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Резюме
Важным фактором, оказывающим влияние на тяжесть муковисцидоза (МВ) и эффективность лечения, является наличие комплексных 
аллелей (КА) в гене CFTR ≥ 2 вариантов на одном аллеле. Влияние таких аллелей на проявления МВ изучено недостаточно. Целью 
работы явилось исследование влияния КА [L467F;F508del] на фенотипические проявления МВ и эффективность таргетной терапии на 
модели кишечных органоидов (КО) у пациента с генотипом [L467F;F508del]/W1310X. Материалы и методы. На примере истории болез-
ни пациентки с генотипом [L467F;F508del]/W1310X представлены методы определения разницы кишечных потенциалов (ОРКП), КО, 
форсколиновый тест. Результаты. У пациентки выявлено заболевание прогрессирующего характера с явной деградацией легочной 
функции. При использовании метода ОРКП показано отсутствие функции хлорного канала. По данным исследования на культуре КО, 
полученной из ткани кишечника, показана полная утрата функциональной активности хлорного канала. Кроме того, КА [L467F;F508del] 
оказался нечувствительным к действию всех протестированных CFTR-модуляторов. Заключение. КА [L467F;F508del], нечувствитель-
ный к действию ни одного из зарегистрированных таргетных препаратов, вызывает полную утрату функционального белка CFTR.
Ключевые слова: CFTR, муковисцидоз, комплексный аллель, определение разности кишечных потенциалов, кишечные органоиды, 
форсколиновый тест, таргетная терапия.
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Abstract
An important factor influencing the severity of cystic fibrosis (CF) and the effectiveness of treatment is the presence of complex alleles in the CFTR 
gene ≥ 2 variants in one allele. The influence of such alleles on the manifestations of CF has not been sufficiently studied. The aim of this study was 
to investigate the effect of the complex allele [L467F;F508del] on the phenotypic manifestations of CF and the efficacy of targeted therapy in an 
intestinal organoid (IO) model in a patient with the [L467F;F508del]/W1310X genotype. Methods. Methods for determining the difference in 
intestinal potentials (IDP), the KO method, and the forskolin test are presented using the medical history of a patient with the [L467F;F508del]/
W1310X genotype as an example. Results. The patient was diagnosed with progressive disease with obvious deterioration of pulmonary function. 
The ORKP method showed the absence of chlorine channel function. An assay with a KO culture from intestinal tissue showed a complete loss of 
functional activity of the chloride channel. In addition, the complex allele [L467F;F508del] is not sensitive to the effect of all tested CFTR 
modulators. Conclusion. The complex allele [L467F;F508del] causes a complete loss of functional CFTR protein and is not sensitive to the effect of 
any of the registered targeted drugs.
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Муковисцидоз (МВ) – моногенное аутосомно-ре-
цессивное заболевание, которое характеризуется по-
лиорганными проявлениями из-за недостаточного 
количества CFTR-белка на апикальной мембране 
эпителиальных клеток или его дисфункции. Пато-
генные нуклеотидные варианты гена CFTR, который 
кодирует одноименный белок CFTR (Cystic Fibrosis 
Transmembrane Conductance Regulator), приводят к раз-
витию МВ [1].

Диагностика МВ и подбор эффективной терапии 
затруднены из-за большого разнообразия вариантов 
CFTR. На данный момент известно > 2 000 вариантов 
гена CFTR, 719 из них имеют доказанную патоген-
ность [2].

Для патогенетической терапии МВ разрабо-
таны и одобрены Управлением по санитарному 
надзору за качеством пищевых продуктов и ме-
дикаментов (Food and Drug Administration – FDA) 
CFTR-модуляторы: потенциатор ивакафтор (VX-770) 
и корректоры лумакафтор (VX-809), тезакафтор 
(VX-661), элексакафтор (VX-445). Препараты назна-
чаются на основании CFTR-генотипа, однако допол-
нительные варианты in cis могут снизить эффектив-
ность применяемой терапии. Установление диагноза 
также осложняется комплексными аллелями (КА) 
гена CFTR. КА возникают при наличии ≥ 2 нуклео-
тидных вариантов на одном и том же аллеле (в цис-
положении). Среди российских пациентов наиболее 
распространен КА [L467F;F508del], его частота со-
ставляет 0,74 % всех пациентов с МВ, а среди гомо-
зигот F508del – 8 % [3, 4].

Данный КА оказывает влияние на эффективность 
таргетной терапии. F508del-CFTR присутствует при-
мерно у 90 % пациентов с МВ [5]. По данным иссле-
дования Van Goor et al. показано, что функциональная 
активность (ФА) канала F508del-CFTR восстанавли-
вается при использовании корректора лумакафтора 
(VX-809) и потенциатора ивакафтора (VX-770), что 
делает данную комбинацию CFTR-модуляторов реле-
вантной для применения в терапии пациентов с гено-
типом F508del/F508del [6]. Также восстановление ФА 
CFTR наблюдается при применении остальных ком-
бинированных препаратов (тезакафтор / ивака фтор 
и элексакафтор / тезакафтор / ивакафтор). Однако 
в случае идентификации дополнительного варианта 
in cis эффективность таргетной терапии может сни-
жаться. L467F в базе данных GnomAD описан как 

вариант с неопределенной клинической значимостью. 
По данным исследования изучена ФА канала CFTR 
у пациента с генотипом [L467F;F508del]/W1310X. Ва-
риант W1310X относится к I классу и приводит к пол-
ной утрате ФА белка CFTR. W1310X в гомозиготном 
состоянии приводит к «тяжелому» МВ [7].

Для подбора таргетной терапии у пациентов с МВ 
производится оценка ФА канала CFTR in vitro на ки-
шечных органоидах (КО), полученных от пациента. 
ФА канала оценивается посредством форсколино-
вого теста, который позволяет с высокой точно-
стью персонализировано оценить эффективность 
CFTR-модуляторов [8]. Форсколиновый тест является 
биомаркером in vitro, при помощи которого количе-
ственно определяется CFTR-зависимый транспорт 
ионов хлора в люмен КО. Таким образом, КА услож-
няют классификацию нуклеотидных вариантов CFTR 
и нуждаются в дополнительных исследованиях для 
определения их патогенности или модулирующего 
эффекта в ответ на лечение CFTR-модуляторами.

Целью работы явилось исследование влияния КА 
[L467F;F508del] на фенотипические проявления МВ 
и эффективность таргетной терапии на модели КО 
у пациентки с генотипом [L467F;F508del]/W1310X.

Клиническое наблюдение

Обследована пациентка 2013 года рождения. Клинический 
диагноз МВ (Е84.8), смешанная форма, тяжелое течение, ге-
нетический диагноз [L467F;F508del]/W1310X. Хронический 
гнойно-обструктивный бронхит. Дыхательная недостаточ-
ность 0-й степени. Хронический пансинусит. Хронический 
высев Pseudomonas aeruginosa. Хроническая панкреатиче-
ская недостаточность тяжелой степени. Цирроз печени (F4 
по METAVIR). Синдром портальной гипертензии.

Из ректальных биоптатов кишечника пациентки изо-
лировались крипты. Для этого осуществлялась инкубация 
с раствором 10 мМ этилендиаминтетрауксусной кисло-
ты (ЭДТА) (Thermo Fisher Scientific, США), затем крипты 
погружались в матригель (Corning, США) и высевались 
в 24-луночные планшеты. После полимеризации матриге-
ля добавлялась ростовая среда. Состав среды указан в ра-
боте [9]. Пересев КО осуществлялся 1 раз в 7 дней путем 
механического разрушения крупных почкующихся структур 
на мелкие фрагменты.

Для проведения форсколинового теста КО высевались 
в 96-луночные планшеты. Через 24 ч КО окрашивались 
Calcein AM (Biotium) и осуществлялась стимуляция фор-
сколином в концентрациях 0,128 и 5 мкМ. Обработка про-
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должалась в течение 60 мин. На определенных временных 
точках (каждые 10 мин в течение 1 ч) осуществлялась съемка 
зафиксированных полей с использованием автоматическо-
го сканера клеток BioTek Lionheart FX Automated Microscope 
(Agilent, США). Корректоры лумакафтор VX-809, тезакаф-
тор VX-661 и элексакафтор VX-445 (3,5 мкМ) (Selleckchem, 
США) добавлялись в ростовую среду на этапе посева КО, 
а потенциатор ивакафатор VX-770 (3,5 мкМ) (Selleckchem, 
США) – одновременно с форсколином. Количественный 
анализ набухания КО проводился при помощи программы 
ImageJ.

Забор ректальных биоптатов проводился на оборудова-
нии Olympus Disposable EndoTherapy EndoJaw Biopsy forceps 
(model #FB-23OU).

Метод определения разницы кишечных потенциалов 
(ОРКП) осуществлялся согласно европейским стандартным 
операционным процедурам V2.7_26.10.11 [10]. Работа про-
водилась на приборе VCC MC 8B421 Physiologic Instrument 
(США). Биопсийный материал, помещенный в специаль-
ный зажим P2407B с диафрагмой диаметром 1,2 мм, поме-
щался в камеру. Камеры заполняются раствором буфера 
Meyler. Буфер подается в камеру с помощью циркуляцион-
ного насоса, подключенного к водяной бане с установлен-
ной температурой 37 °C и постоянным газовым составом 
95 % O2 : 5 % CO2. Затем согласно протоколу добавляются 
стимуляторы и ингибиторы Sigma-Aldrich, (Merck, Герма-
ния) в следующей последовательности: амилорид (100 μM), 
форсколин (10 μM) / IBMX (100 μM), генистеин (100 μM), 
карбахол (100 μM), DIDS (100 μM), гистамин (100 μM). По-
сле добавления каждого стимулятора измеряется показатель 
плотности тока короткого замыкания (∆ISC). Измерение 
проводится один раз.

Клиническая картина. Из анамнеза пациентки извест-
но, что диагноз МВ установлен в первые месяцы жизни 
на основании положительного результата неонатального 
скрининга, подтвержденного результатом потовой пробы 
(проводимость эквивалентна 98 ммоль / л NaCl при норме 
< 50 ммоль / л), характерной клинической картины (кишеч-
ный синдром с рождения, отставание в физическом разви-
тии, низкий уровень фекальной эластазы (< 50 мкг / г при 
норме > 200 мкг / г), результата генетического исследования 
(на 1-м этапе обнаружен вариант F508del в гетерозиготном 

состоянии). В 2016 г. по результатам секвенирования ново-
го поколения (NGS) установлен генотип [L467F;F508del]/
W1310X. Течение заболевания тяжелое, обострения брон-
холегочного процесса 2 раза в год, течение хронической 
инфекции P. aeruginosa. В 2022 г. диагностирован цирроз 
печени, в 2023 г. – синдром портальной гипертензии. От-
мечается отставание в физическом развитии (индекс массы 
тела – 15,6 кг / м2 (31-й перцентиль; –0,49 SD)).

Показатели спирометрии – в пределах нормы (объ-
ем форсированного выдоха за 1-ю секунду – 94,4 %долж.). 
Несмот ря на присутствие в генотипе КА и варианта, отно-
сящегося к I классу нарушений, пациентке в 2023 г. назна-
чена таргетная терапия CFTR-модуляторами ивакафтор + 
тезакафтор + элексакафтор. На фоне проводимой терапии 
в течение 9 мес. темпы физического развития – без динами-
ки, сохранялись признаки синусита, отмечались обострения 
хронического бронхита, при которых потребовались го-
спитализации. Показатель потового теста колебался от 89 
до 116 ммоль / л (отсутствие положительной динамики). 
По данным рентгенографии – признаки бронхоэктазов, 
фиброателектаза. Показатели спирометрии оставались 
в пределах нормальных значений. 

Определение разности кишечных потенциалов

С целью оценки эффективности таргетной терапии 
через 9 мес. от ее старта проведено ОРКП. Плотность 
тока короткого замыкания в ответ на введение фор-
сколина (хлорный CFTR-канал) составила 0 μA / см2, 
показатели соответствуют «тяжелому» генотипу 
(рис. 1). Заключение: тест свидетельствует об отсут-
ствии функции канала CFTR.

Проведение форсколинового теста на культуре 
кишечных органоидов, несущих комплексный 
аллель [L467F;F508del]

При помощи форсколинового теста проведена оцен-
ка влияния CFTR-модуляторов на восстановление 
ФА белка CFTR. Получена культура КО от пациен-

Рис. 1. Графический результат метода определения разности кишечных потенциалов у пациента с генотипом [L467F;F508del]/W1310X
Figure 1. Intestinal current measurement of a patient with [L467F;F508del]/W1310X genotype
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Начало рис. 2. Окончание см. на стр. 268

тки с генотипом [L467F;F508del]/ W1310X. В данном 
случае наблюдается полная утрата ФА канала CFTR, 
поскольку КО не отвечают набуханием на стимуля-
цию форсколином. Потенциатор ивакафтор не влияет 
на активность канала CFTR. Отсутствие ответа так-
же наблюдается при воздействии CFTR-модулятора 
лумакафтора и комбинированных таргетных препа-
ратов, сочетающих ивакафтор с лумакафтором (VX-
770+VX-809) или с тезакафтором (VX-770+VX-661) 
(рис. 2). При воздействии тройного комбинирован-
ного препарата ивакафтор + тезакафтор + элексака-
фтор (VX-770+VX-661+VX-445) наблюдается слабое 
набухание КО, количественные значения состав-
ляют 120,97 ± 3,07 % (рис. 2B). Однако полученные 
результаты не могут стать основанием для назна-

чения таргетной терапии пациентам с генотипом 
[L467F;F508del] / I класс.

Обсуждение

Вариант W1310X, находящийся in trans, относится 
к нарушениям I класса и приводит к полной утрате 
ФА канала CFTR [7]. При наличии у пациента ге-
нотипа [L467F;F508del]/W1310X также наблюдается 
отсутствие ФА канала CFTR, согласно результатам 
форсколинового теста на КО и ОРКП, что свидетель-
ствует о принадлежности КА [L467F;F508del] к «тя-
желым» вариантам I или II класса. При обработке КО 
таргетными препаратами их площадь не изменяется, 
в отличие от контрольной культуры F508del/F508del, 

[L467F;F508del]/ W1310X F508del/F508del
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что свидетельствует о том, что вариант L467F в КА 
[L467F;F508del] снижает эффективность таргетной 
терапии по сравнению с вариантом F508del.

Для данного варианта E.Sondo et. al. проведена 
оценка экспрессии CFTR[L467F;F508del] in vitro. Клетки 
CFBE41o− и FRT, трансдуцированные CFTR[L467F;F508del], 
продуцируют преимущественно незрелую форму бел-
ка. Обработка клеток препаратом тезакафтор + элек-
сакафтор не приводила к существенному изменению 
уровня зрелого белка [11].

Таким образом, КА гена CFTR являются относи-
тельно распространенным явлением, которое необ-
ходимо учитывать при установлении генетического 
диагноза и назначении таргетной терапии. В случае 

неканонического ответа пациента на рекомендован-
ную терапию необходимо проводить поиск дополни-
тельных вариантов в цис-положении.

Заключение

Данные, полученные методом ОРКП и на модели КО, 
несущих генотип [L467F; F508del]/W1310X, позволяют 
классифицировать данный генотип как «тяжелый», 
приводящий к полной утрате ФА белка CFTR и от-
сутствию его эффективного восстановления при воз-
действии не только ивакафтором, но и другими, более 
эффективными комбинациям CFTR-модуляторов. 
Отсутствие положительного влияния тройной тар-
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Рис. 2. А – характерные изображения кишечных органоидов у пациентов с генотипом [L467F;F508del]/W1310X до воздействия форско-
лина (5 мкМ) и таргетных препаратов (все – 3,5 мкМ) и после завершения обработки. Кишечные органоиды у пациентов с генотипом 
F508del/F508del (справа) – контроль. Окраска – Calcein (0,84 мкМ, 1 ч), объектив × 5, масштабная шкала – 500 мкм; В – график изме-
нения площади кишечных органоидов при воздействии форсколина (5 и 0,128 мкМ) и таргетных препаратов в течение 1 ч
Примечание: КО – кишечные органоиды; Фск – форсколин.
Figure 2. A, representative images of intestinal organoids of patients with the [L467F;F508del]/W1310X genotype before exposure to forskolin 
(5 μM) and targeted therapies (all 3.5 μM) and after the treatment. Intestinal organoids from patients with the F508del/F508del genotype (right) 
served as control. Staining – Calcein (0.84 μM, 1 h), objective × 5, scale bar – 500 μm; B, graph of changes in the area of intestinal organoids when 
exposed to forskolin (5 μM and 0.128 μM) and targeted therapies for 1 hour

Окончание рис. 2. Начало см. на стр. 267
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гетной терапии подтверждается также результатами 
потового теста и клинического наблюдения.
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