

Для записи вариантов нуклеотидной последова-
тельности используется единая номенклатура (http://
www.hgvs.org/mutnomen), которая позволяет любому 
генетику в любой точке мира понять, какое изменение 
нуклеотидной последовательности выявлено у кон-
кретного пациента, и провести анализ именно этого 
варианта при необходимости, например, пренаталь-
ной диагностики.
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Для вариантов предлагается использовать понятие 
«степень патогенности»: доброкачественный, вероят-
но-доброкачественный, неопределенного значения, 
вероятно-патогенный, патогенный на основании 
комбинации критериев патогенности и доброкаче-
ственности [4]. Характеристики рекомендуемых баз 
данных для анализа патогенности вариантов нуклео-
тидной последовательности приведены в Руководстве 
по интерпретации данных последовательности ДНК 
человека, полученных методами массового параллель-
ного секвенирования [5].

Среди вариантов нуклеотидной последовательно-
сти выделяются следующие [6]:
• «точковые» мутации, или замены одного нуклео-

тида в последовательности ДНК на другой. К ним 
относятся:
○ миссенс-мутации (замена нуклеотида, приводя-

щая к замене аминокислоты в последователь-
ности белка);

○ нонсенс-мутации (замена нуклеотида, приво-
дящая к замене аминокислоты на терминиру-
ющий кодон);

○ мутации сайта сплайсинга (изменения нуклео-
тидов в не кодирующих белок регуляторных 
областях, приводящие к неправильному «сши-
ванию» экзонов);

• делеции: выпадение одного или нескольких нукле-
отидов;

• инсерции: вставка одного или нескольких нуклео-
тидов. Частным случаем инсерции является ду-
пликация – вставка «куска» ДНК, по своему нук-
леотидному составу повторяющая существующую 
последовательность.
Делеции и инсерции могут иметь различную про-

тяженность – от одного нуклеотида до целого фраг-
мента хромосомы, включающего десятки генов. Де-
леции и инсерции, захватывающие целый экзон гена 
и более, называют «протяженными»;
• экспансии: увеличение числа повторов;
• инверсии: изменение ориентации или переворот 

части генетического материала без изменения его 
нуклеотидного состава.
После проведения ДНК-диагностики лаборато-

рией выдается заключение, в котором указываются 
ген или конкретные мутации одного или нескольких 
генов, которые были исследованы у пробанда, метод 
исследования и результат диагностики. Результатом 
диагностики может быть наличие или отсутствие из-
менений нуклеотидной последовательности.

Мутация является необходимой и достаточной 
причиной моногенной болезни. Выявление гене-
тической причины болезни у пробанда является 
однозначным подтверждением клинического диаг-
ноза на молекулярном уровне и дает возможность 
для проведения пренатальной диагностики и диагно-
стики носительства членам семьи. Для подтвержде-
ния диагноза аутосомно-рецессивного заболевания 
необходимо выявление мутаций на обеих хромосо-
мах в гомозиготном или компаунд-гетерозиготном 
состоянии. Использование методов поиска извест-
ных мутаций не всегда позволяет детектировать обе 

мутации. В этом случае необходимо проведение 
анализа всего гена. Однако в ряде случаев типичная 
клиническая картина и наличие биохимических из-
менений позволяют врачу верифицировать диагноз 
без поиска второй мутации. В данном случае будет 
невозможно проведение пренатальной диагностики, 
а возможности диагностики носительства для членов 
семьи будут ограничены.

Термины «вариант с неизвестной патогенностью», 
или «вариант неопределенного клинического значе-
ния», или «Variant of Uncertain Significance» применя-
ются при обнаружении в генотипе пробанда ранее 
не описанного изменения нуклеотидной последова-
тельности. Для определения статуса этого изменения 
необходимо провести дополнительные исследования: 
популяционный анализ частот замены, исследование 
сегрегации данной замены в семье, функциональный 
анализ замены с использованием биоинформацион-
ных методов и / или модельных систем. Кроме того, 
согласно рекомендациям, данный термин использует-
ся в случае обнаружения у пациента в генотипе одного 
варианта в гетерозиготном состоянии при аутосомно-
рецессивном заболевании, даже если этот вариант 
хорошо известен как патогенный.

Согласно международной номенклатуре, предпо-
лагается следующий формат записи вариантов:
• «префикс-позиция замены “исходный нуклеотид 

(аминокислота)>” новый нуклеотид (аминокис-
лота)», например, с.123A>G;

• «префикс» – используемая референсная последо-
вательность (она обязательно указывается):
○ g. – геномная;
○ c. – последовательность кДНК;
○ r. – последовательность РНК;
○ m. – последовательность митохондриального 

генома;
○ p. – последовательность белка;

• «позиция, в которой произошла замена» – номер 
того нуклеотида (аминокислоты) в используемой 
референсной последовательности, в котором у па-
циента зарегистрировано отличие (в приведенном 
примере это 123);

• «референсный нуклеотид (аминокислота)» – нук-
леотид (аминокислота), находящийся в данной по-
зиции в референсной последовательности (в при-
веденном примере это A);

• >, del, ins, dup, inv – тип изменения;
• «новый нуклеотид (аминокислота)» – нуклеотид 

(аминокислота), находящийся в этой позиции у па-
циента.
Изменение может быть записано с использованием 

последовательности, кодирующей ДНК: с.23G>C – 
в 23-м положении, кодирующем ДНК гена, прои-
зошла замена гуанина на цитозин или с.92_94del – 
в положении 92–94, кодирующем ДНК, произошло 
выпадение 3 нуклеотидов. Если обнаруженный ва-
риант приводит к аминокислотной замене в белковой 
последовательности, изменение может быть записа-
но с использованием последовательности протеина: 
p.Trp26Cys – в 26-м положении протеина произошла 
замена аминокислоты триптофан на цистеин. В не-
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которых случаях для удобства генетиков название му-
тации в соответствии с номенклатурой может быть 
продублировано традиционным названием данной 
мутации.

В отсутствие изменений нуклеотидной последо-
вательности невозможно исключить генетическую 
природу заболевания у пробанда по следующим при-
чинам:
• в гене может быть мутация, недетектируемая ис-

пользованным методом или не попавшая в систему 
детектируемых наиболее частых мутаций;

• мутация может лежать в далеких от кодирующих 
последовательностей неисследованных регулятор-
ных областях гена;

• вследствие генетической гетерогенности наслед-
ственных болезней мутация, ответственная за дан-
ный клинический фенотип, локализуется в другом 
гене [5].
Стратегия диагностики наследственных заболеваний 

включает в себя несколько этапов:
• клиническая гипотеза – клинический диагноз за-

болевания / подозрение на заболевание;
• биохимическая и / или функциональная диагно-

стика. Выявление дисфункции белка посредством 
оценки его количества и / или активности. На-
пример, проведение потовой пробы при МВ или 
определение уровня α1-антитрипсина в сыворотке 
крови при дефиците α1-антитрипсина;

• выяснение природы заболевания на уровне генов.

Методы ДНК-диагностики

Материалом для поведения ДНК-диагностики яв-
ляются нуклеиновые кислоты ДНК и РНК, выде-
ленные из ядерных клеток. Наилучшим материалом 
для исследования является цельная кровь в пробирке 
с антикоагулянтом или высушенная на фильтроваль-
ной бумаге. В связи с тем, что некоторые химические 
элементы ингибируют работу фермента ДНК-поли-
меразы, для проведения ДНК-исследования подходят 
только антикоагулянты этилендиаминтетрауксусной 
кислоты или цитрат натрия. Кроме того, ингибировать 
полимеразную цепную реакцию (ПЦР) может боль-
шое количество чужеродной, например, бактериаль-
ной ДНК. Выделение ДНК проводится различными 
методами в зависимости от типа предоставленного 
материала и метода молекулярно-генетического ана-
лиза, планируемого для исследования [1].

Типы ДНК-диагностики различаются в зависимо-
сти от цели проведения анализа:
• подтверждающая (подтверждение или уточнение 

диагноза). ДНК-диагностика является подтвер-
ждающей в ходе неонатального скрининга на МВ;

• пресимптоматическая диагностика (исследование 
родственников пробанда, не имеющих симпто-
мов, или новорожденных, выявленных в рамках 
неонатального скрининга (например, при МВ), 
но попадающих в группу риска по данной пато-
логии);

• диагностика носительства (для родственников па-
циентов и пар, планирующих деторождение);

• преимплантационная диагностика – исследование 
клеток эмбриона в рамках процедуры экстракор-
порального оплодотворения с целью отбора заро-
дышей, не несущих мутантный ген;

• пренатальная диагностика (определение статуса 
плода на ранних сроках беременности);

• скрининговые программы.
Кроме того, исследования ДНК могут быть при-

менены для определения чувствительности либо про-
тивопоказаний к лекарственной терапии (фармакоге-
нетика), при идентификации личности, определении 
родства [7].

В диагностике наследственных заболеваний при-
меняются различные методы. Выбор метода зависит 
от генетической гетерогенности заболевания, часто-
ты болезни, типов мутаций, характерных для кон-
кретного гена. Все методы ДНК-диагностики можно 
разделить на качественные и количественные. Каче-
ственные методы способны выявить точковые изме-
нения нуклеотидной последовательности, короткие 
делеции и инсерции, протяженные делеции генов, 
имеющих в геноме 1 копию (гены, локализующиеся 
на половых хромосомах мужчин). К таким методам 
относятся анализ полиморфизма длин рестрикци-
онных фрагментов, анализ полиморфизма длин ам-
плификационных фрагментов, прямое автоматиче-
ское секвенирование и др. Количественные методы 
позволяют определить число копий гена в геноме. 
К таким методам относятся блотт-гибридизация, ПЦР 
в реальном времени, количественная мультиплексная 
лигазная реакция (Multiplex Ligation-dependent Probe 
Amplification – MPLA).

Для поиска частых мутаций может использоваться 
ПЦР в реальном времени или ПЦР с анализом длин 
амплифицированных фрагментов, для анализа от-
дельных генов – секвенирование по Сэнгеру. Если 
же нужно охватить большой участок генома, то для 
чтения нуклеотидной последовательности необходи-
мо использовать методы высокопроизводительного 
(ВПС) панельного, экзомного или полногеномного 
секвенирования. Основное преимущество ВПС за-
ключается в том, что несколько генов могут быть 
секвенированы одновременно, при этом существен-
но снижаются затраты на секвенирование и генети-
ческое тестирование, что позволяет создавать панели 
ДНК-зондов для нескольких генов, мутации в кото-
рых могут приводить к клинически сходным забо-
леваниям [8, 9]. Для поиска протяженных делеций 
и дупликаций применяются методы количествен-
ного анализа: количественная MPLA, хромосомный 
микроматричный анализ (Chromosomal Micromatric 
Analysis – CMA).

Каждый применяемый в диагностике метод имеет 
свои возможности и ограничения. Разработка про-
токолов ДНК-диагностики базируется на знаниях 
о спектрах мутаций, наличии повторяющихся вари-
антов, региональных и этнических особенностей, типе 
изменений нуклеотидной последовательности, харак-
терном для конкретного гена, многообразии генов, 
варианты которых могут быть причиной фенотипа 
пациента.
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Этапы ДНК диагностики

В настоящее время разработаны этапы ДНК-диаг-
ностики для ряда ОЗ, которые представлены в виде 
схемы (см. рисунок) [10].

I этап. Исследование частых мутаций. Рекомендо-
вано использовать данные о частых мутациях, харак-
терных для конкретной популяции. Регистр пациен-
тов с МВ позволил определить спектр частых мутаций 
для I этапа ДНК-диагностики [11].

Поиск частых мутаций прекрасно работает для по-
иска причин распространенных наследственных ре-
цессивных заболеваний, таких как МВ, для которых 
известны спектры и частоты мутаций, которые нако-
плены в определенных популяциях. Ограничением 
данного метода является невозможность исследования 
вариантов, отличных от входящих в панель частых мута-
ций. Кроме того, эффективность используемых систем 
сильно варьируется в различных популяциях и этносах.

Данный метод нецелесообразно использовать для 
редких наследственных болезней и генетически ге-
терогенных заболеваний, таких как ПЦД. В случае 
подозрения на такую патологию диагностику целе-
сообразно начинать с IV этапа.

Рисунок. Алгоритм ДНК-диагностики при наследственных забо-
леваниях
Figure. DNA-based diagnostic algorithm for hereditary diseases

II этап – исследование всей последовательности 
конкретного гена. Если найдена 1 мутация при ре-
цессивном заболевании или вариантов не найдено, 
но клиническая картина и биохимическая диагно-
стика свидетельствуют в пользу конкретного заболе-
вания, необходимо исследовать всю кодирующую по-
следовательность и прилежащие интронные области 
конкретного гена. Метод чтения последовательности 
гена называется секвенированием. На сегодняшний 
день доступны секвенирование по Сэнгеру и ВПС. 
Выбор метода чтения последовательности гена за-
висит от возможностей лаборатории, размеров гена 
и срочности диагностики.

Ограничениями данных методов является невоз-
можность детекции протяженных делеций и вставок 
в нуклеотидной последовательности, например, вы-
падение или вставка целого экзона гена.

III этап. Поиск протяженных делеций / дуплика-
ций методами анализа числа копий (MPLA, CMA). 
Так же, как и II, III этап проводится в том случае, если 
найдена 1 мутация при рецессивном заболевании или 
вариантов не найдено, но клиническая картина и био-
химическая диагностика свидетельствуют в пользу 
конкретного заболевания.

IV этап. Поиск вариантов сразу в нескольких ге-
нах может проводиться с использованием технологии 
ВПС. При этом могут использоваться панели различ-
ного размера от нескольких генов до целого экзома 
(исследование всех кодирующих участков в геноме).

Ограничения данного метода связаны с использу-
емой технологией. Метод также не позволяет детек-
тировать протяженные делеции и инсерции, не могут 
исследоваться гены, имеющие в геноме гомологичные 
последовательности (псевдогены), также не все участ-
ки целевых генов могут быть полностью прочтены 
(покрыты).

V этап – анализ генома – может применяться при 
отсутствии вариантов при исследованиях на преды-
дущих этапах. В отличие от других технологий ВПС 
при анализе генома можно выявить протяженные 
делеции / инсерции, инверсии, а также глубокие ин-
тронные варианты.

VI этап – уточнение патогенности, положения 
и зиготности выявленных вариантов, подготовка 
к таргетной терапии. На данном этапе проводится 
семейный анализ, который позволяет уточнить по-
ложение выявленных вариантов нуклеотидной по-
следовательности – на одной хромосоме в составе 
комплексного аллеля (цис-положение), на разных 
хромосомах (транс-положение); зиготность вариан-
тов: гомозиготный (на обеих хромосомах больного 
выявлены одинаковые мутации) или гемизиготный 
(на одной хромосоме – мутация, а на другой – про-
тяженная делеция).

В случае доминантного заболевания унаследован 
вариант от одного из родителей или возник de novo. 
Для уточнения патогенности вариантов неопределен-
ного значения в ряде случаев недостаточно семейного 
анализа, необходимо использовать дополнительные 
научные методы функционального исследования. 
Наконец, действие некоторых препаратов таргетной 

Этапы ДНК-диагностики

I этап. Поиск частых мутаций

II этап. Секвенирование конкретного гена

III этап. Поиск протяженных делеций / дупликаций

IV этап. Панельное секвенирование 
или секвенирование экзома

V этап. Секвенирование генома

VI этап. Сегрегационный анализ
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терапии зависит не только от конкретной мутации, 
но и от генетического окружения, поэтому при пла-
нировании терапии рядом препаратов необходимы 
дополнительные исследования по поиску комплекс-
ных аллелей.

Данный алгоритм хорошо зарекомендовал себя 
при МВ [12]. Для диагностики ПЦД, причиной ко-
торой могут быть > 60 генов и их частота неизвестна, 
в РФ рекомендуется использование секвенирование 
экзома [13].

Заключение

ОЗ могут встретиться в практике врача любой специ-
альности. Появление новых методов поддерживающей 
и таргетной терапии ОЗ легких диктуют необходи-
мость орфанной настороженности как детских, так 
и взрослых пульмонологов. Для грамотного ведения 
таких пациентов необходимо знание основ генети-
ки и современных возможностей ДНК-диагностики, 
а также тесное сотрудничество врачей различных спе-
циальностей и лабораторий. Назначение таргетных 
препаратов и разработка новых терапевтических под-
ходов, проведение преконцепционной профилактики 
в отягощенных семьях невозможны без знания точной 
молекулярно-генетической причины болезни у кон-
кретного пациента, а именно – знания конкретного 
варианта (-ов) в гене, которые привели к появлению 
неполноценного белкового продукта и, как следствие, 
развитию симптомов заболевания.
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