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Аннотация
Роль генетических вариантов, потенциально нарушающих сплайсинг, в развитии наследственных заболе-

ваний пока недооценена. Функциональная оценка таких вариантов в системах in vitro является актуальной зада-
чей для постановки правильного диагноза. Представлены первые результаты in vitro анализа функциональных 
эффектов новых вариантов гена SLC26A4, ассоциированных с потерей слуха, с использованием генетических 
конструкций-минигенов.

Abstract 
The role of genetic variants that potentially disrupt splicing in the development of hereditary diseases is still underestimated. 

Functional assessment of such variants in in vitro systems is an important task for establishing a correct diagnosis. The first results of in 
vitro analysis of the functional effects of new variants in the SLC26A4 gene associated with hearing loss using minigene splicing assay 
are presented in this study.

С развитием новейших методов секвенирования генома стремительно возрастает объем информации о воз-
можных ассоциациях различных вариантов генов с моногенными заболеваниями. В связи с этим интерпретация 
обнаруженных вариантов в контексте их потенциальной роли в этиологии наследственных заболеваний и экспе-
риментальная верификация их патогенного статуса является актуальной задачей для молекулярной диагности-
ки. В настоящее время известно, что доля вариантов, негативно влияющих на нормальный процесс сплайсинга, 
составляет не менее 15 % от числа всех патогенных вариантов, но, вероятно, их роль в возникновении наслед-
ственных заболеваний является недооцененной [1]. Оценки in silico возможного влияния варианта на сплайсинг, 
полученные с помощью различных компьютерных предсказательных программ, часто противоречивы и недоста-
точны для клинических и диагностических целей. В связи с этим для подтверждения предсказанного функцио-
нального эффекта анализируемых вариантов необходимо проводить экспериментальные исследования in vitro. 
Одним из наиболее эффективных подходов к in vitro оценке функциональных эффектов вариантов, потенциально 
влияющих на процесс сплайсинга, является экспериментальный метод с использованием минигенов (minigene 
splicing assay). Суть этого метода заключается в том, что амплифицированный фрагмент анализируемого гена (эк-
зон/экзоны вместе с фрагментами, фланкирующими их интронов) клонируется в специальную экспрессирующую 
плазмиду. Миниген-конструкция трансфецируется в клетки, где с нее экспрессируется мРНК, и анализ сплай-
синга проводится методом ПЦР с обратной транскрипцией. Сравнение продуктов ПЦР (размер и нуклеотидная 
последовательность), полученных с использованием минигенов, содержащих фрагменты с диким типом или ана-
лизируемым вариантом, позволяет сделать вывод о его эффекте на процесс сплайсинга. Этот подход особенно 
эффективен при невозможности анализа РНК, выделенной из соответствующей ткани пациента, ввиду частой 
недоступности такого биологического материала. 

Потеря слуха, вызываемая генетическими и средовыми причинами, является актуальной медико-социаль-
ной проблемой, поскольку затрагивает более 5 % населения мира и существенно снижает качество жизни боль-
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ных. Несиндромальная наследственная глухота, являясь моногенным заболеванием, характеризуется уникальной 
генетической гетерогенностью: патогенные варианты множества генов (идентифицировано не менее 140 «ге-
нов глухоты») приводят к различным типам потери слуха. Патогенные варианты в гене SLC26A4 (solute carrier 
family 26, member 4, 7q22.3, OMIM 605646) являются одной из наиболее значимых причин возникновения глухо-
ты во многих популяциях мира. 

Ген SLC26A4 (21 экзон), кодирующий трансмембранный транспортный белок пендрин (pendrin), экс-
прессируется в тканях внутреннего уха, щитовидной железы и почек. Во внутреннем ухе пендрин участвует 
в транспорте анионов, поддерживая ионный гомеостаз эндолимфы. Нарушение структуры и функций пендрина 
вследствие мутационных изменений в гене SLC26A4 может приводить к частичной или полной потере слуха. Из-
вестно несколько сотен патогенных вариантов гена SLC26A4, ассоциированных с потерей слуха, среди которых 
существенную долю (не менее 25 %) составляют варианты (интронные и экзонные), по-видимому, приводящие 
к нарушению процесса сплайсинга. Но потенциальный повреждающий эффект на сплайсинг для многих из них 
был оценен только с помощью компьютерных предсказательных программ, а экспериментальные исследования 
таких вариантов все еще немногочисленны. 

Целью данной работы является изучение потенциальных эффектов на сплайсинг вариантов гена SLC26A4, 
которые впервые были обнаружены в ходе исследований генетических форм потери слуха у коренного населения 
Республик Тыва и Алтай (Южная Сибирь) [2, 3]. В работе будут представлены первые результаты по созданию мо-
дельных систем in vitro с использованием генетических конструкций-минигенов для исследования функциональ-
ных эффектов ряда глубокоинтронных вариантов, локализованных вне канонических сайтов сплайсинга, а также 
варианта c.1545T>G, локализованного на экзон-интронной границе (1-я нуклеотидная позиция экзона 14), то есть 
в потенциально «чувствительной» для «правильного» сплайсинга позиции. В случае подтверждения патогенного 
статуса анализируемых SLC26A4-вариантов, они могут быть включены в тестовые панели для молекулярной ди-
агностики наследуемых форм потери слуха. 
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