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Ôóí ê öè î íà ëü íîå ïîä òâåð æ äå íèå ïà òî ãåí íî ñòè âà ðè àí òà 
èí ò ðîí íîé ïî ñëå äî âà òå ëü íî ñòè ãå íà PAX6

Ôè ëà òî âà À.Þ.1*, Âà ñè ëü å âà Ò.À.1, Ñêîá ëîâ Ì.Þ.1,2, Êà äû øåâ Â.Â.1, 

Âîñ êðå ñåí ñêàÿ À.À.3, Ìà ðà õî íîâ À.Â.1,2, Çèí ÷åí êî Ð.À.1,4,*

1 ÔÃÁÍÓ «Ìå äè êî-ãå íå òè ÷å ñêèé íà ó÷ íûé öåíòð»
2 ÔÃÀÎÓ ÂÎ  «Ìî ñ êîâ ñêèé ôè çè êî-òåõ íè ÷å ñêèé èí ñòè òóò (ãî ñó äàð ñò âåí íûé óíè âåð ñè òåò)»
3 ×å áîê ñàð ñêèé ôè ëè àë ÔÃÀÓ «Ìå æîò ðàñ ëå âîé íà ó÷ íî-òåõ íè ÷å ñêèé êîì ï ëåêñ

  «Ìèê ðî õè ðóð ãèÿ ãëà çà» èìå íè àêà äå ìè êà Ñ.Í. Ôå äî ðî âà» Ìè íè ñòåð ñò âà çäðà âî îõ ðà íå íèÿ Ðîñ ñèé ñêîé Ôå äå ðà öèè
4 ÃÁÎÓ ÂÏÎ «Ðîñ ñèé ñêèé íà öè î íà ëü íûé èñ ñëå äî âà òå ëü ñêèé ìå äè öèí ñêèé óíè âåð ñè òåò èìå íè Í.È. Ïè ðî ãî âà»

  Ìè íè ñòåð ñò âà çäðà âî îõ ðà íå íèÿ Ðîñ ñèé ñêîé Ôå äå ðà öèè

*e-ma il: ma acc@yan dex.ru; re na zin c hen ko@ma il.ru

Âðîæ äåí íàÿ àíè ðè äèÿ (OMIM #106210) (ÂÀ) — ìî íî ãåí íûé âðîæ äåí íûé ïî ðîê ðàç âè òèÿ ñ àóòî ñîì íî-äî ìè íàí ò íûì òè ïîì
íà ñëå äî âà íèÿ, âñòðå ÷à þ ùèé ñÿ â ïî ïó ëÿ öèè ñ ÷à ñ òî òîé 1:45 000—1:100 000 íà ñå ëå íèÿ. Âå äó ùè ìè äèà ãíî ñ òè ÷å ñêè ìè ïðè çíà êà -
ìè ÿâ ëÿ þò ñÿ âðîæ äåí íîå îò ñóò ñò âèå òêà íè ðà äóæ êè, ãè ïîï ëà çèÿ öåí ò ðà ëü íîé ÿì êè è íè ñòàãì. Ïî äàâ ëÿ þ ùåå áî ëü øèí ñò âî ñëó -
÷à åâ ÂÀ îáó ñëîâ ëå íî ãå òå ðî çè ãîò íû ìè ìó òà öè ÿ ìè â ãå íå PAX6, ðàñ ïî ëî æåí íîì â ðå ãè î íå 11ð13, à òàê æå õðî ìî ñîì íû ìè ïå ðå -
ñòðîé êà ìè, çà òðà ãè âà þ ùè ìè ýòîò ðå ãè îí. Ðà íåå â ëà áî ðà òî ðèè ãå íå òè ÷å ñêîé ýïè äå ìè î ëî ãèè ïðî âå äåí ìî ëå êó ëÿð íî-ãå íå òè ÷å -
ñêèé àíà ëèç â ãðóï ïå èç 110 áî ëü íûõ èç 84 íå ðîä ñò âåí íûõ ñå ìåé ñ êëè íè ÷å ñêèì äèà ãíî çîì âðîæ äåí íîé àíè ðè äèÿ èç Ðîñ ñèè,
âêëþ ÷àâ øèé ñåê âå íè ðî âà íèå è àíà ëèç âà ðè à öèè ÷èñ ëà êî ïèé ãå íîâ â ðå ãè î íå 11ð13. Â îá ùåé ñëîæ íî ñòè íàé äåí 81 âà ðè àíò
íóê ëå î òèä íîé ïî ñëå äî âà òå ëü íî ñòè, çíà ÷è òå ëü íóþ ÷àñòü êî òî ðûõ (13,6%) ñî ñòàâ ëÿ þò èí ò ðîí íûå ìó òà öèè, ëî êà ëè çó þ ùè å ñÿ êàê
â êà íî íè ÷å ñêèõ ñàé òàõ ñïëàé ñèí ãà, òàê è ãëó áî êî â èí ò ðîí íûõ îá ëà ñ òÿõ (11 ðàç ëè÷ íûõ ìó òà öèé ó 18 áî ëü íûõ). Äàí íûå âà ðè àí òû
íóê ëå î òèä íîé ïî ñëå äî âà òå ëü íî ñòè áû ëè ïðî à íà ëè çè ðî âà íû ñ èñ ïî ëü çî âà íè åì ïðî ãðàìì HSF v. 3.0 (Hu man Spli cing Fin der) è
Int S p li ce. Èõ ïà òî ãåí íûé ñòà òóñ, êàê è äðó ãèõ îá íà ðó æåí íûõ ìó òà öèé, óñòà íàâ ëè âàë ñÿ â ñî îò âåò ñò âèè ñ ðå êî ìåí äà öè ÿ ìè ACMG
äëÿ èí òåð ï ðå òà öèè âà ðè àí òîâ ïî ñëå äî âà òå ëü íî ñòåé ÄÍÊ. Íà ñòî ÿ ùàÿ ðà áî òà ïî ñâÿ ùå íà äî êà çà òå ëü ñò âó âëè ÿ íèÿ âû ÿâ ëåí íî ãî
â ñïî ðà äè ÷å ñêîì ñëó ÷àå âðîæ äåí íîé àíè ðè äèè èí ò ðîí íî ãî âà ðè àí òà íóê ëå î òèä íîé ïî ñëå äî âà òå ëü íî ñòè ñ íå èç âå ñò íûì êëè íè -
÷å ñêèì çíà ÷å íè åì NG_008679.1(PAX6_v001):c.142-14C>G íà ïàò òåðí ñïëàé ñèí ãà. Ôóí ê öè î íà ëü íûé àíà ëèç ñ èñ ïî ëü çî âà íè åì
ñè ñ òå ìû ýê ñ ï ðåñ ñèè ìè íè ãå íîâ in vit ro ïî êà çàë, ÷òî äàí íàÿ çà ìå íà âå äåò ê âîç íèê íî âå íèþ íî âî ãî àê öåï òîð íî ãî ñàé òà ñïëàé -
ñèí ãà èí ò ðî íà 5, â ðå çó ëü òà òå ÷å ãî ïðî èñ õî äèò óä ëè íå íèå ýê çî íà 6 íà 13 íóê ëå î òè äîâ è ñäâèã îò êðû òîé ðàì êè ñ÷è òû âà íèÿ
(NM_000280.4(PAX6_v001):c.141_142in sT TCCC CTAT G CAG, p.Val48Phef s Ter12) ñ ðàç ðó øå íè åì àáåð ðàí ò íîé ìÐÍÊ ïî íîí -
ñåíñ-îïî ñðå äî âàí íî ìó ìå õà íèç ìó äå ãðà äà öèè (NMD). Òà êèì îá ðà çîì, èñ ñëå äó å ìàÿ èí ò ðîí íàÿ çà ìå íà ïðî äó öè ðó åò íó ëå âîé
àë ëåëü è âå äåò ê ãàï ëî íå äî ñòà òî÷ íî ñòè ôóí ê öèè ãå íà PAX6, ÷òî ïðè âî äèò ê ðàç âè òèþ çà áî ëå âà íèÿ.

Êëþ ÷å âûå ñëî âà: âðîæ äåí íàÿ àíè ðè äèÿ; ãàï ëî íå äî ñòà òî÷ íîñòü; PAX6; ìó òà öèè; ïðè âî äÿ ùèå ê íà ðó øå íèþ ñïëàé ñèí ãà; ôóí -
ê öè î íà ëü íûé àíà ëèç; êëî íè ðî âà íèå; ñè ñ òå ìà ýê ñ ï ðåñ ñèè ìè íè ãå íîâ in vit ro; ÎÒ-ÏÖÐ; HEK293.

Àâ òî ðû çà ÿâ ëÿ þò îá îò ñóò ñò âèè êîí ô ëèê òà èí òå ðå ñîâ.

Èí ôîð ìà öèÿ î ñïîí ñîð ñò âå. Èñ ñëå äî âà íèå âû ïîë íå íî ïðè ÷à ñ òè÷ íîé ôè íàí ñî âîé ïîä äåð æ êå ÐÔÔÈ — ãðàíò 17-04-00475.

Ev i dence of patho genic role an intronic vari ant in PAX6 gene us ing func tional anal y sis
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Con gen i tal aniridia (OMIM #106210) (ÂÀ) is a Men de lian autosomal dom i nant panocular dis or der with com plete penetrance and
vari able expressivity. The in ci dence of aniridia is 1 in 45,000-100,000 births. Aniridia is char ac ter ized by con gen i tal ab sence of the iris
with foveal hypoplasia and other eye ab nor mal i ties. The most cases of aniridia is caused by het ero zy gous mu ta tions in the PAX6 gene or
chro mo some 11p13 re ar range ments. Mo lec u lar anal y sis (in clud ing Sang er se quenc ing as well as MLPA anal y sis and the loss of
heterozygosity anal y sis) of 110 pa tients re ferred with con gen i tal aniridia from 84 un re lated fam i lies iden ti fies caus ative PAX6 mu ta tions
in all ex cept 3 pa tients (81/84). A sig nif i cant pro por tion of point PAX6 mu ta tions af fect ing ca non i cal splic ing sites and deeper intronic se -
quences (13,6%) (11 dif fer ent mu ta tions in 18 pa tients) have been re vealed. Intron se quence vari ants patho genic sta tus is es tab lished in 
ac cor dance with ACMG rec om men da tions for in ter pre ta tion of se quence vari ants. The manu script gives con sid er ation to the func tional
ev i dence of a re vealed in pa tient with con gen i tal aniridia VUS (vari ant of un known clin i cal sig nif i cance)



NG_008679.1(PAX6_v001):c.142-14C>G ef fect on the splic ing pat tern. We used a minigene sys tem to de ter mine the ef fect of in ves ti -
gated mu ta tion in vi tro in hu man cell line HEK293. Our anal y sis has shown that this sin gle nu cle o tide sub sti tu tion leads to a splic ing dis -
rup tion due to the use of the new ac cep tor-site of intron 5. That leads to exon 6 elon ga tion by 13 nu cleo tides, open read ing frame shift -
ing (NM_000280.4(PAX6_v001):c.141_142insTTCCCCTATGCAG, p.Val48PhefsTer12) and ab er rant mRNA deg ra da tion by NMD (non -
sense-mediated mRNA de cay) mech a nism. Thus, the intron se quence vari ant pro duces a null al lele, lead ing to a haploinsufficiency of
the PAX6-func tion and the de vel op ment of dis ease.

Key words: con gen i tal aniridia, PAX6, haploinsufficiency, splic ing mu ta tions, vari ant of un known clin i cal sig nif i cance, func tional ev i -
dence, clon ing, in vi tro mini-gene ex pres sion sys tem, RT-PCR, HEK293.

Ââå äå íèå

Âðîæ äåí íàÿ àíè ðè äèÿ (OMIM #106210) (ÂÀ) — ìî -
íî ãåí íûé âðîæ äåí íûé ïî ðîê ðàç âè òèÿ ñ àóòî ñîì íî-äî -
ìè íàí ò íûì òè ïîì íà ñëå äî âà íèÿ, âñòðå ÷à þ ùèé ñÿ â ïî -
ïó ëÿ öèè ñ ÷à ñ òî òîé 1:45 000—1:100 000 íà ñå ëå íèÿ. Âå äó -
ùè ìè äèà ãíî ñ òè ÷å ñêè ìè ñèì ï òî ìà ìè ÿâ ëÿ þò ñÿ âðîæ -
äåí íîå îò ñóò ñò âèå òêà íè ðà äóæ êè, ãè ïîï ëà çèÿ öåí ò ðà ëü -
íîé ÿì êè, ñî ïðî âîæ äà þ ùè å ñÿ íè ñòàã ìîì. Êðî ìå îñíîâ -
íûõ ïðè çíà êîâ, ïðè ÂÀ ìî ãóò ðàç âè âà òü ñÿ êå ðà òî ïà òèÿ è
ïåð âè÷ íàÿ è/èëè îñëîæ íåí íàÿ êà òà ðàê òà, êî òî ðûå íà -
áëþ äà þò ñÿ ó 80% ïà öè åí òîâ, ðå æå âñòðå ÷à þò ñÿ ãëà ó êî ìà
è ãè ïîï ëà çèÿ çðè òå ëü íî ãî íåð âà. ÂÀ ñî ïðî âîæ äà åò ñÿ çíà -
÷è òå ëü íûì ñíè æå íè åì îñò ðî òû çðå íèÿ è èí âà ëè äè çà -
öèåé ïà öè åí òîâ è ÿâ ëÿ åò ñÿ ñî öè à ëü íî çíà ÷è ìîé ïðîá ëå -
ìîé. Ïî äàâ ëÿ þ ùåå áî ëü øèí ñò âî ñëó ÷à åâ ÂÀ îáó ñëîâ ëå íî 
ìó òà öè ÿ ìè â ãå íå PAX6 â ãå òå ðî çè ãîò íîì ñîñòîÿíèè
(OMIM *607108), ðàñ ïî ëî æåí íîì â ðå ãè î íå 11ð13, à
òàêæå õðî ìî ñîì íû ìè ïå ðå ñòðîé êà ìè, çà òðà ãè âà þ ùè ìè
ýòîò ðå ãè îí [1, 2].

Ðà íåå â ëà áî ðà òî ðèè ãå íå òè ÷å ñêîé ýïè äå ìè î ëî ãèè
ïðî âå äå íà ìî ëå êó ëÿð íî-ãå íå òè ÷å ñêàÿ äèà ãíî ñ òè êà
â îá øèð íîé âû áîð êå ïà öè åí òîâ ñ ÂÀ èç Ðîñ ñèè. Àíà -
ëèç ìó òà öèé â ãå íå PAX6 è äå òà ëü íîå êëè íè ÷å ñêîå îá -
ñëå äî âà íèå ïðî âå äå íû â ãðóï ïå èç 110 áî ëü íûõ èç
84 íå ðîä ñò âåí íûõ ñå ìåé ñ êëè íè ÷å ñêèì äèà ãíî çîì ÂÀ.
Áî ëåå ïî ëî âè íû ñëó ÷à åâ (62 ïà öè åí òà — 73,81%) ïðåä -
ñòàâ ëå íû åäè íè÷ íû ìè áî ëü íû ìè áåç îòÿ ãî ùåí íî ãî ñå -
ìåé íî ãî àíà ìíå çà. Ïî èñê ìó òà öèé â ãå íå PAX6  ïðî âî -
äè ëè ìå òî äîì ñåê âå íè ðî âà íèÿ ïî Ñýí ãå ðó, ïî ñëå äó þ -
ùåé ìóëü òè ïëåê ñ íîé ëè ãà çî çà âè ñè ìîé àì ï ëè ôè êà öèè
ïðîá (MLPA) è àíà ëè çà ïî òå ðè ãå òå ðî çè ãîò íî ñòè ó ïðî -
áàí äà (LOH) ñ èñ ïî ëü çî âà íè åì 12 êî ðîò êèõ òàí äåì íûõ
ïî âòî ðîâ (STR ìàð êå ðîâ) [3]. Â îá ùåé ñëîæ íî ñòè íàé -
äå íà 81 ðàç ëè÷ íàÿ ìó òà öèÿ (58 âíóò ðè ãåí íûõ ìó òà öèé
â ãå íå PAX6 è 23 õðî ìî ñîì íûå äå ëå öèè ñ âî âëå ÷å íè åì
ðå ãè î íà 11p13). Ñðå äè 48 óíè êà ëü íûõ âíóò ðè ãåí íûõ
ìó òà öèé â ãå íå PAX6 27 íî âûõ è 21 ðà íåå îïè ñàí íàÿ ìó -
òà öèÿ [4]. Çíà ÷è òå ëü íóþ äî ëþ ñðå äè âû ÿâ ëåí íûõ âà ðè -
àí òîâ íóê ëå î òèä íîé ïî ñëå äî âà òå ëü íî ñòè (13,6%) ñî -
ñòàâ ëÿ þò èí ò ðîí íûå ìó òà öèè, ëî êà ëè çó þ ùè å ñÿ êàê
â êà íî íè ÷å ñêèõ ñàé òàõ ñïëàé ñèí ãà, òàê è ãëó áî êî â èí -
ò ðîí íûõ îá ëà ñ òÿõ (11 ðàç ëè÷ íûõ ìó òà öèé ó 18 áî ëü -
íûõ). Âñå îá íà ðó æåí íûå âà ðè àí òû ïî ñëå äî âà òå ëü íî ñòè 
(SNV) ñî ãëàñ íî êðè òå ðè ÿì Àìå ðè êàí ñêî ãî êîë ëåä æà
ìå äè öèí ñêîé ãå íå òè êè (ACMG) êëàñ ñè ôè öè ðî âà íû
êàê ïà òî ãåí íûå è âå ðî ÿò íî ïà òî ãåí íûå [5]. Èñê ëþ ÷å -

íèå ñî ñòà âè ëè äâå âû ÿâ ëåí íûå âïåð âûå èí ò ðîí íûå ìó -
òà öèè: îä íî íóê ëå î òèä íàÿ çà ìå íà â èí ò ðî íå 5 ãå íà PAX6

NG_008679.1(PAX6_v001):c.142-14C>G è îä íî íóê ëå î -
òèä íàÿ äóï ëè êà öèÿ, âáëè çè ñàé òà ñïëàé ñèí ãà íå êî äè -
ðó þ ùå ãî ýê çî íà 3 â 5`-UTR ïî ñëå äî âà òå ëü íî ñòè ãå íà
PAX6 NG_008679.1(PAX6_v001):c.-125dupG, ïî ëó ÷èâ -
øèå ñòà òóñ âà ðè àí òîâ ñ íå èç âå ñò íûì êëè íè ÷å ñêèì çíà -
÷å íè åì.

Ìà òå ðè à ëû è ìå òî äû

Ïî èñê ìó òà öèé ó áî ëü íûõ âðîæ äåí íîé àíè ðè äèåé
ïðî âå äåí ñî ãëàñ íî ðàç ðà áî òàí íî ìó ðà íåå ïðî òî êî ëó â ëà -
áî ðà òî ðèè ãå íå òè ÷å ñêîé ýïè äå ìè î ëî ãèè [3, 6]. Èí ò ðîí -
íûå âà ðè àí òû ïðî à íà ëè çè ðî âà íû ñ èñ ïî ëü çî âà íè åì ïðî -
ãðàìì HSF v. 3.0 (Hu man Spli cing Fin der) [7] è In t S p li ce
[8]. Èõ ïà òî ãåí íûé ñòà òóñ, êàê è äëÿ äðó ãèõ îá íà ðó æåí -
íûõ ìó òà öèé, óñòà íàâ ëè âàë ñÿ â ñî îò âåò ñò âèè ñ ðå êî ìåí -
äà öè ÿ ìè ACMG äëÿ èí òåð ï ðå òà öèè âà ðè àí òîâ ïî ñëå äî -
âà òå ëü íî ñòåé ÄÍÊ [5].

Äëÿ ôóí ê öè î íà ëü íî ãî àíà ëè çà âëè ÿ íèÿ âû ÿâ ëåí íîé
îä íî íóê ëå î òèä íîé çà ìå íû â èí ò ðî íå 5 ãå íà PAX6

NG_008679.1(PAX6_v001):c.142-14C>G íà ïàò òåðí
ñïëàé ñèí ãà èñ ïî ëü çî âà íà ñè ñ òå ìà ýê ñ ï ðåñ ñèè ìè íè ãå -
íîâ in vit ro.

Ñî çäà íèå êîí ñò ðóê öèé, ñî äåð æà ùèõ ìè íè ãå íû

Ôðàã ìåíò ãå íîì íîé ÄÍÊ ïà öè åí òà îò 5 äî 7 ýê çî íà ãå íà
PAX6 áûë àì ï ëè ôè öè ðî âàí ñ èñ ïî ëü çî âà íè åì ïðàé ìå ðîâ:
PAX6-ex5F
(5`-TTAAGATCTTTGTAGAGCTAGCTCACAGC-3`) è
PAX6-ex7R
(5`-TTAGTCGACCATGCCGTCTGCGCCCATCT-3`). Ïî -
ëó ÷åí íûé ÏÖÐ-ïðî äóêò áûë êëî íè ðî âàí ïî ñàé òàì ðå ñò -
ðèê öèè BglII è Sa lI â âåê òîð pSplPIG [9]. Êëî íû, ñî äåð æà -
ùèå ìè íè ãåí äè êî ãî òè ïà èëè âà ðè àíò ñ ìó òà öèåé
c.142-14C>G, îò áè ðà ëè ñ èñ ïî ëü çî âà íè åì ñåê âå íè ðî âà íèÿ
ïî Ñýí ãå ðó.

Èñ ñëå äî âà íèå ñïëàé ñèí ãà ìè íè ãå íîâ 

â êëå òî÷ íîé ëè íèè HEK293

Òðàíñ ôåê öèÿ êîí ñò ðóê öèé, ñî äåð æà ùèõ ìè íè ãå íû
(äè êî ãî òè ïà (WT) è ìó òàí ò íûé (MUT)), â êëå òî÷ íóþ
ëè íèþ HEK293 ïðî âî äè ëè ñ èñ ïî ëü çî âà íè åì ðå à ãåí òà
Me ta fec te ne (Bi on tex, Ãåð ìà íèÿ) ñî ãëàñ íî ïðî òî êî ëó ïðî -
èç âî äè òå ëÿ. ×å ðåç 48 ÷à ñîâ èç êëå òîê âû äå ëÿ ëè òî òà ëü -
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íóþ ÐÍÊ ìå òî äîì ôå íîë-õëî ðî ôîð ì íîé ýê ñò ðàê öèè

ñ ãó à íè äèí-òè î öè à íàò íûì áó ôå ðîì. Ïî ëó ÷åí íóþ ÐÍÊ

îá ðà áà òû âà ëè ÄÍÊà çîéI (Ther mo Fis her Sci en ti fic, ÑØÀ). 

Ðå àê öèþ îá ðàò íîé òðàíñ êðèï öèè ïðî âî äè ëè ñ èñ ïî ëü çî -

âà íè åì Im P rom-II™Re ver se Tran s c rip ti on Sys tem (Pro me ga,

ÑØÀ). Äëÿ èñ ñëå äî âà íèÿ ïî ëó ÷åí íûõ èçî ôîðì ìè íè ãå -

íîâ ïðî âî äè ëè àì ëè ôè êà öèþ êÄÍÊ ñ ïëàç ìè äî-ñïå öè -

ôè÷ íû ìè ïðàé ìå ðà ìè: 

plF (5`-ACAAAGAGACCTACGTCGAGCA-3`), 

plR (5`-AGCTCGATCAGCACGGGCACGAT-3`).

Ïî ëó ÷åí íûå ÏÖÐ-ïðî äóê òû àíà ëè çè ðî âà ëè

ìåòîäîì àãà ðîç íî ãî ãåëü-ýëåê ò ðî ôî ðå çà. Êàæ äûé ïî -

ëó ÷åí íûé ïðî äóêò àì ï ëè ôè êà öèè áûë î÷è ùåí èç ãå ëÿ 

ïðè ïî ìî ùè Cle a nup Stan dard kit (Åâ ðî ãåí, Ðîñ ñèÿ) è

ñåê âå íè ðî âàí ïî Ñåí ãå ðó ñ èñ ïî ëü çî âà íè åì ïðàé ìå -

ðîâ plF è plR.

Ðå çó ëü òà òû

Ó ïà öè åí ò êè #À-45.03 ñ ÂÀ è íîð ìà ëü íûì êà ðè î òè -

ïîì ïðî âå äå íà ïîä òâåð æ äà þ ùàÿ ÄÍÊ äèà ãíî ñ òè êà ñî -

ãëàñ íî ðàç ðà áî òàí íî ìó ïðî òî êî ëó [3, 6]. Ïðî âå äåí íûé

ìå òî äîì MLPA ïî èñê õðî ìî ñîì íûõ àíî ìà ëèé íå âû ÿ -

âèë âà ðè à öèé ÷èñ ëà êî ïèé â ðå ãè î íå 11p13. Ïðè ñåê âå -

íè ðî âà íèè ïî Ñýí ãå ðó ýê çî íîâ è ôëàí êè ðó þ ùèõ èõ

ó÷à ñò êîâ èí ò ðî íîâ ãå íà PAX6 îá íà ðó æå íà îä íî íóê ëå î -

òèä íàÿ çà ìå íà â èí ò ðî íå 5 ãå íà PAX6

NG_008679.1(PAX6_v001):c.142-14C>G. Äðó ãèõ êàí äè -

äàò íûõ âà ðè àí òîâ íå íàé äå íî. Èí ò ðîí íûé âà ðè àíò íå

îïè ñàí ðà íåå, íå çà ðå ãè ñò ðè ðî âàí â áà çå äàí íûõ gno -

mAD è íå îá íà ðó æåí ó çäî ðî âûõ ðî äè òå ëåé. Ñî ãëàñ íî

êðè òå ðè ÿì ACMG, äàí íàÿ çà ìå íà èìå åò ñòà òóñ âà ðè àí òà 

ñ íå èç âå ñò íûì êëè íè ÷å ñêèì çíà ÷å íè åì. Òåì íå ìå íåå,

áèî èí ôîð ìà òè ÷å ñêèé àíà ëèç ñ èñ ïî ëü çî âà íè åì ïðî -

ãðàì ìíî ãî îáåñ ïå ÷å íèÿ Hu man Spli cing Fin der ïðåä ñêà -

çû âà åò èç ìå íå íèå ñïëàé ñèí ãà âñëåä ñò âèå àê òè âà öèè íî -

âî ãî êðèï òè ÷å ñêî ãî àê öåï òîð íî ãî ñàé òà ñïëàé ñèí ãà.

Äëÿ îïðå äå ëå íèÿ âëè ÿ íèÿ èñ ñëå äó å ìîé ìó òà öèè íà

ñïëàé ñèíã ïðå-ìÐÍÊ èñ ïî ëü çî âà íà ñè ñ òå ìà ýê ñ ï ðåñ ñèè

ìè íè ãå íà â ìî äå ëü íîé êëå òî÷ íîé ëè íèè. Äëÿ ñî çäà íèÿ

âåê òî ðîâ, ñî äåð æà ùèõ ìè íè ãå íû äè êî ãî òè ïà (WT) è

ñ ìó òà öèåé c.142-14C>G (MUT), ìû àì ï ëè ôè öè ðî âà ëè

ó÷à ñ òîê ãå íîì íîé ÄÍÊ ïðî áàí äà îò 5 äî 7 ýê çî íà ãå íà

PAX6 è êëî íè ðî âà ëè åãî â âåê òîð pSpl. Êàæ äàÿ èç äâóõ

ïî ëó ÷åí íûõ êîí ñò ðóê öèé áû ëà òðàíñ ôè öè ðî âà íà â êëå -

òî÷ íóþ ëè íèþ ýì á ðè î íà ëü íîé ïî÷ êè ÷å ëî âå êà

(HEK293). ×å ðåç 48 ÷à ñîâ èç îá ðà áî òàí íûõ êëå òîê âû äå -

ëÿ ëè òî òà ëü íóþ ÐÍÊ, äà ëåå ïðî âî äè ëè ðå àê öèþ îá ðàò -

íîé òðàíñ êðèï öèè. Ïî ëó ÷åí íóþ êÄÍÊ àì ï ëè ôè öè ðî âà -

ëè, èñ ïî ëü çóÿ ïëàç ìè äî-ñïå öè ôè ÷å ñêèå ïðàé ìå ðû. Â ðå -
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Ôóí ê öè î íà ëü íûé àíà ëèç îä íî íóê ëå î òèä íîé çà ìå íû NG_008679.1(PAX6_v001):c.142-14C>G. (À) (ñëå âà) Ñõå ìà êîí ñò ðóê öèè ñî äåð æà ùåé ìè -
íè ãåí ñ îáî çíà ÷å íè åì èñ ñëå äó å ìîé çà ìå íû è ïëàç ìè äîñ ïå öè ôè÷ íûõ ïðàé ìå ðîâ äëÿ àì ï ëè ôè êà öèè êÄÍÊ. Öèô ðà ìè îáî çíà ÷å íû íî ìå ðà ýê -
çî íîâ ìÐÍÊ PAX6 ïî NM_000280.4. Íè æå ïðè âå äå íû ñõå ìû ïî ëó ÷åí íûõ ÏÖÐ-ïðî äóê òîâ; (ñïðà âà) ýëåê ò ðî ôî ðåã ðàì ìà ïðî äóê òîâ àì ï ëè ôè êà -
öèè ñ ïðàé ìå ðà ìè plF è plR äëÿ êÄÍÊ èç êëå òîê, ýê ñ ï ðåñ ñè ðó þ ùèõ ìè íè ãåí äè êî ãî òè ïà (WT) è ìè íè ãåí ñ çà ìå íîé (MUT). (Á) ðå çó ëü òà òû ñåê -
âå íè ðî âà íèÿ ïî Ñýí ãå ðó ïî ëó ÷åí íûõ ÏÖÐ-ïðî äóê òîâ. (Â) (ñâåðõó) ïî çè öè îí íî-âå ñî âàÿ ìàò ðè öà (ÏÂÑ) ïî âñåì êà íî íè ÷å ñêèì àê öåï òîð íûì
ñàé òàì ñïëàé ñèí ãà ÷å ëî âå êà. Âû ñî òà êàæ äîé áóê âû ïðî ïîð öè î íà ëü íà ÷à ñ òî òå íà õîæ äå íèÿ ñî îò âåò ñò âó þ ùå ãî íóê ëå î òè äà â äàí íîì ïî ëî æå -
íèè [14]; (ñíè çó) âû ðàâ íè âà íèå ñàé òà ñïëàé ñèí ãà èí ò ðî íà 5 äè êî ãî òè ïà è êðèï òè ÷å ñêî ãî (âîç íèê øå ãî â ðå çó ëü òà òå èñ ñëå äó å ìîé çà ìå íû).
Êðàñ íûì âû äå ëå íî ìåñ òî çà ìå íû. (Ã) Ñõå ìà âîç ìîæ íî ãî ïà òî ãåí íî ãî âëè ÿ íèÿ èñ ñëå äó å ìîé çà ìå íû â ãå íå PAX6 ñ ïðè âëå ÷å íè åì ìå õà íèç ìà
íîí ñåíñ îïî ñðå äî âàí íîé äå ãðà äà öèè ìÐÍÊ (NMD). Ïî ÿñ íå íèÿ â òåê ñòå.



çó ëü òà òå áû ëî âû ÿâ ëå íî èç ìå íå íèå ýëåê ò ðî ôî ðå òè ÷å ñêîé 
ïî äâèæ íî ñ òè ÏÖÐ-ïðî äóê òà, ïî ëó ÷åí íî ãî äëÿ ìè íè ãå íà
ñ ìó òà öèåé, îò íî ñè òå ëü íî äè êî ãî òè ïà (ðèñ. À). Àíà ëèç
ïî ëó ÷åí íûõ ôðàã ìåí òîâ ïðÿ ìûì ñåê âå íè ðî âà íè åì ïî
Ñýí ãå ðó ïî êà çàë, ÷òî íà ëè ÷èå ìó òà öèè c.142-14C>G ïðè -
âî äèò ê ïå ðå êëþ ÷å íèþ àê öåï òîð íî ãî ñàé òà ñïëàé ñèí ãà
èí ò ðî íà 5, ÷òî ïðè âî äèò ê óä ëè íå íèþ ýê çî íà 6 íà 13 íóê -
ëå î òè äîâ (ðèñ. À, Á).

Îá ñóæ äå íèå

Ïðî öåññ âû ðå çà íèÿ èí ò ðî íîâ èç ïî ñëå äî âà òå ëü íî ñòè
ïðå-ìÐÍÊ íà ïðàâ ëÿ åò ñÿ ïî ñëå äî âà òå ëü íî ñòüþ ãå íîì íîé
ÄÍÊ íà ãðà íè öàõ ýê çî íîâ è èí ò ðî íîâ, ñî äåð æà ùèõ âû -
ñî êîêîí ñåð âà òèâ íûå êà íî íè ÷å ñêèå ïî ñëå äî âà òå ëü íî ñòè
äî íîð íî ãî è àê öåï òîð íî ãî ñàé òîâ ñïëàé ñèí ãà è òî÷ êè
âåò â ëå íèÿ. Ýòè ìî òè âû ñëó æàò äëÿ ñâÿ çû âà íèÿ ñ ðè áî -
íóê ëå îï ðî òå è íî âû ìè ôàê òî ðà ìè ñïëàé ñèí ãà, êî òî ðûå
âìå ñ òå ôîð ìè ðó þò ìàê ðî ìî ëå êó ëó ñïëàé ñî ñî ìû. Êðî ìå
ñà ìèõ êà íî íè ÷å ñêèõ ïî ñëå äî âà òå ëü íî ñòåé äëÿ ïðà âè ëü -
íî ãî èõ óç íà âà íèÿ è âû áî ðà â õî äå êîí ñòè òó òèâ íî ãî è
àëü òåð íà òèâ íî ãî ñïëàé ñèí ãà êðàé íå âàæ íû ìíî ãî ÷èñ -
ëåí íûå è ìå íåå ñè ëü íûå ñèã íà ëû — ìî òè âû ýí õàí ñå ðîâ
è ñàé ëåí ñå ðîâ ñïëàé ñèí ãà [10]. Äëÿ íîð ìà ëü íî ãî ïðî öåñ -
ñà ñïëàé ñèí ãà òàê æå íå îá õî äè ìà îïðå äå ëåí íàÿ, íå íà ðó -
øåí íàÿ âñëåä ñò âèå èí ò ðîí íûõ íóê ëå î òèä íûõ çà ìåí, âòî -
ðè÷ íàÿ ñòðóê òó ðà ÐÍÊ òðàíñ êðèï òà è äî ñòóï íîñòü êðè -
òè ÷å ñêè âàæ íûõ äëÿ ñâÿ çû âà íèÿ ñ êîì ïî íåí òà ìè ñïëàé -
ñî ñî ìû ìî òè âîâ [11]. Ìó òà öèè âáëè çè ýê çîí-èí ò ðîí íîé
ãðà íè öû è â áî ëåå ãëó áî êèõ èí ò ðîí íûõ èëè ýê çî ííûõ îá -
ëà ñ òÿõ ìî ãóò çíà ÷è òå ëü íî èç ìå íÿòü ðå ãó ëÿ öèþ ñïëàé ñèí -
ãà è ïðî öåñ ñèíã ïðå-ìÐÍÊ: ìî ãóò îñòà âà òü ñÿ óäåð æàí íû -
ìè èí ò ðî íû, íå óç íà âà òü ñÿ è íå âêëþ ÷à òü ñÿ ýê çî íû èëè
èç ìå íÿ òü ñÿ èõ äëè íà çà ñ÷åò èñ ïî ëü çî âà íèÿ êðèï òè ÷å -
ñêèõ ñàé òîâ ñïëàé ñèí ãà, íà ðó øàÿ ïàò òåðí ñïëàé ñèí ãà è
íîð ìà ëü íóþ ýê ñ ï ðåñ ñèþ ãå íà [12].

Â äàí íîé ðà áî òå ïðî âå äå íî ôóí ê öè î íà ëü íîå èñ ñëå äî -
âà íèå in vit ro ðà íåå íå îïè ñàí íîé îä íî íóê ëå î òèä íîé çà -
ìå íû NG_008679.1(PAX6_v001): c.142-14C>G ó ïà öè åí ò -
êè ñ ÂÀ. Â ðå çó ëü òà òå èñ ñëå äî âà íèÿ îïðå äå ëå íî, ÷òî äàí -
íàÿ çà ìå íà ïðè âî äèò ê âîç íèê íî âå íèþ êà íî íè ÷å ñêî ãî
äè íóê ëå î òè äà è íî âî ãî êðèï òè ÷å ñêî ãî àê öåï òîð íî ãî ñàé -
òà ñïëàé ñèí ãà èí ò ðî íà 5. Ïðè ýòîì äàí íûé ñàéò ñïëàé -
ñèí ãà îêà çû âà åò ñÿ áî ëåå ñè ëü íûì, ÷åì ñàéò äè êî ãî òè ïà,
÷òî ïðè âî äèò ê âêëþ ÷å íèþ äî ïîë íè òå ëü íûõ 13 íóê ëå î -
òè äîâ â ýê çîí 6 ãå íà PAX6 (ðèñ. Â).

Óä ëè íå íèå ýê çî íà 6 íà 13 íóê ëå î òè äîâ ïðè âî äèò
ê ñäâè ãó îò êðû òîé ðàì êè ñ÷è òû âà íèÿ
(NM_000280.4(PAX6_v001):c.141_142in sT TCCC CTAT G -
CAG, p.Val48Phef s Ter12) è âîç íèê íî âå íèþ ïðåæ äå âðå -
ìåí íî ãî ñòîï-êî äî íà. Äàí íûé ñòîï-êî äîí ëî êà ëè çó åò ñÿ
çà 293 íóê ëå î òè äà îò ãðà íè öû ýê çî íîâ 6/7. Ðà íåå ïî êà çà -
íî, ÷òî ñòîï-êî äîí, ðàñ ïî ëî æåí íûé áî ëåå ÷åì çà 50 íóê -
ëå î òè äîâ îò ïî ñëåä íåé ýê çîí-ýê çî ííîé ãðà íè öû, ðàñ ïî -
çíà åò ñÿ êàê ïðåæ äå âðå ìåí íûé è èíè öè è ðó åò íîí -
ñåíñ-îïî ñðå äî âàí íûé ìå õà íèçì äå ãðà äà öèè ìÐÍÊ

(NMD) [13]. Òà êèì îá ðà çîì, âà ðè àíò èí ò ðîí íîé ïî ñëå -
äî âà òå ëü íî ñòè NG_008679.1(PAX6_v001):c.142-14C>G
ïðî äó öè ðó åò íó ëå âîé àë ëåëü è âå äåò ê ãàï ëî íå äî ñòà òî÷ -
íî ñòè ãå íà PAX6 (ðèñ. Ã).

Ïîä òâåð æ äå íèå ïà òî ãåí íî ãî õà ðàê òå ðà è ïðè ÷èí íîé
ðî ëè îä íî ãî èç ãëó áî êèõ èí ò ðîí íûõ âà ðè àí òîâ ïî ñëå äî -
âà òå ëü íî ñòè ãå íà PAX6 â âîç íèê íî âå íèè ÂÀ ïîä ÷åð êè âà -
åò âàæ íîñòü ðàñ øè ðåí íî ãî ïî èñ êà ìó òà öèé â ãåíå PAX6

ó ïà öè åí òîâ. Ðå çó ëü òà òû èñ ñëå äî âà íèÿ ìó òà öèé â ãå íå
PAX6 â îá øèð íîé âû áîð êå ïà öè åí òîâ ñ ÂÀ èç Ðîñ ñèè
óêà çû âà þò íà íå äî îöåí êó äî ëè ìó òà öèé ñïëàé ñèí ãà
â ìè ðî âûõ áà çàõ äàí íûõ. Âû ÿâ ëå íèå ó ïà öè åí òîâ âà ðè àí -
òîâ èí ò ðîí íîé ïî ñëå äî âà òå ëü íî ñòè, âëèÿ þ ùèõ íà ñïëàé -
ñèíã, âñå ãäà òðå áó åò ôóí ê öè î íà ëü íî ãî ïîä òâåð æ äå íèÿ
ïà òî ãåí íî ãî ñòà òó ñà îá íà ðó æåí íî ãî âà ðè àí òà, êî òî ðîå
âñå åùå îñòà åò ñÿ ïðîá ëå ìîé èç-çà òðó äî åì êî ñòè è íå òðè -
âè à ëü íî ñòè ïðî öå äó ðû ôóí ê öè î íà ëü íî ãî àíà ëè çà in vit ro.

Èìåí íî ïî ý òî ìó ïî ïîë íå íèå áàç äàí íûõ î ïà òî ãåí íûõ
ìó òà öè ÿõ çà ñ÷åò âà ðè àí òîâ, ëî êà ëè çî âàí íûõ âíå êî äè ðó -
þ ùåé ïî ñëå äî âà òå ëü íî ñòè è êîí ñåí ñóñ íûõ äè íóê ëå î òè -
äîâ ñàé òîâ ñïëàé ñèí ãà, ïðî èñ õî äèò äî âî ëü íî ìåä ëåí íî è
íå îò ðà æà åò èñ òèí íîé ÷à ñ òî òû ìó òà öèé, íà ðó øà þ ùèõ
ñïëàé ñèíã.
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