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Муковисцидоз - гетерогенное, аутосомно-рецессивное заболевание, широко распростра-
ненное среди европеоидного населения. Заболевание обусловлено наличием мутаций в обе-
их копиях гена муковисцидозного трансмембранного регулятора проводимости (CFTR),
кодирующего одноименный белок, который представляет собой ионный канал, отвечаю-
щий за перенос хлорид-ионов из клетки. Утрата функции приводит к нарушению ионного
транспорта в эпителиальных клетках различных органов. Пациенты, с диагностирован-
ным заболеванием, страдают от таких симптомов как повышенная вязкость экзокринного
секрета, приводящая к цилиарной дисфункции, скоплению слизи и хронической эндоброн-
хиальной инфекции в легких [3]. На данный момент известно о более чем 2000 патогенных
вариантах данного гена, около 12% из которых являются вариантами, приводящими к на-
рушению сплайсинга [1].

Целью настоящей работы является исследование молекулярного механизма влияния
варианта c.3139+1G>T, на сплайсинг пре-мРНК гена CFTR.

На первом этапе работы на матрице геномной ДНК с помощью полимеразной цеп-
ной реакции был амплифицирован фрагмент длиной 800 пар нуклеотидов, содержащий
19 экзон с примыкающими участками интронов. Полученный фрагмент был клонирован
по Гибсону в плазмиду pSpl3-Flu2-TK-del. Успешность клонирования была подтверждена
секвенированием по Сэнгеру. Для проверки работоспособности, полученной конструкции,
была проведена трансфекция культуры эукариотических клеток HEK293 с последующим
выделением из культуры РНК и проведением реакции обратной транскрипции. На полу-
ченной таким образом матрице кДНК была поставлена ПЦР. В результате был получен
продукт длиной 151 п.н., что соответствует длине 19 экзона дикого типа. В результате бы-
ла получена генетическая конструкция, корректно экспрессирующая 19 экзон гена CFTR.

На втором этапе данной работы исследуемый вариант c.3139+1G>T был введён в полу-
ченную ранее конструкцию с помощью сайт-направленного мутагенеза. Для оценки влия-
ния данного варианта на сплайсинг, была проведена трансфекция культуры эукариотеч-
ских клеток HEK293 минигеном, несущим вариант. Из данной культуры была выделена
РНК, с последующим получением кДНК путем обратной транскрипции. На полученной
кДНК была поставлена ПЦР. В результате, было показано, что вариант c.3139+1G>T,
приводит к полному пропуску 19 экзона.

Таким образом в результате данной работы было показано, что исследуемый вариант
приводит к сдвигу рамки считывания и появлению преждевременного стоп-кодона в по-
зиции 1009. Такое укорочение белка CFTR приводит к потере нуклеотид-связывающего
домена (NBD-2), участвующего в процессе открытия ионного канала, в связи с чем, белок
утрачивает свою функцию [2].
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