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Ген CFTR содержит 27 экзонов и расположен в регионе 31.1 длинного плеча 7-й хромосомы (7q31.1). В настоящее 
время описано более 2000 вариантов гена CFTR. R334W относится к вариантам с «мягким» течением заболевания. 
Цель. Комплексно изучить состояние здоровья, функциональной активности канала CFTR и эффективности CFTR-
модуляторов у близнецов с генотипом F508del/R334W. 
Материалы и методы. Данные историй болезни, метод определения разницы кишечных потенциалов (ОРКП), метод 
кишечных органоидов. 
Результаты. Течение муковисцидоза у детей-близнецов – средней тяжести, с однотипными клиническими прояв-
лениями: развитие полипозного риносинусита, эпизоды роста грамотрицательной флоры в респираторном тракте. 
Отягощающим сопутствующим заболеванием у обоих детей является поллиноз на фоне поливалентной аллергии. 
Динамическое определение количества панкреатической эластазы 1 у первого ребенка показало ее снижение 
с 500 до 125 мкг/г стула, что потребовало назначения панкреатина и увеличения дозы при дальнейшем наблюде-
нии. У обоих братьев при проведении ОРКП функция хлорного канала снижена. Применение корректора (VX-809) 
и потенциатора (VX-770) эффективно восстанавливает работу канала, при их совместном воздействии наблюда-
ется аддитивный эффект. Полученные на обеих культурах кишечных органоидов количественные результаты были 
очень близки по значениям.
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The CFTR gene contains 27 exons and is located at position 31.1 of the long arm of chromosome 7 (7q31.1). More than 2000 
variants of the CFTR gene have been described so far. The R334W variant is associated with the mild disease course. 
Objective. To perform comprehensive assessment of the health status, functional CFTR activity, and efficacy of CFTR 
modulators in twins with the F508del/R334W genotype. 
Materials and methods. Data from medical records, intestinal current measurement (ICM), intestinal organoid culture. 
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Н аибольшую трудность при муковисцидозе (МВ) пред-
ставляет оценка вклада в развитие заболевания ред-

ких и ранее не идентифицированных мутаций, а также 
определение связи генотип–фенотип и влияния генов-
модификаторов на тяжесть заболевания [1]. 

Степень корреляции между генотипом и фенотипом CFTR 
различается в зависимости от системы органов [2]. В ходе по-
иска гена CFTR было показано, что аллельные варианты гена 
CFTR влияют на функцию поджелудочной железы (ПЖ) у па-
циентов с МВ. Используя маркеры, связанные с локусом МВ, 
исследователи из Торонто показали устойчивую связь между 
маркерами и нарушением экзокринной функции ПЖ [3].

Для персонализированного изучения остаточной функци-
ональной активности канала CFTR используют метод опре-
деления разницы кишечных потенциалов (ОРКП) [4, 5], по-
зволяющий выделить «мягкие» варианты с остаточной функ-
цией CFTR-канала и сохранением панкреатической функции 
и «тяжелые» варианты с отсутствием функции CFTR-канала 
и абсолютной панкреатической недостаточностью [6].

Для оценки влияния таргетных препаратов (CFTR-моду-
ляторов) применяют форсколиновый тест на кишечных орга-
ноидах, получаемых из кишечных биоптатов пациентов [7, 8]. 
На основании результатов этих методов, разработанных под 
руководством Д.Бекмана около 10 лет назад, в ряде стран 
Европы (Нидерланды, Бельгия) у пациентов с МВ оценива-
ют чувствительность к таргетным препаратам и назначают 
тера пию CFTR-модуляторами в случае обнаружения поло-
жительного эффекта [7, 8]. 

Кишечные органоиды представляют собой замкнутые, 
с внутренней полостью (люменом) многоклеточные структу-
ры длительного культивирования. Канал CFTR располагает-
ся на апикальной мембране органоидов, поэтому его актива-
ция при добавлении форсколина вызывает транспорт ионов 
хлора и воды в люмен и набухание органоидов. Скорость 
ответа на стимуляцию форсколином и степень набухания 
органоидов коррелируют с функциональной активностью 
CFTR [9]. 

Генетический вариант R334W c.1000C>T p.(Arg334Trp) 
представляет собой замену цитозина на тимин в положении 
1000 в 8 экзоне. Вариант относится к IV классу, имеет «мяг-
кий» генотип, находится на 13-м месте в Национальном 
регист ре больных муковисцидозом 2019 г., его аллельная 
частота составляет 0,76% [10,11]. В базе CFTR2 данный 
вари ант занимает 34-е место по аллельной частоте и со-
ставляет 0,3% [12]

Особый интерес представляет изучение варианта R334W 
на модели кишечных органоидов у пациентов-близнецов 
с МВ из-за уникальности случая.

Цель: комплексное изучение состояния здоровья, функ-
циональной активности канала CFTR и эффективности 
CFTR-модуляторов у близнецов с генотипом F508del/R334W.

Материалы и методы

Для оценки и описания клинической картины использо-
вались выписки из историй болезни и амбулаторных карт 
пациентов. 

Забор биоптатов из прямой кишки проводился на обору-
довании Olympus Disposable EndoTherapy EndoJaw Biopsy 
forceps (model #FB-23OU). Исследование по методу ОРКП 
было выполнено согласно европейским стандартным опе-
рационным процедурам V2.7_26.10.11 (СОПам) [13, 14] 
на клинической базе ГБУЗ МЗ МО «Научно-исследовательский 
клинический институт детства Министерства здравоохра-
нения Московской области» (директор Одинаева Н.Д.) 
научно-клинического отдела муковисцидоза ФГБНУ МГНЦ 
(директор Куцев С.И.) по следующему алгоритму.

На первом этапе проводится калибровка каждой рецирку-
ляционной камеры в отдельности на приборе VCC MC 8B421 
Physiologic Instrument (США). Учитываются физические фак-
торы, такие как наличие воздуха в контактных наконечниках 
с агаром и сопротивление жидкости, а также факторы окру-
жающей среды: отсутствие вибраций вблизи оборудования, 
случайные контакты с электродами, отсутствие посторонних 
работающих приборов в кабинете.

На втором этапе, после калибровки прибора, в камеру 
помещается ректальный биопсийный материал. Забор трех 
биоптатов проводился с использованием оборудования 
Olympus Disposable EndoTherapy EndoJaw Biopsy forceps 
(model #FB-23OU) согласно инструкции. Размер биоптата 
составлял 3–5 мм. Биопсийный материал помещали в спе-
циальный слайдер, который далее вставляли в камеру. 
Камеры заполняли раствором буфера Meyler. Буфер гото-
вится перед исследованием, в него входят: 105 mM NaCl, 
4,7 mM KCl, 1,3 mM CaCl2·6H2O, 20,2 mM NaHCO3, 0,4 mM 
NaH2PO4·H2O, 0,3 mM Na2HPO4, 1,0 mM MgCl2·6H2O, 10 mM 
HEPES и 10 mM D-glucose, а также 0,01 mM индомета-
цина. Регистрация исследования начиналась с записи 
базаль ного тока короткого замыкания (µA/cm2) (стадия пре-
амилорид). 

Results. We examined two twins with moderate cystic fibrosis who had similar clinical manifestations, including rhinosinusitis 
with nasal polyps and respiratory infections caused by gram-negative bacteria. Both patients also had polyvalent allergy. One 
child presented with a decrease of pancreatic elastase 1 in stool from 500 µg/g to 125 500 µg/g, which required administration 
of pancreatin and dosage increase later. Both children had reduced chloride channel function as demonstrated by ICM. The 
administration of a corrector (VX-809) and a potentiator (VX-770) effectively restored the channel function; their simultaneous 
use ensured an additive effect. The quantitative results obtained in both cultures of intestinal organoids were very similar.  
Key words:  cystic fibrosis, CFTR gene, pathogenic variant R334W, intestinal current measurement, intestinal organoids, 

forskolin-induced swelling assay, correctors, potentiators, targeted therapy, ivacaftor, lumacaftor
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На третьем этапе добавляли стимуляторы в следующей 
последовательности: амилорид (натриевый канал), форско-
лин/IBMX (хлорный канал), гинестеин (хлорный канал), кар-
бахол (кальциевый канал), DIDS (анионный транспорт) 
и в конце – гистамин (кальциевый канал). Исследование 
закан чивали после записи базального тока короткого замы-
кания. В группу контроля вошли здоровые добровольцы. 
Пациенты с МВ, гомозиготные по F508del, вошли в группу 
сравнения (F508del/F508del) [6].

Методы получения стабильных культур кишечных орга-
ноидов и форсколиновый тест детально описаны ранее 
в статьях Kondratyeva E. (2020, 2021) [15, 16]. При проведе-
нии исследований за основу были взяты протоколы, разра-
ботанные под руководством Д.Бекмана [17–19]. Кишечные 
органоиды получали из образцов ректальной биопсии, куль-
тивирование проводили в толще «Матригеля» (Corning, 
США), пассирование осуществляли раз в 5–7 дней. Для фор-
сколинового теста органоиды высевали на 96-луночные 
планшеты, добавляли 3,5 мкМ корректора VX-809 (Selleck-
chem, США). Через 24 ч органоиды окрашивали кальцеином 
(Biotium). Потенциатор VX-770 в концентрации 3,5 мкМ 
(Selleckchem, США) добавляли одновременно с форско-
лином (0,02–5 мкМ). Кишечные органоиды инкубировали 
с форсколином и таргетными препаратами в течение 1 ч и 
одновременно на определенных временных точках (0, 20, 40 
и 60 мин) снимали заранее выбранные поля с использовани-
ем флуоресцентного микроскопа Observer D1 (Zeiss, 
Германия). Оценку набухания органоидов проводили при 
помо щи программы Image J, статистическую обработку по-
лученных данных – с помощью программы Sigma Plot 12.5.

Культуры кишечных органоидов, полученные от здоровых 
добровольцев с функциональным каналом CFTR (wt/wt) и 
от пациентов с МВ с генотипами F508del/F508del и 
CFTRdel2,3/W227X (I class/I class), являлись в данном иссле-
довании контролем [15, 16].

Было получено разрешение на проведение исследования 
и подписано информированное согласие. Исследование и 
форма добровольного информированного согласия были 
одобрены Комитетом по этике ФГБНУ «МГНЦ» Минобрнауки 
России 15 октября 2018 г. (председатель Этического комите-
та – проф. Л.Ф.Курило).

Результаты исследования и их обсуждение

Под наблюдением находились 2 ребенка (монозиготные 
близнецы, мальчики) в возрасте 8 лет. Приводим данные 
из их истории болезни.

Оба мальчика наблюдаются с диагнозом: Муковисцидоз 
(Е 84.8). Генотип R334W/F508del. Хронический гнойный 
обструк тивный бронхит. Бронхоэктазы средней доли справа. 
Дыхательная недостаточность 0. Хронический полипозный 
гайморит. Хроническая панкреатическая недостаточность? 

Микробиологический диагноз: Хроническая стафилокок-
ковая инфекция (MSSA). 

Осложнение: Желчнокаменная болезнь.
Сопутствующий диагноз: Аллергический персистирую-

щий ринит. Поллиноз. Атопический дерматит. Пищевая, 
пыльцевая аллергия. Аденоиды 2–3-й степени.

Дети, близнецы мужского пола, 2012 года рождения, с по-
ложительным неонатальным скринингом на МВ. Данные 
первого ребенка: ИРТ1 – 141,96 нг/мл, ИРТ2 – 96,15 нг/мл; 
данные второго ребенка: ИРТ1 – 296,5 нг/мл, ИРТ2 –  
81,7 нг/мл, вес при рождении первого ребенка – 2860 г, 
второго ребенка – 2570 г.

Диагноз установлен в возрасте 3 мес. на основании по-
ложительной потовой пробы – 118 ммоль/л у первого ребен-
ка и 120 ммоль/л – у второго ребенка (на аппарате 
«Нанодакт»), подтвержден ДНК-диагностикой. У обоих 
детей выявлены два патогенных варианта гена CFTR 
в компаунд-гетерозиготном состоянии F508del/R334W.

При дальнейшем обследовании детей на протяжении 
6 лет выявлялось высокое содержание панкреатической 
эластазы 1 в кале – >500 мкг/г стула (норма от 200 мкг/г), что 
свидетельствовало о нормальной функции ПЖ. Однако 
у первого ребенка к 2019 г. (7 лет) отмечено снижение пан-
креатической эластазы 1 до 125 мкг/г стула с одновременно 
появившимися признаками панкреатической недостаточ-
ности (стул до 6 раз в сутки без применения панкреатиче-
ских ферментов, обильный, видимая стеаторея) и потребно-
стью в панкреатических ферментах. Отмечен положитель-
ный эффект от применения минимальной дозы панкреати-
на – 40 000–60 000 Ед в сутки, 1300–2000 Ед липазы/кг 
массы тела. 

У обоих близнецов отмечались частые обструктивные 
бронхиты на фоне острых респираторных инфекций (ОРИ), 
в 2016 г. в возрасте 4 лет выявлен первичный рост грамо-
трицательной флоры в виде Pseudomonas aeruginosa, про-
веден курс эрадикационной терапии колистиметатом натрия 
в ингаляциях по 1 млн Ед 2 раза в день в сочетании с ципро-
флоксацином 40 мг/кг/сутки в течение 1 мес. с дальнейшей 
пролонгацией ингаляций колистиметата натрия в течение 
6 мес. Получен стойкий положительный эффект, в контроль-
ных микробиологических исследованиях роста синегнойной 
палочки не регистрировалось.

В 2017 г. при микробиологическом исследовании выяв-
лен рост Achromobacter spp., эрадикация произошла после 
2-недельного курса внутривенной антибактериальной тера-
пии (цефтазидим + амикацин) и ингаляций колистимета-
том натрия в течение 12 мес. В дальнейшем роста Achro-
mobacter spp. в контрольных бактериологических анализах 
не отмечалось.

Обследование
По данным компьютерной томографии (КТ) органов груд-

ной клетки в возрасте 7 лет у обоих детей диагностированы 
сформированные бронхоэктазы с локализацией в средней 
доле. По данным КТ околоносовых пазух (7 лет) выявлен 
поли позный риносинусит у обоих детей. 

Диагноз желчнокаменной болезни у обоих детей уста-
новлен по данным УЗИ в возрасте 7 лет. По данным непря-
мой эластометрии печени данных за фиброз печени нет 
(F0 METAVIR). 

Дети наблюдаются аллергологом по поводу поливалент-
ной аллергии (пищевой, пыльцевой, пылевой аллергии, 
а также на шерсть домашних животных). Установлен полли-
ноз с сезонным ухудшением состояния в период цветения 
растений. В анализах крови постоянно отмечается эозино-
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филия и повышение общего IgE до 1000-400 Ед/мл. Имму-
ноглобулины Е к Aspergíllus flavus не обнаружены, аллерги-
ческий бронхолегочный аспергиллез исключен. 

Потребность в проведении курсов внутривенной анти-
бактериальной терапии возникала редко. Дефицита вита-
мина D нет. 

Физическое развитие детей на протяжении жизни соот-
ветствует возрастным нормам или выше их. В возрасте 
8 лет у первого ребенка: масса тела соответствует 96,5-му 
перцентилю (Z-score 1,62), рост соответствует 71,1-му пер-
центилю (Z-score 1,84), индекс массы тела (ИМТ) 18,9 кг/м2 
(96,5‰, Z-score 1,84); у сибса масса тела – 90-й перцентиль 
(Z-score 1,62), рост – 75-й перцентиль (Z-score 1,84), ИМТ 
18,9 кг/м2 (96,5‰, Z-score 1,84). Показатели функции внеш-
него дыхания в пределах нормы: ОФВ1 – 105% у первого 
ребенка и 116% у второго. При осмотре в 8 лет: деформации 
грудной клетки, деформации дистальных фаланг пальцев, 
ногтевых пластинок не выявлено. Вне периодов обострения 
кашля не наблюдается. 

Оба ребенка получают базисную терапию – панкреатиче-
ские ферменты в количестве 2000 Ед/кг массы получает 
1-й ребенок и 1300 Ед/кг массы его близнец, дорназу альфа 
2,5 мг через мундштук и через «Пари синус», гипертониче-
ский раствор 7% с 0,1%-й гиалуроновой кислотой 5 мл 1 раз 
в день, урсодезоксихолевая кислота 500 мг в день, комплекс 

жирорастворимых витаминов А, D, Е, К, мометазон 2 дозы 
в день. При ОРИ, обострениях назначается антибактериаль-
ная терапия широкого спектра действия. 

Дети были обследованы с помощью метода ОРКП и фор-
сколинового теста на кишечных органоидах. Представляет 
интерес описание работы хлорного канала у близнецов при 
помощи этих методов в связи с тем, что у одного ребенка 
имеется тенденция к снижению эластазы кала. Результаты 
метода ОРКП представлены в табл. 1 и на рис. 1, 2. 

Плотность тока короткого замыкания (ΔISC) в ответ на вве-
дение амилорида (стимуляция натриевых каналов) состави-
ла -7 ± 1,87 µA/cm2 у первого ребенка и -66,67 ± 14,85 µA/cm2 
у второго. Изменение ΔISC в ответ на введение форсколина 
(стимуляция хлорных каналов) составило у первого ребенка 
15 ± 1,27 µA/cm2 и 28,33 ± 1,02 µA/cm2 у второго. В ответ 
на введение карбахола ΔISC изменяется в отрицательную 
сторону, что отражает апикальный отток ионов калия 
у обоих пациентов, и составила 29,83 ± 4,88 µA/cm2 у перво-
го и 27,67 ± 4,32 µA/cm2 у второго. Добавление гистамина 
вызывает хлоридсекреторный ответ, опосредованный 
исклю чительно путем передачи сигнала Ca2+/протеинки-
наза С, а не путем, опосредованным цАМФ, поэтому у паци-
ентов с МВ кривая изменяется в отрицательную сторону. 
При этом плотность тока составила 17,33 ± 1,95 µA/cm2 
у первого ребенка и 16,5 ± 5,95 µA/cm2 у второго.

Таблица 1. Показатели плотности тока короткого замыкания (ΔISC) при введении стимуляторов у пациентов-близнецов, несущих 
в генотипе вариант R334W
Table 1. Short-circuit current (ΔISC) after treatment with stimulators in twins carrying the R334W variant

ΔISC, µA/cm2 Амилорид / 
Amiloride

Форсколин/ IBMX / 
Forskolin/ IBMX

Генистеин / 
Genistein

Карбахол / 
Carbachol

DIDS Гистамин / 
Histamine

Ре
бе

но
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1 
/

C
hi

ld
 1

Биоптат № 1 / Biopsy #1 -6 16,5 0,5 35 0,5 16
Биоптат № 2 / Biopsy #2 -10 13 0,5 22 0,5 15.5
Биоптат № 3 / Biopsy #3 -5 15,5 0,5 32,5 0,5 20.5
M ± m больного / of the patient -7 ± 1,87 15 ± 1,27 0,5 29,83 ± 4,88 0,5 17.33 ± 1.95

Ре
бе

но
к 

2 
/

C
hi

ld
 2

Биоптат №1 / Biopsy #1 -80,5 27,5 0,5 21 0,5 13.5
Биоптат №2 / Biopsy #2 -42,5 30 0,5 29 0,5 10
Биоптат №3 / Biopsy #3 -77 27,5 0,5 33 0,5 26
M ± m больного / of the patient -66,67 ± 14,85 28,33 ± 1,02 0,5 27,67 ± 4,32 0,5 16.5 ± 5.95

F508del/F508del -18.39 ± 5.62 3,06 ± 0,89 1,83 ± 0,35 – 1,83 ± 0,35 21,5 ± 5,46
Здоровые пациенты / Healthy controls 7.67 ± 1.76 26,72 ± 2,66 2,08 ± 0,38 117,44 ± 4,32 1,92 ± 0,37 109,76 ± 8,18
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Рис. 1. Метод ОРКП. 1-й ребенок с генотипом R334W/F508del. При введении амилорида почти не происходило снижение тока короткого 
замыкания (ΔISC), ответ на форсколин/IBMX сниженный, а на добавление карбахола и гистамина наблюдалось изменение тока короткого 
замыкания в отрицательную сторону.

Fig. 1. Intestinal current measurements. First child with the R334W/F508del genotype. Amiloride caused almost no decrease in the short-circuit 
current (ΔISC); the response to forskolin/ IBMX was reduced; carbachol and histamine caused a reduction in the short-circuit current.
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Сделано заключение, что в ответ на введение форско-
лина у обоих близнецов функция CFTR-канала была сниже-
на, но более выраженно – у первого близнеца. Работа 
натри евого канала у первого пациента соответствовала 
контрольной группе, у 2-го близнеца была повышена. 
Функцио ни рование кальциевого канала было нарушено 
у обоих пациентов. 

Наличие функционального канала CFTR (wt/wt) определя-
ет фенотипические признаки кишечных органоидов. Орга-
ноиды, полученные от здоровых добровольцев, на ранних 
сроках культивирования (1–4 суток) чаще всего имеют сфе-
рическую форму, тонкие стенки и большой люмен (рис. 3). 
Культуры кишечных органоидов, полученные от пациентов-
близнецов, морфологически не отличались между собой и 
от контрольной культуры с генотипом F508del/F508del. 
Они имели неправильную форму и сильно редуцированный 
люмен (рис. 3). Наличие «мягкой» мутации IV класса R334W 
не повлияло на морфологические признаки обеих иссле-
дуемых культур – количество органоидов с выраженным 
люменом не превышало данный показатель в контрольной 
культуре.

Анализ результатов набухания R334W/F508del-органоидов 
при стимуляции форсколином доказал высокую сохранность 

остаточной функциональной активности канала CFTR при 
данном генотипе, которая безусловно связана с генетиче-
ским вариантом R334W. При воздействии форсколина 
в высо кой концентрации (5 мкМ) культуры органоидов уве-
личиваются на 43–47% (табл. 2). Ответы носят концентра-
ционно-зависимый характер и практически не отличаются 
между близнецами (рис. 4А, С и табл. 2). Контрольная куль-
тура (рис. 4Е) с «тяжелым» генотипом не отвечает при воз-
действии форсколина.

Оба исследуемых CFTR-модулятора увеличивают прово-
димость (потенциатор VX-770) и количество (корректор 
VX-809) белка CFTR, усиливают действие друг друга 
(VX-770 + VX-809) и положительно влияют на общую функ-
циональную активность CFTR (рис. 4 А–D). При этом более 
эффективным оказался потенциатор, что наблюдается при 
мутациях, влияющих на кинетические характеристики (III и 
IV классы), а не на количество синтезируемого белка CFTR 
(II и V классы). При воздействии форсколина в концентрации 
0,128 мкМ различия в эффективности наиболее очевид-
ны – присутствие корректора не вызывает набухания орга-
ноидов при стимуляции форсколином, в отличии от потен-
циатора, который даже при слабом воздействии форсколина 
приводит к увеличению размера органоидов на 54–56% 
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Рис. 2. Метод ОРКП. 2-й ребенок с генотипом R334W/F508del. При введении амилорида происходило сильное снижение тока короткого 
замыкания (ΔISC), ответ на форсколин/IBMX сниженный, а на добавление карбахола и гистамина наблюдалось изменение тока короткого 
замыкания в отрицательную сторону.

Fig. 2. Intestinal current measurements. Second child with the R334W/F508del genotype. Amiloride caused a significant decrease in the short-
circuit current (ΔISC); the response to forskolin/IBMX was reduced; carbachol and histamine caused a reduction in the short-circuit current.

Рис. 3. Морфологические признаки кишечных органоидов от пациентов-близнецов с генотипом R334W/F508del в сравнении с кон-
трольными культурами, несущими генотип F508del/F508del и два нормальных аллеля CFTR (wt/wt). Время культивирования – 4 суток. 
Масштабная шкала – 200 мкм.

Fig. 3. Morphological features of the intestinal organoids from twins with the R334W/F508del genotype compared with the control cultures 
carrying the F508del/F508del genotype and two normal CFTR alleles (wt/wt). Cultivation for 4 days. Scale – 200 µm.

Контроль / Control
(wt/wt)

Контроль / Control
(F508del/F508del)

Пациент 1 / Patient 1
(R334W/F508del)

Пациент 2 / Patient 2
(R334W/F508del)
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(рис. 4 А, C и табл. 2). В отношении контрольной культуры 
с мутациями I класса ни потенциатор, ни корректор не ока-
зали положительного эффекта (рис. 4 E, F).

Сравнительный анализ полученных для близнецов резуль-
татов обнаружил лишь незначительные отклонения в отве-
тах на одинаковые стимулы, у пациента 2 наблюдались 
повы шенные на 2–6% значения при одновременном воздей-
ствии форсколином, VX-809 и VX-770 (табл. 2). Статистически 
значимых отличий между результатами, полученными на 
двух культурах кишечных органоидов, не было.

Течение МВ у детей-близнецов средней тяжести, с одно-
типными клиническими проявлениями: развитие полипозно-
го риносинусита, эпизоды роста грамотрицательной флоры 
в респираторном тракте. Отягощающим сопутствующим 
забо леванием у обоих детей является поллиноз на фоне 
поли валентной аллергии. Динамическое определение коли-
чества панкреатической эластазы 1 у первого ребенка пока-
зало ее снижение с 500 до 125 мкг/г стула, что потребовало 
назначения панкреатина и увеличения дозы при дальней-
шем наблюдении. Необходимо обследование детей в дина-
мике для верификации панкреатической недостаточности, 
которая может манифестировать с годами при «мягких» 
гено типах. Однако более высокий показатель ИРТ1 отме-
чался при рождении у 2-го ребенка. 

У близнецов получены различные результаты при оценке 
функционирования натриевого и хлорного канала методом 
ОРКП. В ответ на введение форсколина у обоих близнецов 
функция CFTR-канала была снижена и соответствовала 
«мягким» генетическим вариантам. Снижение функции 
CFTR-канала было более выражено у первого близнеца, что 
сопровождалось снижением панкреатической эластазы 
в динамике. Работа натриевого канала у первого пациента 
соответствовала контрольной группе, в отличие от второго 
пациента. У второго ответ был выше, возможно, причина – 
влияние генов-модификаторов, в том числе стимуляторов 
натриевых каналов [20].

У обоих пациентов функция кальциевого канала, которая 
участвует в секреции хлоридов без вовлечения цАМФ [21], 
отличалась от нормального функционирования в связи со 
снижением функции CFTR-канала. При добавлении стиму-
ляторов кальциевого канала (карбахол и гистамин) у здоро-

вой группы кривая идет в положительную сторону, в то вре-
мя как у обоих пациентов кривая идет вниз [6].

Ранее на культурах кишечных органоидов с генетическим 
вариантом R334W уже исследовали остаточную функцио-
нальную активность канала CFTR и действие таргетных пре-
паратов [18, 22, 23]. Полученные для пациентов-близнецов 
результаты полностью соотносятся с ранее опубликован-
ными литературными данными. Форсколин-индуцирован-
ное набухание органоидов в статьях J.Dekkers et al. [18] и 
G.Berkers et al. [22] подтверждают относительно высокую 
сохран ную активность CFTR для мутации R334W. 

В исследованиях G.Berkers и A.S.Ramalho корректор 
VX-809 (люмакафтор) оказывал слабое, а потенциатор 
VX-770 (ивакафтор) – значительное влияние на восстанов-
ление функциональной активности канала CFTR, при ком-
бинированном воздействии VX-809 и VX-770 происходило 
значительное, указывающее на возможный терапевти-
ческий эффект VX-809 + VX-770, набухание органоидов 
с генотипами R334W/F508del (II класс) и R334W/N1303K 
(II класс), [22,23]. Для пациента с гетерозиготным геноти-
пом R334W/R746X (I класс) комбинированное применение 
VX-770 + VX-809 оказало умеренное влияние на функцио-
нальную активность канала [18]. Результаты, полученные 
для близнецов с генотипом R334W/F508del, коррелируют 
с литературными данными – в наших исследованиях значи-
тельный эффект на восстановление функции белка CFTR 
также был обнаружен в случаях применения потенциатора 
VX-770 и при совместном воздействии потенциатора и кор-
ректора.

Мутация R334W локализована в ТМ6 домена MSD1 и 
связана со снижением проводимости канала на 60% из-за 
нару шения ион-ионных взаимодействий внутри ионной 
поры CFTR [23], именно по этой причине высокая эффек-
тивность обнаружена для потенциатора VX-770, а также 
при совместном применении потенциатора и корректора 
как в наших исследованиях, так и в ранее опубликованных 
[18, 22, 23].

В настоящее время генетический вариант R334W отсут-
ствует в инструкции к ивакафтору [24]. Проведенное иссле-
дование демонстрирует возможный эффект для этих паци-
ентов.

Таблица 2. Сравнительная таблица результатов по набуханию кишечных органоидов, полученных от близнецов с генотипом 
R334W/F508del, при часовой стимуляции форсколином и действии CFTR-модуляторов 
Table 2. Comparison of swelling of the intestinal organoids from twins with the R334W/F508del genotype after stimulation with forskolin 
and CFTR modulators

Концентрация 
форсколина, 
мкМ / 
Forskolin 
concentration, 
µM

Обработка форсколином, 
%, М ± m / 

Treatment with forskolin, 
%, mean + SD

Обработка форсколином 
и VX-770, %, М ± m / 

Treatment with forskolin 
and VX-770, %, mean + SD

Обработка форсколином 
и VX-809, %, М ± m / 

Treatment with forskolin 
and VX-809, %, mean + SD

Обработка форсколином 
и VX-809 +VX-770, %, М ± m / 

Treatment with forskolin  
and VX-809 +VX-770, 

%, mean + SD
П 1 П 2 П 1 П 2 П 1 П 2 П 1 П 2

0,02 99,21 ± 1,06 97,29 ± 3,3 107,69 ± 0,34 107,79 ± 0,28 101,78 ± 1,03 98,86 ± 1,33 112,90 ± 0,4 111,98 ± 0,57
0,128 104,2 ± 1,25 102,40 ± 0,72 154,09 ± 0,72 156,73 ± 0,8 103,61 ± 0,2 104,86 ± 1,27 174,87 ± 1,35 176,73 ±0,41
0,8 125,59 ± 1,89 127,08 ± 0,96 163,93 ± 0,86 169,80 ± 1,17 154,42 ± 1,73 151,48 ± 1,32 176,25 ± 0,83 181,56 ± 2,31
5 143,66 ± 1,26 147,09 ± 0,44 186,06 ± 0,26 186,75 ± 1,06 181,80 ± 0,36 180,75 ± 0,38 197,42 ± 0,84 204,63 ± 1,19

П 1 и П 2 – пациенты 1 и 2; за 100% принимали размер органоидов до начала воздействия форсколином; число повторов – 6; концентрации VX-770 и VX-809 – 
3,5 мкМ. 
P 1 and P 2–patients 1 and 2; the size of organoids before treatment with forskolin was considered as 100%; the number of repeats was 6; concentrations of VX-770 
and VX-809 were 3.5 µM.



80

Е.И.Кондратьева и др. / Вопросы практической педиатрии, 2022, том 17, №3, с. 74–82

E.I.Kondratyeva et al. / Clinical Practice in Pediatrics, 2022, volume 17, No 3, p. 74–82

© Издательство «Династия», 2022
Тел./факс: +7 (495) 660-6004, e-mail: red@phdynasty.ru, www.phdynasty.ru

3000

2500

2000

1500

1000

500

0,020 0,128 0,800 5,000

0

Н
аб

ух
ан

ие
 о

рг
ан

ои
до

в 
(A

U
C

 t 
= 

60
 м

ин
) /

Sw
el

lin
g 

of
 th

e 
in

te
st

in
al

 o
rg

an
oi

ds
(A

U
C

 t 
= 

60
 m

in
)

Форсколин, мкМ / Forskolin, µM

3000

2500

2000

1500

1000

500

0,020 0,128 0,800 5,000

0

Н
аб

ух
ан

ие
 о

рг
ан

ои
до

в 
(A

U
C

 t 
= 

60
 м

ин
) /

Sw
el

lin
g 

of
 th

e 
in

te
st

in
al

 o
rg

an
oi

ds
(A

U
C

 t 
= 

60
 m

in
)

Форсколин, мкМ / Forskolin, µM

3000

2500

2000

1500

–1000

1000

–500

500

0,020 0,128 0,800 5,000

0

Н
аб

ух
ан

ие
 о

рг
ан

ои
до

в 
(A

U
C

 t 
= 

60
 м

ин
) /

Sw
el

lin
g 

of
 th

e 
in

te
st

in
al

 o
rg

an
oi

ds
(A

U
C

 t 
= 

60
 m

in
)

Форсколин, мкМ / Forskolin, µM

Форсколин /
Forskolin

Форсколин + VX-770 /
Forskolin + VX-770

Форсколин + VX-809 /
Forskolin + VX-809

Форсколин + VX-770 + VX-809 /
Forskolin  + VX-770 + VX-809

Рис. 4. Исследование на модели кишечных органоидов, полученных от близнецов с генотипом R334W/F508del, остаточной функ-
циональной активности канала CFTR и эффективности потенциатора VX-770 и корректора VX-809. Контрольная культура – орга-
ноиды с генотипом CFTRdel2,3/W227X (I class / I class). А, C и E – результаты количественного анализа форсколин-индуцированного 
набухания органоидов; B, D и F – характерные изображения органоидов до начала воздействия форсколином и CFTR-модуляторами и после 
часовой инкубации. Концентрации – 0,8 мкМ форсколина (пациенты 1 и 2) и 5 мкМ форсколина (контроль), 3,5 мкМ VX-770 и 3,5 мкМ VX-809. 
Масштабная шкала – 200 мкм. 

Fig. 4. Assessment of the residual CFTR function and the effectiveness of the VX-770 potentiator and VX-809 corrector using a model 
of intestinal organoids obtained from twins with the R334W/F508del genotype. Control culture: organoids with the CFTRdel2,3/W227X 
genotype (I class/I class). А, C, and E – results of the quantitative analysis of forskolin-induced swelling of the organoids; B, D, and F–images 
of organoids before treatment with forskolin and CFTR modulators and after 1-hour incubation. Concentrations: forskolin – 0.8 µM (patients 1 and 2) 
and 5 µM (control); VX-770 – 3.5 µM; VX-809 – 3.5 µM. Scale – 200 µm.
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Заключение

Несмотря на то, что близнецы имеют одинаковый гено-
тип, фенотипические проявления течения заболевания 
со временем у данной пары близнецов начинают различать-
ся. Первый пациент с течением времени демонстрирует 
ухудшение внешнесекреторной функции ПЖ по результатам 
снижения панкреатической эластазы с развитием кишечно-
го синдрома, потребовавшим назначения панкреатических 
ферментов.

Методами ОРКП и кишечных органоидов обнаружена 
остаточная функция канала CFTR. Более значимое сниже-
ние функции CFTR-канала первого близнеца при исследова-
нии методом ОРКП было ассоциировано со снижением 
функции ПЖ. 

Особый интерес представляло изучение варианта R334W 
на модели кишечных органоидов у пациентов-близнецов 
с МВ из-за уникальности случая. Культуры кишечных орга-
ноидов, полученные от обоих близнецов с генотипом  
F508del/R334W, отвечали сильным набуханием на стимуля-
цию форсколином, что свидетельствует о наличии сохран-
ной остаточной функциональной активности канала CFTR. 
Применение корректора (VX-809) и потенциатора (VX-770) 
эффективно восстанавливает работу канала, при их совмест-
ном воздействии наблюдается аддитивный эффект. 
Полученные на обеих культурах количественные результаты 
были очень близки по значениям. На основании проведен-
ных исследований сделан вывод, что для пациентов с гене-
тическим вариантом R334W может быть рекомендована как 
терапия комбинированными препаратами, сочетающими 
VX-770 и VX -809 (ивакафтор и лумакафтор), так и моноте-
рапия ивакафтором (VX-770).
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