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РЕЗЮМЕ

Цель – исследование патогенного эффекта варианта в сайте сплайсинга MYBPC3 у пациента с гипертро-
фической кардиомиопатией.

Материалы и методы. Исследование проведено с использованием образца ДНК пациентки с гипер-
трофической кардиомиопатией, у которой был выявлен ранее не описанный вариант в донорном сайте 
сплайсинга интрона 21. Применены методы конструирования и клонирования мини-генов (вектор pSpl3-
Flu2-TKdel), трансфекции культуры клеток человека (HEK293T), с последующим выделением мРНК, полу-
чением кДНК, ПЦР участка мини-гена, содержащего анализируемый фрагмент, электрофореза в агарозном 
геле, секвенирования по Сэнгеру.

Результаты. Вариант chr11:47339649-A-C (hg38), нарушающий донорный сайт сплайсинга в интроне 21 
(NM_000256.3: c.2067+2T>G), был выявлен у пациентки 23 лет с обструктивной формой гипертрофиче-
ской кардиомиопатии. Для прямого анализа влияния этого варианта на сплайсинг был получен вектор, 
содержащий экзон 21, интрон 21, экзон 22, частично интроны 20 и 22 MYBPC3. Сравнение мРНК, 
полученных для мини-генов, содержащих или несодержащих исследуемый вариант, показало, что замена 
chr11:47339649-A-C приводит к пропуску экзонов 21 и 22 в процессе сплайсинга.

Заключение. В результате исследования установлена функциональная значимость ранее не описанного 
варианта c.2067+2T>G в гене MYBPC3, приводящего к нарушению механизма сплайсинга мРНК у пациента 
с гипертрофической кардиомиопатией. Данный вариант может быть классифицирован как патогенный.
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ВВЕДЕНИЕ

Гипертрофическая кардиомиопатия (ГКМП) – 
самое частое наследственное сердечно-сосудистое 
заболевание с частотой в популяции 1 : 500 [1], а 
по некоторым данным – 1 :  200 [2]. Заболевание ха-
рактеризуется гипертрофией левого желудочка, ди-
астолической дисфункцией, аритмиями и случаями 
внезапной смерти. Среди причин, лежащих в основе 
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ABSTRACT

Aim. To study the pathogenic effect in the MYBPC3 splice-site variant in the patient with hypertrophic 
cardiomyopathy.

Materials and methods. The study was conducted using a DNA sample obtained from a patient with hypertrophic 
cardiomyopathy, in whom a previously undescribed variant was identified in the splice donor site of intron 21. The 
methods used included constructing and cloning of minigenes (vector pSpl3-Flu2-TKdel) and transfection of a 
human cell culture (HEK293T), followed by isolation of mRNA, production of cDNA, PCR of the minigene region 
containing the analyzed fragment, agarose gel electrophoresis, and Sanger sequencing.

Results. The chr11:47339649-A-C (hg38) variant, disrupting the splice donor site in intron 21 (NM_000256.3: 
c.2067+2T>G), was identified in the 23-year-old patient with obstructive hypertrophic cardiomyopathy. To directly 
analyze the effect of this variant on splicing, a vector containing exon 21, intron 21, exon 22, and partially introns 
20 and 22 of the MYBPC3 gene was obtained. A comparison of mRNAs from the minigenes containing / not 
containing the variant showed that the chr11:47339649-A-C substitution led to exon 21 and exon 22 skipping 
during splicing.

Conclusion. The study established the functional significance of the previously undescribed variant c.2067+2T>G 
in the MYBPC3 gene, resulting in disruption of the mRNA splicing mechanism in the patient with hypertrophic 
cardiomyopathy. This variant can be classified as pathogenic.
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развития заболевания, выделяют прежде всего мута-
ции генов саркомерных белков [3].

Наиболее частой причиной развития заболевания 
являются патогенные варианты, обнаруживаемые в 
гене миозинсвязывающего белка С (MYBPC3) [4]. 
При этом более 60% от общего числа вариантов дан-
ного гена являются нонсенс-мутациями и мутациями 
сплайсинга, что ведет к нонсенс-опосредованной де-
градации укороченных транскриптов [5].
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

Для амплификации и последующего клонирова-
ния в векторе геномного фрагмента, содержащего 
экзоны 21 и 22 гена миозинсвязывающего белка С 
(MYBPC3), и фланкирующие их интронные участ-
ки протяженностью не менее 100 пар нуклеотидов 
(п.н.), были подобраны праймеры с линкерными по-
следовательностями вектора на концах (рис. 1): F: 
5’-accagaattctggagctcgagTGACCTGAATATTACAAG
CCTCCC-3’ и R: 5’-attaaggagtgtattaagcttAGCACACT
TCACAGAGACCC-3’. 

С помощью этих праймеров указанный регион 
был амплифицирован из геномной ДНК пациента с 
использованием набора Q5® High-Fidelity 2X Master 
Mix (New England Biolabs, США) со следующими ус-
ловиями ПЦР. Первый шаг: денатурация при 98 °C – 
30 с; 2-й шаг (35 циклов): денатурация при 98 °C –  
10 с, отжиг праймеров при 60 °C – 15 с, элонгация 
при 72 °C – 30 с; 3-й шаг: финальная элонгация при 
72 °C – 2 мин.

Используемый вектор pSpl3-Flu2-TKdel был под-
вергнут действию рестриктаз XhoI и HindIII (New 
England Biolabs, США). ПЦР-продукт и рестрици-
рованный фрагмент плазмиды очищали с помощью 
набора CleanUp (компания «Евроген», Россия). Да-
лее ПЦР-продукт общей протяженностью 946 п.н. 
был клонирован в вектор с использованием набора 
Gibson Assembly® Cloning Kit (New England Biolabs, 
США), как было описано ранее [10]. Полученные ре-
комбинантные векторы были трансформированы в 
культуру клеток NEB® 5-alpha Competent E. сoli пу-
тем химической трансформации согласно протоколу 
производителя (New England Biolabs, США).

Отбор колоний, содержащих рекомбинантные 
векторы, проводили путем высевания культуры на 
чашки Петри, содержащей твердую среду LB с кана-
мицином (маркер селекции, 50 мкг/мл), с последую-
щим пересевом выросших колоний в жидкую среду 
LB. Из ночной культуры NEB® 5-alpha Competent  
E. сoli была выделена плазмидная ДНК. Проверка на 
наличие вставки, содержащей или несодержащей ва-
риант c.2067+2T>G, проводилась с помощью секве-
нирования по Сэнгеру.

Клетки HEK293 FT (6 × 105клеток) высева-
ли в 6-луночный планшет в среде DMEM (НПП  
«ПанЭко», Россия) с 10%-й средой FBS (Caprico 
Scientific, Германия) при 37 °C в атмосфере с 5%-м 
CO2. Трансфекцию плазмид, несущих мини-генные 
конструкции, а также «пустых» плазмид проводили 
в 6-луночных планшетах с использованием реагента 
Gen Ject-39 (компания «Молекта», Россия) согласно 
протоколу производителя. 

В течение последних лет неуклонно растет как 
число выявляемых генетических вариантов, так и 
число биоинформатических инструментов по пред-
сказанию их патогенности. Однако несмотря на все 
успехи в развитии алгоритмов предсказания эффек-
та вариантов in silico, классическим подтверждени-
ем патогенности варианта остается функциональный 
анализ с моделированием эффекта на транскрипци-
онном или посттранскрипционном уровне. Согласно 
рекомендациям по интерпретации вариантов после-
довательности ДНК [6], функциональные исследова-
ния, подтверждающие влияние генетического вари-
анта на структуру и функцию белка или на структуру 
мРНК, являются одним из решающих критериев для 
оценки патогенности варианта (критерий категории 
PS – Pathogenic - Strong).

В тех случаях, когда для изучения эффекта вы-
явленных генетических вариантов на сплайсинг не 
удается получить мРНК из пораженной ткани па-
циента с целью проведения полимеразной цепной 
реакции (ПЦР) с обратной транскрипцией (ОТ), для 
функционального анализа можно использовать си-
стему мини-генов. Она позволяет исследовать эф-
фект варианта, используя геномную ДНК в качестве 
исходного материала. Данный подход очень удобен 
для изучения предполагаемых мутаций сплайсинга; 
существенным преимуществом этого метода являет-
ся возможность параллельного анализа как варианта, 
так и последовательности «дикого типа» на идентич-
ной клеточной линии. Данная особенность позво-
ляет исключить влияние эксперимента in vitro по 
отношению к происходящим событиям in vivo. Кро-
ме того, использование данного подхода позволяет 
интерпретировать влияние варианта на сам процесс 
сплайсинга [7, 8].

В ходе исследования генов саркомерных белков 
у пациентов с ГКМП нами был выявлен ранее не 
описанный вариант в каноническом сайте сплайсин-
га в гене MYBPC3, оцененный онлайн-ресурсом Var 
Some [9] как «вероятно патогенный». Вариант пред-
ставлял собой замену chr11:47339649-A-C (hg38), 
нарушающую донорный сайт сплайсинга в экзоне 
21 (NM_000256.3: c.2067+2T>G). Вариант был иден-
тифицирован у пациентки 23 лет с признаками об-
струкции выходного тракта левого желудочка и ин-
дексом массы миокарда левого желудочка 144,9 г/м2  
согласно результатам эхокардиографического обсле-
дования. Семейный анамнез пациентки неизвестен. 
Поскольку вариант c.2067+2T>G не был описан в 
литературе ранее, цель исследования заключалась 
в функциональном анализе с помощью мини-ген-
ной конструкции для подтверждения его эффекта на 
сплайсинг мРНК.
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Спустя 48 ч после трансфекции клетки собирали 
для экстракции общей РНК с использованием набора 
«Лира» (компания «Биолабмикс», Россия). Получен-
ные образцы РНК использовали для проведения об-
ратной транскрипции с последующей ПЦР с прайме-
рами, фланкирующими мини-генную конструкцию. 
Визуализацию продуктов ПЦР проводили с помо-
щью 1,5%-го агарозного геля с бромистым этидием.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
В результате исследования нами был сконстру-

ирован вектор pSpl3-Flu2-TKdel, содержащий фраг-
мент гена MYBPC3, ограниченный интронами 20 и 
22 (chr11:47360694-47361598, hg38) (см. рис. 1). По-
сле сборки конструкции и трансформации в E. сoli 
нами был проведен скрининг колоний, содержащих 
вставку дикого типа и вероятно патогенный вариант 
(рис. 2,  а). Далее выделенные плазмиды были транс-
фецированы в культуру клеток HEK293T. Спустя  
2 сут была выделена общая РНК и проведена обрат-
ная транскрипция с ДНК-азной обработкой. Далее 
была поставлена ПЦР с праймерами, подобранными 
к фланкирующим регионам вектора, кодирующим 

флуоресцентные белки (TurboFP365 и TagGFP2).
Электрофорез ПЦР-фрагментов, полученных с 

использованием кДНК в качестве матрицы, пока-
зал, что при наличии варианта c.2067+2T>G длина 
ПЦР-продукта была на 140 п.н. меньше, чем в слу-
чае референсной последовательности в этом участке. 
При этом в случае «дикого типа» наблюдалось на-
личие преимущественно транскрипта, содержаще-
го только экзон 21, и небольшое количество транс-
крипта, содержащего экзоны 21 и 22 (см. рис. 2, b, 
с). Секвенирование данных продуктов показало, что 
в случае варианта c.2067+2T>G из мРНК выпадают 
оба экзона 21 и 22, а два транскрипта, наблюдаемых 
в случае аллеля c.2067+2T, содержат либо оба экзо-
на, либо только экзон 21 (см. рис. 2, с). 

Известно, что на точность и эффективность 
сплайсинга влияет много факторов: эффективность 
распознавания сайтов сплайсинга, маскировка сай-
тов сплайсинга и точек ветвления вторичными 
структурами РНК, интрон-экзонная архитектура 
гена, экзонные и интронные сайленсеры и энхансеры 
сплайсинга [11]. Учитывая, что в мини-ген не вошли 
полностью интроны 20 и 22, можно предположить, 

Рис. 1. Схематическое изображение вектора pSpl3-Flu2-TKdel и протокола анализа мини-гена: оранжевые прямоугольники 
соответствуют векторным интронным последовательностям, ограничивающим вставку; красный и зеленый прямоуголь-
ники – экзонным последовательностям вектора; серые прямоугольники – экзонам гена MYBPC3, а тонкая зеленая линия 

– интронным последовательностям
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что в этих регионах могут быть расположены энхан-
серы сплайсинга, влияющие на эффективность выре-
зания интронов 21, 22 и на сохранение в транскрипте 
экзона 22.

Таким образом, проведенный эксперимент пока-
зал, что изучаемый вариант приводит к потере до-
норного сайта и пропуску целого экзона 21. Данный 
факт позволяет отнести вариант c.2067+2T>G к па-
тогенным вариантам, лежащим в основе развития 
гипертрофической кардиомиопатии, и идентифици-
ровать его как причину развития ГКМП у данного 
пациента. 

Сплайсинг РНК – это посттранскрипционный 
процесс, направленный на удаление некодирующих 
последовательностей интронов из исходных транс-
криптов и соединение экзонов для создания матрич-
ной РНК (мРНК). Значительное число патогенных 
вариантов в гене MYBPC3 приводит к сдвигу рамки 
считывания и возникновению преждевременного 
стоп-кодона в мРНК либо нарушениям сплайсинга и, 
как следствие, к пропуску отдельных экзонов (и так-
же в некоторых случаях к сдвигу рамки считывания). 
Также сообщается, что варианты, локализованные в 
экзонах генов, могут изменять экзонные энхансеры 

сплайсинга и также приводить к нарушениям этого 
процесса [12]. 

Получающаяся в результате укороченная мРНК 
подвергается нонсенс-опосредованной деградации, 
что приводит к гаплонедостаточности (недостаточ-
ному количеству белка, синтезированного с одного 
аллеля) как механизму действия патогенных вари-
антов в этом гене при развитии ГКМП [13]. Одна-
ко недавно было показано, что кардиомиоциты, 
полученные из плюрипотентных стволовых клеток 
(iPSC-CM) с LoF-мутациями в гене MYBPC3, не 
всегда демонстрируют снижение содержания ми-
озин-связывающего белка С (MyBP-C) [14]. Ана-
логичным образом другое исследование показало, 
что iPSC-CM, содержащие мутации, приводящие 
к возникновению преждевременного стоп-кодона 
MYBPC3, демонстрируют аномальную передачу сиг-
налов кальция и молекулярную дисрегуляцию даже 
при нормальном количестве MyBP-C, что вызывает  
активацию пути нонсенс-опосредованной деграда-
ции и в итоге развитие фенотипа ГКМП [15]. Таким 
образом, сам факт активации этого пути запускает 
патогенетический механизм развития заболевания 
для вариантов MYBPC3.

Рис. 2. Анализ варианта c.2067+2T>G гена MYBPC3: а – результаты секвенирования плазмид на наличие мутантного вари- 
анта и варианта дикого типа; b – результаты электрофоретического разделения продуктов RT-PCR в линиях клеток HEK293T: 
линия клеток без плазмид (pSpl3-), линия клеток с пустой плазмидой (pSpl3+), линия клеток с плазмидой, содержа- 
щей вариант «дикого типа» (WT), линия клеток с плазмидой содержащей мутантный вариант (Mut); красный и зеленый пря- 
моугольники соответствуют экзонным последовательностям вектора; серый прямоугольник – экзоны гена MYBPC3; c – ре-
зультаты секвенирования продуктов RT-PCR полученных из линий, содержащих мутантный вариант и вариант дикого типа
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Вариации в канонических сайтах сплайсинга поч-

ти всегда приводят к ошибкам сплайсинга. Однако 
этот тип нарушений должен быть подтвержден из-
учением последовательности мРНК, поскольку ее 
структура пока не может быть точно предсказана с 
использованием методов биоинформатики in silico 
[16–18]. Несмотря на то что некоторые генетиче-
ские эффекты тканеспецифичны, цис-регуляторные 
эффекты на сплайсинг обычно присутствуют в раз-
личных тканях и типах клеток [19]. Эффекты, кото-
рые патогенный вариант сплайсинга может иметь 
в одной ткани, вероятно, будут очень похожи на 
эффекты в других тканях. Следовательно, исследо-
вания с использованием клеточных линий in vitro 
являются хорошим представлением ситуации in 
vivo. Полученные нами результаты показали, что ва-
риант c.2067+2T>G в донорном сайте сплайсинга в 
интроне 21 приводит к пропуску экзона 21 и более 
того – к пропуску экзона 22, по крайней мере при ис-
пользовании данной мини-генной конструкции. Та-
ким образом, результаты исследования доказывают 
патогенный эффект варианта chr11:47339649-A-C 
(NM_000256.3: c.2067+2T>G).
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