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Обоснование

Кардиомиопатии (КМП) — группа болезней миокар-

да, характеризуемая структурными и функциональными 

изменениями сердечной мышечной ткани. Согласно со-

временной классификации, выделяют первичные, раз-

вивающиеся вследствие повреждения миокарда, и вто-

ричные, развивающиеся вследствие генерализованных 

системных заболеваний и сопровождающиеся повреж-

дением миокарда кардиомиопатии. Эти категории раз-

биваются на группы в зависимости от этиологии забо-

левания  [1].

К первичным относятся генетические, приобретен-

ные и смешанные кардиомиопатии. Генетические КМП 

обусловлены мутациями генов, кодирующих различные 

белки, участвующие в формировании и функциониро-

вании миокарда. Генетические КМП подразделяют на 

гипертрофическую кардиомиопатию (ГКМП); аритмо-

генную кардиомиопатию, или дисплазию правого же-

лудочка (АКМП); некомпактный миокард левого желу-

дочка (НМЛЖ); PRKAG2- и LAMP2-зависимые болезни 

накопления гликогена и ионные каналопатии1. Приобре-
тенные (ненаследственные) КМП, причинами развития ко-

торых являются негенетические факторы, подразделяют 

на воспалительную (миокардиты), стрессовую (такоцубо) 

КМП; КМП беременных; КМП, обусловленную тахикар-

дией, а также КМП детей, рожденных от матерей с сахар-

ным диабетом I типа [3]. Среди смешанных форм выделя-

ют дилатационную (ДКМП) и рестриктивную (РКМП) 

кардиомиопатии, которые могут быть обусловлены как 

генетическими дефектами, так и развиваться вследствие 

влияния различных (средовых) факторов. 

Ко вторичным КМП относятся инфильтративные 

(амилоидоз, болезнь Гоше, мукополисахаридоз), ток-

сические (лекарственная, химическая, радиационная), 

эндокринные (сахарный диабет, гипертироидизм, ги-

потироидизм, гиперпаратироидизм, феохромоцитома, 

          1 Позднее ионные каналопатии было предложено вывести из 

номенклатуры КМП в связи с тем, что мутации генов, отве-

чающих за ионные каналопатии, не всегда приводят к морфо-

функциональному фенотипу КМП [2].
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акромегалия), воспалительные (саркоидоз), эндомиокар-

диальные (эндомиокардиальный фиброз) кардиомиопа-

тии, а также кардиомиопатии при болезнях накопления 

(гемохроматоз, болезнь Фабри, болезнь Паркинсона, 

болезнь Ниманна−Пика), нервно-мышечных болезнях, 

аутоиммунных заболеваниях и болезнях соединительной 

ткани, синдромах Нунан и Леопард, дефиците питатель-

ных веществ и др. [3]. 

Характерным осложнением кардиомиопатий является 

сердечная недостаточность: на это заболевание (в част-

ности, ГКМП и АКМП) приходится значительная доля 

внезапных сердечных смертей спортсменов и молодых 

людей в возрасте до 35 лет, что диктует необходимость 

проведения скрининга на предмет выявления патологи-

ческого состояния [4]. Отметим, что гипертрофическая 

кардиомиопатия занимает ведущее место в структуре 

генетически обусловленных заболеваний сердечно-со-

судистой системы. По средним оценкам, частота встре-

чаемости ГКМП составляет 1 случай на 500 человек [5]. 

За последние десятилетия достигнуты значитель-

ные успехи в изучении генетических механизмов, обу-

словливающих патогенез повреждения миокарда, что 

способствовало открытию множества генов, ассоцииро-

ванных с наследственными формами КМП, пересмотру 

существовавшей номенклатуры и появлению новой си-

стемы классификации КМП. Загадочная болезнь мио-

карда перестала считаться идиопатической, ее все чаще 

стали называть болезнью саркомера [6], наследуемой 

в большинстве случаев в соответствии с аутосомно-доми-

нантным механизмом и обладающей варьирующей экс-

прессивностью и неполной пенетрантностью [7]. Однако 

существенное увеличение количества генов-кандидатов, 

значительная аллельная гетерогенность, характерная для 

всех типов КМП, требовали последовательного анали-

за всех кодирующих областей этих генов, который при 

использовании традиционных технологий двунаправ-

ленного секвенирования представлял собой достаточно 

длительный и дорогостоящий процесс. При этом ни ре-

зультаты функциональной диагностики, ни установлен-

ные ранее ассоциации между генотипом и фенотипом не 

позволяли ощутимо сократить количество исследуемых 

генов ввиду существенного генетического и фенотипиче-

ского перекрытия между различными типами КМП, что 

приводило к дополнительным сложностям как на этапе 

генетического тестирования, так и при интерпретации 

полученных результатов [8].

Технология секвенирования нового поколения 

(next-generation sequencing, NGS), активно использу-

емая с 2012 г. в молекулярно-генетических исследо-

ваниях, имеющих клиническую направленность, по-

зволила устранить указанные недостатки и обеспечила 

возможность одновременного анализа протяженных 

таргетных областей генома человека. Однако высоко-

производительное исследование огромных участков ге-

нома привело к увеличению вероятности обнаружения 

вариантов неясной клинической значимости, требую-

щих проведения тщательного биоинформатического 

анализа [9].

Согласно практическим рекомендациям и заключе-

ниям экспертных кардиологических сообществ, ведение 

пациентов с наследственными КМП включает генетиче-

ское тестирование, изучение семейной (не менее трех по-

колений) истории, а также клинический и генетический 

скрининг членов семьи пробанда, в т.ч. медико-генетиче-

ское консультирование [10]. Генетическое тестирование 

группы риска в отягощенных семьях способствует ис-

ключению болезни у одних родственников и выявлению 

патогенных генетических вариантов у других, что снижает 
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риск заболеваемости и смертности посредством регу-

лярного клинического мониторинга, назначения соот-

ветствующей терапии, а также сведению к минимуму по-

вторных случаев возникновения болезни в отягощенных 

семьях посредством пренатальной и преимплатационной 

диагностики.

Ввиду существенного генетического разнообразия 

наследственных КМП спектр патогенных вариантов, 

выявляемых в большинстве популяций, охарактери-

зован недостаточно полно, даже в генах с очевидной 

клинической значимостью. В статье представлена стра-

тегия использования массового параллельного сек-

венирования для анализа панели генов-кандидатов, 

ответственных за развитие этой группы болезней. Опи-

сано применение метода массового параллельного сек-

венирования для изучения таргетных областей генома, 

доказавших связь с развитием генетически обусловлен-

ных форм болезней сердца и сосудов, известных к на-

стоящему времени. 

Цель исследования — выявление генетической эти-

ологии развития наследственных КМП среди детского 

населения России, а также описание полученных фе-

ногенотипических корреляций на основе биоинфор-

матического анализа и изучения частоты и спектра 

различных патогенных вариантов исследованных генов 

с использованием технологии массового параллельного 

секвенирования.

Методы

Дизайн исследования
Сравнительное клиническое наблюдение. Исследо-

вание носило одномоментный моноцентровой характер.

Критерии соответствия
Критерии включения 

Лица в возрасте до 18 лет, у которых на основании 

физикального осмотра, а также данных лабораторных 

и инструментальных методов исследований диагностиро-

вана кардиомиопатия. 

Критерии исключения 
Лица старше 18 лет; лица, имеющие клинические при-

знаки синдромальных заболеваний (в т.ч. множественные 

стигмы дизэмбриогенеза), сопутствующую сердечно-со-

судистую патологию (врожденные пороки сердца, арте-

риальную гипертензию).

Диагностическим критерием дилатационного фе-

нотипа кардиомиопатии являлась систолическая дис-

функция, проявляемая снижением фракции выброса 

левого желудочка (ЛЖ) <0,45 (Z-score >2SD) и/или 

фракции укорочения <25% (Z-score >2SD), при ис-

ключении врожденных пороков сердца, приводящих 

к развитию вторичной КМП (клапанные пороки сердца, 

заболевания коронарных артерий), артериальной гипер-

тензии и воспалительных заболеваний миокарда. Конеч-

но-диастолический размер ЛЖ >117% прогнозируемого 

значения с поправкой на возраст и площадь поверхности 

тела [11]. 

Диагностическим критерием гипертрофического фе-

нотипа кардиомиопатии у детей являлось утолщение 

стенки ЛЖ при эхокардиографии более чем на 2 стандарт-

ных отклонения от предполагаемого среднего значения 

(Z-score >2SD); кроме того, у детей старшего возраста 

в качестве дополнительного критерия было добавлено 

увеличение толщины стенки ЛЖ >15 мм в одном или 

нескольких сегментах миокарда ЛЖ, которое не может 

быть объяснено нагрузкой давлением, в соответствии 

с рекомендациями Европейского общества кардиологов 

(European Society of Cardiology, ESC) 2014 г. [12]. 

Диагностическими критериями НМЛЖ являлись со-

отношение некомпактного слоя миокарда к компактному 

слою более 2 (двухслойная структура миокарда выявляет-

ся из парастернальной позиции по короткой оси); отсут-

ствие других сопутствующих аномалий сердца; наличие 

многочисленных, чрезмерно выступающих в полость ле-

вого желудочка трабекул с глубокими межтрабекулярны-

ми пространствами; сообщающиеся с полостью левого 

желудочка межтрабекулярные пространства, выявляемые 

с помощью цветного допплеровского картирования [13]. 

Для отбора пациентов с НМЛЖ по данным магнитно-

резонансной томографии использовались схожие диа-

гностические критерии: наличие двух слоев миокарда — 

компактного и некомпактного, истончение компактного 

слоя миокарда, соотношение некомпактного слоя и ком-

пактного более 2 [14]. 

Для отбора пациентов с РКМП использовались сле-

дующие эхокардиографические критерии: выраженная 

дилатация предсердий на фоне уменьшения полости 

пораженного желудочка, рестриктивный тип диасто-

лической дисфункции (укорочение времени изоволю-

мического расслабления, увеличение пика раннего на-

полнения, уменьшение пика позднего предсердного 

наполнения желудочков, увеличение отношения ран-

него наполнения к позднему) при ненарушенной си-

столической функции, функциональная митральная и/

или трикуспидальная регургитация, признаки легочной 

гипертензии [15]. 

Семейные формы исследовались при наличии в семье 

двух или более родственников с установленным клини-

ческим диагнозом либо при наличии достоверной ин-

формации хотя бы об одном случае внезапной сердечной 

смерти в возрасте ранее 35 лет [11].

Условия проведения
Все дети были отобраны среди пациентов, наблю-

давшихся в кардиологическом отделении и отделении 

восстановительного лечения детей с болезнями сердеч-

но-сосудистой системы Национального медицинского 

исследовательского центра здоровья детей Минздрава 

России, и направлены на диагностику в лабораторию 

молекулярной генетики и клеточной биологии Центра.

Продолжительность исследования
Исследование проводилось с марта 2016 по апрель 

2017 г.

Описание медицинского вмешательства
Всем пациентам был осуществлен забор 1–2 мл цель-

ной венозной крови в пробирку-вакутейнер с антикоагу-

лянтом ЭДТА2. 

Исходы исследования
Основной исход исследования 

Конечные точки в нашем исследовании — это реги-

страция генотипов в таргетных областях генома, нуклео-

тидные замены в которых приводят к развитию генетиче-

ски обусловленных болезней сердца и сосудов. 

2 ЭДТА (от англ. ethylenediaminetetraacetic acid) — этилендиа-

минтетрауксусная кислота.
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Анализ в подгруппах
Группы сформированы на основании данных се-

мейного анамнеза, результатов физикального осмотра, 

инструментальных методов обследования (эхокардио-

графия, магнитно-резонансная томография, электрокар-

диография, холтеровское мониторирование ЭКГ). Все 

пациенты были разделены на четыре группы по фенотипу 

заболевания: ДКМП, ГКМП, НМЛЖ, РКМП.

Методы регистрации исходов 
Всем пациентам осуществлялось выделение геном-

ной ДНК с помощью набора реактивов DNA Blood Mini 

Kit (QIAGEN, Германия) на автоматической станции 

QIAQUBE (QIAGEN, Германия). Качество и количество 

выделенной геномной ДНК исследовалось при помо-

щи флуориметра нового поколения Qubit 3.0 (Invitrogen, 

США). Геномная ДНК, соответствующая всем необхо-

димым требованиям, была отправлена на молекулярно-

генетическую диагностику методом массового параллель-

ного секвенирования, подразумевающим мультиплексное 

исследование таргетных областей 404 генов, мутации 

в которых приводят к развитию максимального количе-

ства известных к настоящему времени наследственных 

болезней сердца и сосудов. Под таргетными областями 

подразумевались все промоторные, кодирующие и приле-

гающие интронные области этих генов. Таргетные обла-

сти, включающие 2 145 839 пар нуклеотидов (п.н.), были 

обогащены со средним покрытием 291X. Длина среднего 

прочтения одного фрагмента составила 181 п.н. Про-

боподготовка и массовое параллельное секвенирование 

осуществлялось на оборудовании Ion S5 (Thermo Fisher 

Scientific, США) в соответствии с протоколами и реко-

мендациями производителя. Все найденные минорные 

варианты исследованных генов с частотой встречаемости 

менее 0,5% по информационным базам dbSNP (Short 

Genetic Variations database) и ExAC (Exome Aggregation 

Consortium3), в том числе новые нуклеотидные замены, не 

описанные ранее, были подвергнуты биоинформатиче-

скому анализу с использованием программ Alamut Batch 

и Alamut Focus (Interactive Biosoftware, Франция) на пред-

мет возможной патогенности и валидированы при помо-

щи метода двунаправленного секвенирования по Сэнге-

ру. Не описанные ранее мутации, патогенность которых 

была подтверждена путем биоинформатического анализа, 

были подвергнуты семейному анализу. Для проведения 

секвенирования по Сэнгеру вся исходная геномная ДНК 

подвергалась амплификации при помощи олигонукле-

отидов, подобранных в программе Beacon Designer 8.10. 

Проверка специфичности пар праймеров проводилась 

с помощью программы Primer-BLAST (National Center 

for Biotechnological Information, NCBI, США). Продук-

ты амплификации секвенировались при помощи набора 

реактивов BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit 

(Thermo Fisher Scientific, США) в соответствии с протоко-

лами и рекомендациями производителя на оборудовании 

ABI 3500 (Thermo Fisher Scientific, США).

Этическая экспертиза
Результаты получены в ходе выполнения научно-ис-

следовательской работы «Новые высокотехнологичные 

методы диагностики и лечения болезней сердца и сосудов 

у детей». Тема утверждена на совместном заседании Уче-

ного совета и ЛНЭК ФГАУ ФБГУ «НЦЗД» (в настоящее 

3 Exome Aggregation Consortium (ExAC) — международный 

консорциум специалистов, исследующих данные секвениро-

вания экзомов.

время ФГАУ «НМИЦ здоровья детей ») Минздрава Рос-

сии, протокол № 9 от 22.11.2010 г.

Родители или законные представители пациентов, 

включенных в исследование, подписывали информиро-

ванное согласие на проведение данного генетического ис-

следования, а также на обработку персональных данных 

и внесение их в регистр.

Статистический анализ
Пациенты были охарактеризованы по полу, возрасту, 

семейному анамнезу и наличию патогенных вариантов. 

Для статистического анализа категориальных дан-

ных использовался пакет R, версия 3.3.0 (R Foundation, 

США). Анализ проводился с помощью метода логистиче-

ской регрессии. Ассоциации оценивались на основе логи-

стической модели распределения с учетом доминантной 

модели наследования. Достоверным считался уровень 

значимости p<0,05.

Результаты

Объекты (участники) исследования
В исследование были включены 103 ребенка: 

59 (57,3%) мальчиков и 44 (42,7%) девочки в возрас-

те от 3 мес до 17 лет 9 мес на момент обследования. 

Пациенты с фенотипом ДКМП составили 47 (45,6%) 

человек, с ГКМП — 33 (32,0%), с признаками НМЛЖ — 

28 (27,2%), с нарушениями ритма сердца — 18 (17,5%), 

с РКМП — 4 (3,9%). У 27 (26,2%) детей перекрывались 

различные фенотипы. У 43 (41,7%) пациентов КМП но-

сила семейный характер, у 60 (58,3%) — спорадический.

Основные результаты исследования
В общей сложности мы идентифицировали 176 258 

минорных вариантов у 103 пациентов в исследуемых 

целевых регионах генома. У каждого пациента в среднем 

было выявлено 1711 нуклеотидных замен, отличающихся 

от референсной последовательности. 

Для получения информации о значимости каждого 

найденного варианта мы выполнили поэтапный подход 

к фильтрации этих вариантов, исключив все известные 

варианты с частотой встречаемости в европейской по-

пуляции более 0,5%, согласно базе данных ExAC. Это 

позволило значительно сократить общее количество ана-

лизируемых нуклеотидных замен до 807 вариантов, рас-

положенных в 251 гене. Однако следует отметить, что 

отсекание редких вариантов генома с частотой встречае-

мости более 0,5% не исключает возможности появления 

патогенных вариантов, связанных с эффектом основателя 

в популяциях с плохо изученной генетической архитекту-

рой той или иной наследственной болезни (в частности, 

КМП).

По результатам проведенного исследования, наи-

большее количество вариантов c частотой встречаемости 

менее 0,5% было обнаружено в гене TTN, что связано 

с тем, что ген кодирует самый крупный белок челове-

ка [16], а его кодирующие области составляют около 

10% длины всей изученной нами таргетной последова-

тельности нуклеотидов. При сопоставлении количества 

найденных вариантов с размером каждого гена было 

обнаружено довольно равномерное распределение, ис-

ключающее существование частых мутаций в изученных 

генах.

Следующий этап анализа полученных нами дан-

ных включал аннотацию 807 редких минорных аллелей 

с использованием международных баз данных HGMD 
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(Human Gene Mutation Database) и ClinVar (Clinical 

Variation database), что позволило обнаружить 93 описан-

ных ранее мутации у 71 (68,9%) пациента. 

На рис. 1 представлены наиболее частые синдро-

мальные и несиндромальные формы КМП и нарушения 

ритма сердца, соответствующие обнаруженным патоген-

ным вариантам, описанным ранее в базах данных HGMD 

и ClinVar. Наибольшее число описанных ранее мутаций 

приходится на ГКМП (у 25; 26,9%), ДКМП (у 17; 18,3%) 

и нарушения ритма сердца (у 15; 16,1%). Кроме того, вы-

явлено 16 (17,2%) мутаций (на рис. 1 обозначены розовым 

цветом — «другие»), ассоциированных с фенотипом вто-

ричных КМП, проявляющимся лишь в случае поражения 

обеих хромосом. Лишь у 6 пациентов из обследованной 

когорты детей были выявлены такие мутации в гетеро-

зиготном состоянии и не выявлены при этом мутации, 

описанные для различных КМП с доминантным типом 

наследования.

Для вычисления вероятно патогенных вариантов мы 

выбрали все выявленные несинонимичные нуклеотидные 

замены, исключив описанные ранее как непатогенные, 

и при помощи биоинформатического программного обе-

спечения (SIFT, PolyPhen, MutationTast, MetaLR4) опре-

делили патогенность каждой из оставшихся на основании 

ее патогенности хотя бы в трех биоинформатических 

модулях из четырех использованных. В результате прове-

денного анализа 77 нуклеотидных замен, 75 из которых — 

миссенс-варианты (табл. 1), одна гемизиготная делеция 

c.889_891del, p.K297del в гене LAMP2 и одна гетерозигот-

ная делеция c.741_776del, p.E248_S259del в гене RAF1, не 

приводящие к сдвигу рамки считывания, были отобраны 

нами у 59 (57,3%) пациентов и классифицированы как 

вероятно патогенные. Чтобы выяснить, действительно 

ли эти варианты могут являться мутациями, мы дополни-

тельно вычислили процент синглтонов, т.е. уникальных 

вариантов, не описанных ранее ни в одной из инфор-

4 SIFT, PolyPhen, MutationTast, MetaLR — программы для анали-

за клинической значимости выявленных геномных вариантов.

мационных баз. Этот показатель составил 48/77 (62,3%) 

вариантов, что подчеркнуло строгость выбранного клас-

сификационного подхода.

Среди оставшихся вариантов, не аннотированных 

ранее в международных базах данных по мутациям 

и отличающихся от референсной последовательности 

изученных генов, в первую очередь был выполнен по-

иск высоковероятно патогенных вариантов. Суммарное 

количество таких вариантов, сдвигающих рамки счи-

тывания, приводящих к преждевременной терминации 

трансляции и изменяющих сайты сплайсинга, составило 

29 (у 28 обследованных пациентов; 27,2%). В частно-

сти, были выявлены 6 различных неописанных делеций 

и 2 вставки, сдвигающие рамки считывания. Нам так-

же удалось обнаружить 9 различных вариантов сайтов 

сплайсинга и 12 различных нонсенс-вариантов (табл. 2).

Наибольшее суммарное количество высоковероятно 

патогенных и вероятно патогенных вариантов было об-

наружено в гене MYH7, что, по всей видимости, связано 

с тем, что именно в этом гене встречается наибольшее 

количество описанных мутаций, являющихся причинами 

генетически обусловленных КМП, приведенных в базе 

данных HGMD. Существенный процент неописанных 

ранее вариантов может указывать на высокую полиморф-

ность генетических основ развития наследственных КМП 

и на их слабую изученность среди популяций, населяю-

щих территорию современной России.

Просуммировав патогенные, высоковероятно пато-

генные и вероятно патогенные варианты, мы получили 

199 нуклеотидных замен, выявленных в описываемой 

когорте обследованных пациентов в ходе проведенного 

нами исследования и последующего анализа данных, 

и распределили их по генам (рис. 2).

Из представленных данных следует, что около 40% 

обнаруженных вариантов приходится на гены MYH7, 

MYBPC3, TTN, MYH6, SCN5A, DSC2 и TPM1, что в целом 

коррелирует с результатами крупномасштабных много-

центровых исследований генетически обусловленных 

КМП, проведенных за рубежом [17, 18].

Рис. 1. Распределение выявленных патогенных вариантов исследованных генов, аннотированных в международных базах данных 

HGMD и ClinVar

Примечание. ГКМП — гипертрофическая кардиомиопатия, ДКМП — дилатационная кардиомиопатия, АКМП — аритмогенная кар-

диомиопатия, НМЛЖ — некомпактный миокард левого желудочка, НРС — нарушения ритма сердца, МТКМП — митохондриальная 

кардиомиопатия.
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Таблица 1. Биоинформатический анализ вероятно патогенных миссенс-вариантов, не аннотированных ранее в международных базах 

данных по мутациям

Варианты / частота встречаемости (количество пациентов) SIFT PolyPhen MutationTast MetaLR

ACTC1 c.477T>A, p.D159E - D D D

ACTC1 c.758G>T, p.G253V D D D D

ACTC1 c.1039A>G, p.I347V - D D D

ACTN2 c.440C>T, p.S147L / 0% D D D -

ACTN2 c.2082G>C, p.K694N / 6,00E–05 D D D -

ACTN2 c.1331A>G, p.H444R D D D D

AKAP9 c.11351G>A, p.R3784Q D D D -

AKAP9 c.11495G>A, p.R3832H D D D -

AKAP9 c.2581T>C, p.Y861H / 6,00E–04 D D D -

CAV1 c.358G>T, p.A120S D D D D

CTNNA3 c.2573T>C, p.L858S / 3,00E–04 D D D -

CTNNA3 c.416C>A, p.A139E D D D -

DMD c.3326A>T, p.N1109I / 4,00Е–04 D D D -

DSC2 c.2497C>T, p.R833C / 0% D D D D

DSG2 c.1537G>A, p.V513M D D D D

DSG2 c.436C>T, p.R146C / 1,50E–05 D D D -

DSP c.1349C>T, p.P450L / 3,00E–05 D D D -

DTNA c.445A>G, p.R149G D D D D

EDN1 c.354G>C, p.K118N / 1,00E–04 D D D D

EMD c.188A>G, p.D63G – D D D

HCN4 c.2081A>T, p.E694V D D D D

JPH2 c.611T>G, p.L204R D D D D

KANSL1 c.2339A>G, p.D780G D D D -

KCNA5 c.497A>C, p.D166A / 4,00E–04 D D D D

KCNJ5 c.605T>C, p.F202S D D D D

LDB3 c.98C>T, p.T33I D D D -

LDB3 c.1834G>A, p.A612T D D D D

LMNA c.1375A>T, p.N459Y D D D D

MYBPC3 c.977G>A, p.R326Q / 7,80E–03 - - - -

MYBPC3 c.3197C>G, p.P1066R D D D D

MYH6 c.4010C>T, p.S1337L / 1,52E–05 D D D D

MYH6 c.4424A>G, p.E1475G / 0% D D D D

MYH6 c.2974G>A, p.A992T / 0% D - D D

MYH7 c.545C>T, p.A182V D D D D

MYH7 c.727C>A, p.R243S D D D D

MYH7 c.1205C>T, p.P402L D D D -

MYH7 c.2678C>A, p.A893E D - D D

MYH7 c.1628C>T, p.A543V D - D D

MYH7 c.2330G>A, p.R777K (2) D - D D

MYH7 c.2372A>C, p.Q791P - D D D

MYH7 c.2512C>T, p.P838S D D D D

MYH7 c.2647G>A, p.E883K D D D D

MYH7 c.2689A>C, p.N897H / 1,50E–05 D D D D

MYH7 c.2890G>C, p.V964K / 6,00E–04 D D D D

MYH7 c.3926C>T, p.T1309I D - D D

MYH7 c.481G>A, p.A161T / 0% D - D D

MYH7 c.4894G>A, p.A1632T / 1,50E–05 D - D D

MYL2 c.120G>C, p.R40S D D D -
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Варианты / частота встречаемости (количество пациентов) SIFT PolyPhen MutationTast MetaLR

MYL2 c.206T>C, p.M69T (2) D D D D

MYLK c.3610C>T, p.R1204W / 3,00E–04 D D D -

MYPN c.1995G>T, p.Q665H (2) D D D -

MYPN c.2863C>T, p.R955W / 7,00E–04 (2) D D D -

MYPN c.802C>T, p.P268S / 1,00E–04 (3) D D D D

NEXN c.1255G>C, p.E419Q D D D D

PSEN2 c.1163C>T, p.T388M / 6,02E-05 (3) D D D D

RBM20 c.325G>A, p.A109T D D D D

RBM20 c.613C>A, p.Q205K / 1,00E–04 D D - D

RBM20 c.1958C>T, p.T653I / 5,00E–05 D D D -

SCN5A c.3265C>T, p.P1089S - D D D

SYNE2 c.17583G>T, p.W5861C / 1,50E–05 D D D -

SYNE2 c.2936A>T, p.H979L D D D -

TCAP c.337C>T, p.L113F / 2,00E–04 D D D D

TGFBR1 c.856T>C, p.Y286H / 3,00E–05 D D D -

TMPO c.974T>A, p.I325K D D D -

TNNC1 c.184G>A, p.D62N - D D D

TPM1 c.218T>A, p.L73Q D D D D

TPM1 c.398G>A, p.R133Q D D D -

TPM1 c.4G>A, p.D2N D D D D

TTN c.42296A>G, p.D14099G D D D -

TTN c.46591G>A p.G15531R / 3,00E–05 D D D D

TTN c.49964C>T, p.P16655L D D D D

TTN c.53498A>G, p.Y17833C (3) D D D D

TTN c.80263T>C, p.F26755L / 2,00E–04 D D D -

TTN c.85846C>T, p.R28616W - D D D

VCL c.2544C>A, p.D848E D D D D

Примечание. D (от англ. Disease-causing) — нуклеотидная замена, вызывающая заболевание. Жирным шрифтом выделены уникальные 

нуклеотидные замены, не описанные ранее ни в одной из информационных баз данных; для остальных вариантов приведена частота 

их встречаемости среди европейских популяций (по данным ExAC). Для тех нуклеотидных замен, которые встретились более одного 

раза, в скобках приведено количество пациентов, являющихся их носителями.

Таблица 1. Биоинформатический анализ вероятно патогенных миссенс-вариантов, не аннотированных ранее в международных базах 

данных по мутациям (Окончание)

Таблица 2. Высоковероятно патогенные варианты, не аннотированные ранее в международных базах данных по мутациям

Ген

Нуклеотидные и аминокислотные варианты

Приводящие к сдвигу рамки 
считывания

Оказывающие влияние
на сплайсинг

Вызывающие преждевременную 
терминацию трансляции

ALMS1 - - c.1063C>T, p.Q355X

ATP1A2 c.971del, p.G324Afs*3 - -

DSG2 - - c.1088C>A, p.S363X / 1,50Е–03

DSP c.5004dup, p.L1669Tfs*15 - c.4354A>T, p.R1452X

FHL1 c.4del, p.A2Rfs*28 - -

HCN4 - - c.2083G>T, p.E695X

LAMP2 c.893_923del, p.E298Afs*38 - c.733C>T, p.Q245X

MYBPC3 - c.2738–5C>A c.1855G>T, p.E619X

MYH7 - c.4353+3G>T / 7,00Е–03 c.3706G>T, p.E1236X

MYL3 - c.559+1G>A -

NEBL - - c.1255G>T, p.E419X / 5,15E–05

NEXN - c.298+1G>C -

PTPN11 - c.1611+4C>A / 1,50Е–03 -

PRKAG2 - c.1585–1G>A -
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Нежелательные явления
Нежелательных явлений не наблюдалось.

Обсуждение

Резюме основного результата исследования
Из общего числа идентифицированных минорных 

вариантов в таргетных областях генома у обследованных 

пациентов наибольшее число вариантов было обнаруже-

но в гене MYH7. Данные по распределению относитель-

ных частот выявленных вариантов исследованных генов 

в целом соответствовали результатам многоцентровых 

исследований, проведенных за рубежом среди пациентов 

с генетически обусловленными кардиомиопатиями.

Обсуждение основного результата исследования
Разработанный метод массового параллельного сек-

венирования таргетных областей 404 генов позволил по-

ставить лабораторные диагнозы 99 (96,1%) пациентам 

из 103 обследованных, в том числе с синдромальными 

Таблица 2. Высоковероятно патогенные варианты, не аннотированные ранее в международных базах данных по мутациям

(Окончание)

Ген

Нуклеотидные и аминокислотные варианты

Приводящие к сдвигу рамки 
считывания

Оказывающие влияние
на сплайсинг

Вызывающие преждевременную 
терминацию трансляции

SNTA1 - - c.79C>T, p.Arg27X

SOS1 c.940_943del, p.Q314Yfs*13 - -

TAZ c.208del, p.E70Sfs*31 - -

TBX20 c.831_832insTA, p.D278X - -

TPM1 - c.375–3C>T / 1,00E–04 -

TTN - c.36790+1G>A
c.48499C>T, p.R16167X

c.56572C>T, p.R18858X / 3,12E–05

VCL c.1713del, p.A573Hfs*8 c.2746–4A>G c.1708C>T, p.R570X / 0%

Примечание. Жирным шрифтом выделены уникальные варианты, не описанные ранее ни в одной из информационных баз данных; для 

остальных минорных аллелей приведена частота их встречаемости среди европейских популяций (по данным ExAC).

Рис. 2. Распределение 199 патогенных, высоковероятно патогенных и вероятно патогенных вариантов в исследованной когорте 

пациентов

и несиндромальными формами наследственных болезней 

сердца и сосудов, проявляющимися фенотипом КМП. 

У 2 пациентов с ГКМП были заподозрены синдромаль-

ные болезни, сопровождающиеся КМП, причиной разви-

тия которых могут являться протяженные делеции и/или 

вставки, которые не выявляются посредством проведения 

массового параллельного секвенирования. У двух других 

детей, один из которых с фенотипом РКМП, а другой — 

с фенотипом ДКМП, выявлены гетерозиготные минор-

ные варианты генов с неизвестной патогенностью, обна-

руженные так же во время проведения популяционных 

исследований, что не позволяет считать их причинными, 

несмотря на небольшую частоту встречаемости — <0,1% 

среди европейского населения.

Отметим, что ассоциации генотипа и фенотипа 57 об-

следованных нами детей совпадали с описанными ранее 

в международных базах, тогда как фенотип 8 пациентов 

не соответствовал описанному ранее фенотипу паци-

ентов, обладающих такими же мутациями. Это может 

объясняться тем, что для рассматриваемых заболева-

ний описаны мутации, приводящие к различным фе-

 АКТУАЛЬНЫЕ ВОПРОСЫ ГЕНЕТИКИ И МОЛЕКУЛЯРНОЙ МЕДИЦИНЫ
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нотипам, а также тем, что не все мутации, описанные 

в международных базах, являются истинно патогенными. 

Для проверки последнего предположения мы исключи-

ли варианты, выявленные ранее во время проведения 

общепопуляционных исследований, в результате чего 

не описанные при проведении общепопуляционных ис-

следований патогенные варианты были обнаружены у 30 

(31,3%) пациентов. При этом для 3 детей мы опровергли 

корреляции фенотипа и генотипа, обнаруженные ранее. 

Это сплайсинговые варианты c.1928-2A>G и c.2905+1G>A 

гена MYBPC3 и миссенс-мутация c.2146G>A, p.G716R 

гена MYH7, описанные ранее лишь у пациентов с ГКМП 

[19−21] и обнаруженные нами у детей с дилатационным 

фенотипом. Интересно, что среди всех описанных ранее 

мутаций лишь нонсенс-мутация c.3697C>T, p.Q1233X гена 

MYBPC3, ассоциированная с семейной формой ГКМП 

[22], встретилась дважды у детей с семейной формой 

ГКМП из неродственных семей; остальные мутации, 

описанные ранее, были выявлены нами в единственном 

числе.

Для поиска ассоциаций генов, а также типа и коли-

чества найденных мутаций с различными фенотипиче-

скими проявлениями и тяжестью клинической картины 

мы вычислили число мутаций, приходящееся на каждо-

го больного ребенка из когорты обследованных детей. 

Примечательно, что у 3 детей мы выявили 3 описанные 

мутации, у 1 ребенка — 4 описанные мутации, и еще у 1 — 

5 описанных мутаций в разных генах (табл. 3).

Это распределение наглядно иллюстрирует корре-

ляцию тяжести клинических проявлений в зависимо-

сти от числа выявленных генетических вариантов. Вви-

ду довольно высокой распространенности КМП семьи, 

имеющие более одной мутации, не являются редкими, 

и, как ожидается, их количество будет расти по мере 

совершенствования методов молекулярно-генетической 

диагностики.

При этом удалось отметить, что носительство еди-

ничных вариантов генов также способно вызывать тяже-

лейшую клиническую картину болезни. Так, варианты 

гена MYH7 c.2512C>T, p.P838S и c.2513C>T, p.P838L, 

расположенные в одном кодоне, явились причиной раз-

вития резистентных к проводимой терапии форм ДКМП 

и ГКМП соответственно и раннего летального исхода 

у обоих детей в возрасте до 2 лет. Первая мутация была 

описана ранее при тяжелых формах ГКМП и РКМП  

[23], тогда как вторая мутация не была описана ранее. Ее 

патогенность была подтверждена биоинформатическим 

путем и путем семейного анализа, доказавшего спон-

танность ее возникновения. Кроме того, у 4 пациентов 

удалось обнаружить компаундное носительство 8 гетеро-

зиготных мутаций в гене MYBPC3: c.3197C>G, p.P1066R 

и c.1928-2A>G; c.772G>A, p.E258K и c.3697C>T, p.Q1233X; 

c.1468G>A, p.G490R и c.3811C>T, p.R1271X; c.787G>A, 

p.G263R и c.2827C>T, p.R943X, из которых 7 аннотиро-

ваны в базе данных по мутациям HGMD. Все 4 случая 

КМП были семейными, поэтому обследование родителей 

помогло обнаружить причинные мутации, вызвавшие 

развитие болезни в соответствии с аутосомно-доминант-

ным механизмом наследования. Остальные минорные 

аллели, по всей видимости, вносят вклад в фенотип 

больных детей, усугубляя его, однако ГКМП и ДКМП 

сами по себе не вызывают. В семьях, демонстрирующих 

аутосомно-доминантное наследование, сегрегация мута-

ций необходима для исключения маркировки носителей 

недетерминированных вариантов генов как возможных 

пациентов, так и для обеспечения правильной интерпре-

тации результатов в случае пренатальной диагностики.

Среди всех обследованных пациентов у 4 детей были 

выявлены аутосомно-рецессивные формы болезни, под-

твержденные при помощи семейного анализа. У де-

вочки в возрасте 1 года 9 мес с фенотипом ДКМП, аф-

фективно-респираторными пароксизмами, нистагмом 

и атрофией диска зрительного нерва были выявлены 

2 мутации гена ALMS1: c.1063C>T, p.Q355X, не описан-

ная ранее, и c.4150dup, p.T1384Nfs*15, описанная при 

синдроме Альстрема. У мальчика (4 года 6 мес) с фено-

типом ГКМП, НМЛЖ, врожденным пороком сердца, 

нарушением ритма сердца и выраженной мышечной 

гипотонией были обнаружены 2 мутации гена TMEM70: 

c.317-2A>G и c.578_579del, p.T193Sfs*6, описанные ра-

нее у пациентов с недостаточностью митохондриаль-

ного комплекса V (АТФ-синтазной недостаточностью). 

У другого мальчика (3 года 7 мес) с фенотипом ДКМП 

и кардиофиброзом были обнаружены 2 не описанные 

ранее мутации гена DSP, приводящие к ДКМП с керато-

дермией: c.4354A>T, p.R1452X и c.5004dup, p.L1669Tfs*15. 

Особый интерес представляет также случай, описыва-

ющий мальчика (2 года 4 мес) с фенотипом ДКМП 

и гомозиготным сплайсинговым вариантом c.559+1G>A 

гена MYL3, для которого в базе данных OMIM (Online 

Mendelian Inheritance in Man) описано лишь аутосомно-

доминантное наследование. Данный минорный аллель, 

вызвавший сплайс-изменение обеих хромосом, не был 

описан до проведения этого исследования ни в одной из 

информационных баз. Такой вариант был унаследован 

от клинически здоровых родителей, состоящих в близко-

родственном браке, и способствовал развитию тяжелой 

картины ДКМП у ребенка [24].

Кроме того, обнаруженные варианты генов, вклю-

чая патогенные, высоковероятно патогенные и вероятно 

патогенные, выявленные в этом исследовании, были 

классифицированы в соответствии с функциональной 

Таблица 3. Распределение обследованных пациентов в зависимости от числа выявленных вариантов

Число
вариантов

Количество пациентов, чел. (%)

С описанными ранее патогенными
вариантами

С высоковероятно патогенными и вероятно
патогенными вариантами

0 32 (31,1) 16 (31,5)

1 44 (42,7) 64 (33,7)

2 22 (21,3) 17 (19,1)

3 3 (2,9) 5 (11,2)

4 1 (1) 1 (4,5)

5 1 (1) 0
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принадлежностью кодируемых ими продуктов различ-

ным компонентам кардиомиоцитов согласно информа-

ции, представленной на информационном ресурсе http://
www.genecards.org (рис. 3). С учетом этой классификации 

в группе генов, кодирующих саркомерные белки, вы-

явлено наибольшее число вариантов (37%); далее сле-

дуют группа генов, кодирующих белки, отвечающие за 

ионный обмен (13%); группа генов, кодирующих белки 

цитоскелета/z-диска (12%), и группа генов, кодирующих 

белки интеркалированного диска (7%). В группах генов, 

кодирующих ядерную оболочку и клеточную мембрану, 

было выявлено соответственно 2 и 1% вариантов иссле-

дованных генов. 

Для поиска возможных ассоциаций между найден-

ными вариантами и соответствующими клиническими 

проявлениями был проведен регрессионный анализ, 

выявивший значимые предикторы статуса ГКМП. По-

лученная достоверная ассоциация была обусловлена 

повышенным риском развития ГКМП у носителей ва-

риантов гена MYBPC3, имеющих OR 3,17 (1,36–11,72; 

p=0,009).

Ограничения исследования
Целевые участки генома, изученные у пациентов, не 

могут дать полной информации о генетических причинах 

развития кардиомиопатий. Для поиска новых генов, му-

тации в которых могут приводить к развитию различных 

форм генетически обусловленных сердечно-сосудистых 

заболеваний, может быть рекомендовано полноэкзомное 

секвенирование. Ввиду незначительного размера выбор-

ки, используемой в данном исследовании, значимых 

межпопуляционных различий, а также генетической ге-

терогенности внутри одной популяции результаты ис-

следования не могут быть экстраполированы на все че-

ловечество. 

Выводы

В рамках этой работы впервые в России проведе-

но масштабное исследование таргетных областей генома 

с целью выявления и описания этиологических причин 

развития генетически обусловленных КМП среди дет-

ского населения. Очевидно, что эти преимущественно 

аутосомно-доминантные болезни имеют немалую распро-

страненность, значительную генетическую гетерогенность 

и медицинскую значимость, поэтому гены, вызывающие 

КМП, занимают важное место в списке генов Амери-

канской коллегии медицинской генетики и геномики 

и должны подвергаться обязательному анализу во всех 

случаях секвенирования экзома и генома [25]. Однако 

технология массового параллельного секвенирования со-

храняет некоторые недостатки, такие как неполное по-

крытие и охват таргетных областей генома, риск ограни-

ченной чувствительности и невозможность обнаружения 

клинически значимых вариантов генома длиной свыше 

20 п.н. Для сведения к минимуму числа вероятно пато-

генных вариантов биоинформатический анализ должен 

включать в себя постадийную фильтрацию выявленных 

вариантов. При этом исключение из рассмотрения всех 

описанных в каких-либо информационных базах вари-

антов, особенно для таких нередких болезней, как гене-

тически обусловленные КМП, может повлечь за собой 

потерю потенциально значимых вариантов, т.к. известно, 

что среди вариантов, описанных в базе dbSNP, отмечается 

незначительное число мутаций [26, 27]. С другой стороны, 

международные базы данных по мутациям содержат по-

тенциально незначимые варианты, классифицированные 

ранее как мутации. Особенно это заметно для рассма-

триваемой группы болезней, т.к. технологии молекуляр-

но-генетической диагностики, применявшиеся в 90-е 

годы прошлого века, не позволяли анализировать объем 

рассматриваемой ныне информации ввиду огромной сто-

имости и трудоемкости ее получения, что иногда приво-

дило к описанию вариантов, выявляемых в единственном 

исследованном гене, как патогенных.

Заключение

Разработанный диагностический алгоритм на основе 

метода массового параллельного секвенирования с вали-

дацией выявленных вариантов методом Сэнгера позволил 

продемонстрировать высокую аналитическую точность 

диагностики в обследованной когорте пациентов (уста-

новлены лабораторные диагнозы у 96,1% обследованных 

пациентов, в том числе с синдромальными и несиндро-

мальными формами генетически обусловленных КМП), 

обосновывая продолжающийся в развитых странах пере-

ход парадигмы от низко- к высокопроизводительной 

геномике в медицине.

Источник финансирования

Исследование проводилось в рамках реализации на-

учно-исследовательской работы «Новые высокотехноло-

гичные методы диагностики и лечения болезней сердца 

и сосудов у детей» в ФГАУ «НМИЦ здоровья детей» Минз-

драва России. 

Конфликт интересов

Авторы данной статьи подтвердили отсутствие кон-

фликта интересов, о котором необходимо сообщить.

Рис. 3. Распределение выявленных патогенных, высоковероятно 

патогенных и вероятно патогенных вариантов по функциональ-

ному вкладу различных компонентов кардиомиоцитов

Примечание. Гены были сгруппированы на основании функцио-

нального вклада их продуктов в различные компоненты кардио-

миоцитов по 7 группам (гены, кодирующие саркомерные белки; 

гены, кодирующие z-диск/цитоскелетные белки; гены, кодиру-

ющие белки, отвечающие за ионный обмен; гены, кодирующие 

интеркалированные диски; гены, продукты которых формируют 

ядерную оболочку, гены, продукты которых формируют клеточ-

ную мембрану; другие гены).
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