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Проведен анализ мутаций H626R (экзон 14), A546T,

T538R (экзон 12) гена TGFBI с использованием метода

полимеразной цепной реакции с последующей рестрик�

цией у 52 индивидов из 22 неродственных семей с клини�

ческим диагнозом разных типов решетчатой дистрофии

роговицы. Мутация H626R была выявлена у пациентов

в 12 из 17 обследованных семей с клиническим диагнозом

решетчатой дистрофии с поздней манифестацией и у 6

человек, у которых еще не было клинических проявлений

заболевания. Интересно отметить, что мутации T538R

и H626R, которые ассоциированы с решетчатой дистро�

фией с поздней манифестацией заболевания, были выяв�

лены у двух пациентов с предварительным клиническим

диагнозом решетчатой дистрофии (тип I), который ха�

рактеризуется ранним проявлением заболевания. Мута�

ция A546T не была выявлена ни у одного из наших паци�

ентов. Обсуждаются также возможные особенности

мутантного белка tgfbi и его вовлеченность в патогенез

заболевания. Полученные результаты свидетельствуют

о том, что анализ мутаций в гене TGFBI имеет важное

значение в дифференциальной диагностике дистрофий

роговицы с прогностическим и терапевтическим приме�

нением, а также для генетического консультирования в

семьях высокого риска.

Введение. Наследственные дистрофии рого�

вицы – гетерогенная группа прогрессирующих

заболеваний, которые приводят к помутнению

роговицы и существенному снижению зрения.

Общим характерным признаком этих дистро�

фий является наличие в строме аномальных

депозитов, которые локализуются в кератоци�

тах или среди фибрилл коллагена [1, 2]. Среди

амилоидных дистрофий роговицы наиболее

распространенной является решетчатая дис�

трофия.

Решетчатая дистрофия (тип І) – двусторон�

нее прогрессирующее заболевание с аутосомно�

доминантным типом наследования. Первые

клинические признаки проявляются в первом�

втором десятилетии жизни. Полная клиничес�

кая картина наступает в третьем�четвертом

десятилетии жизни, и для нее характерны

прозрачные решетчатые структуры в передних

и средних пластах стромы, точечные сероватые

помутнения в поверхностных пластах и цент�

ральное диффузное субэпителиальное помут�

нение [3, 4]. Больные часто страдают от рециди�

вов эрозионных процессов [5, 6]. При световой

микроскопии срезов роговицы больных с ре�

шетчатой дистрофией наблюдают фибрилляр�

ные депозиты амилоида, которые расположены

под боуменовою мембраной, а также в поверх�

ностных и средних пластах стромы. В эндоте�

лии и десцеметовой мембране амилоидные

отложения отсутствуют. Депозиты имеют вид

тонких (диаметр 8–10 нм) неразветвленных

фибрилл, которые расположены параллельно

волокнам коллагена. Количество кератоцитов

уменьшено, и большинство из них имеют де�

генеративные изменения [6, 7]. Кроме решет�

чатой дистрофии I типа, различают по мень�

шей мере еще пять клинических типов

решетчатой дистрофии. Решетчатая дистрофия

(тип ІІ) имеет аутосомно�рецессивный тип

наследования и является одним из проявле�

ний системного амилоидоза (синдрома Мере�

тойя), при котором поражаются также кожа и

нервы. Депозиты амилоида выявляют в рогови�

це, а также в нервах и коже. Фибриллярные

депозиты в роговице немногочисленны, то�

чечные образования, как правило, отсутству�

ют. Зрение остается довольно высоким до са�

мой старости. Поражение нервной системы

при упомянутом синдроме проявляется в виде

полинейропатии, дефекты кожи – в виде ее

сухости, блефарохолязиса, что предопределяет
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маскоподобное лицо [8]. В 1987 г. Хида и соавт.

[9] описали третий клинический тип дистро�

фии стромы роговицы, для которой характерен

аутосомно�рецессивный тип наследования.

Для этого типа характерны решетчатые струк�

туры, образованные толстыми радиально рас�

положенными фибриллами. Рецидивы эрозий

роговицы для этого типа не характерны. Ре�

шетчатая дистрофия (тип ІІІ) начинает прояв�

ляться в четвертой�пятой декаде жизни, и зре�

ние существенно снижается после 60 лет.

В 1991 г. Сток и соавт. [10] описали тип дистро�

фии, для которой характерными являются

позднее клиническое проявление и толстые

решетчатые образования, но которая наследу�

ется аутосомно�доминантно. Эрозии роговицы

являются непостоянным признаком. Этот тип

дистрофии определяют как решетчатая дистро�

фия (тип ІІІА). В 1999 г. Стюарт и соавт. [11]

описали асимметричную, с поздней манифес�

тацией форму решетчатой дистрофии. В свою

очередь Шмидт�Бернард и соавт. [12], проведя

исследование клинических, гистопатологи�

ческих и ультраструктурных особенностей за�

болевания, пришли к заключению, что указан�

ный тип дистрофии является отдельной

группой решетчатых дистрофий – промежуточ�

ным между типами І и ІІІА. Для промежуточно�

го типа характерно более раннее проявление

заболевания (третья�четвертая декада жизни)

и более тонкие решеткоподобные линии, чем

при типе ІІІА. Фуждики и соавт. [13] в 1998 г.

описали так называемую глубокую форму ре�

шетчатой дистрофии, которую выделили в IV

тип. Первые клинические признаки проявляют�

ся в пятой декаде жизни. Характерные депози�

ты звездчатой формы размещаются в глубоких

пластах стромы. Радиальные решеткоподобные

структуры в средних пластах стромы появля�

ются позже, а в верхних пластах стромы и эпи�

телии депозиты отсутствуют.

За последнее десятилетие был достигнут зна�

чительный прогресс в установлении причин,

которые предопределяют развитие дистрофий

роговицы. На сегодня идентифицировано 12

генов�кандидатов, мутации в которых могут

являться причиной патогенеза разных видов и

типов дистрофий (TGFBI, STS, CHTS6, GSN,

KRT3, KRT12, M1S1, GLA, ARSC1, COL8A2,

DCN, PIP5K3) [14–16]. Предполагается, что му�

тации в шести генах, а именно TGFBI, CHTS6,

STS, GSN, M1S1, DCN, являются причиной

дистрофий стромы роговицы.

В 1997 г. был открыт ген, который индуци�

руется трансформирующим фактором роста бета

(TGFBI�ген или BIGH3�ген) и локализуется на

длинном плече хромосомы 5 в области 5q31 [17].

Белковым продуктом гена TGFBI является ке�

ратоэпителин – экстрацеллюлярный матрикс�

ный белок, состоящий из 683 аминокислот [18].

Кератоэпителин в тканях выполняет адгезив�

ную функцию. Он синтезируется в клетках эпи�

телия роговицы, но также может синтезировать�

ся и в клетках стромы при заживлении ран.

Установлено, что мутации в гене TGFBI пре�

допределяют наследственные дистрофии с

аутосомно�доминантным типом наследования,

а именно узелковую дистрофию (тип I), решет�

чатую дистрофию (типы I, ІІІА, IV), узелково�

решетчатую (дистрофия Авеллино), дистро�

фии Рейс�Бюклерса, Тиля�Бенке [17, 19–21].

У большинства пациентов с дистрофиями ро�

говицы выявляют мутации, которые возникают

в кодонах 124 и 555 гена TGFBI. Кроме того,

наблюдается ассоциация определенных видов

и типов дистрофий с определенными мутаци�

ями. В наших исследованиях и работах других

авторов показано, что специфической для ре�

шетчатой дистрофии (тип I) является мутация

R124C, для узелково�решетчатой – мутация

R124H, для дистрофии Рейс�Бюклерса – му�

тация R124L, для узелковой дистрофии (тип I) –

мутация R555W, для дистрофии Тиля�Бенке –

R555Q [17, 19–23].

На сегодняшний день в гене TGFBI иден�

тифицировано около 30 мутаций. Поскольку

большинство мутаций открыто в экзонах 4, 12,

и 14, можно предположить, что они являются

горячими точками мутаций. 

Исследование ассоциации определенных

мутантных вариантов с клиническими прояв�

лениями решетчатой дистрофии имеет важное

значение как для выяснения функций самого

кератоэпителина, так и для анализа механиз�

мов патогенеза заболевания. В свою очередь

результаты таких исследований позволят

улучшить дифференциальную диагностику

и прогноз заболевания.

Целью настоящей работы было исследова�

ние мутаций H626R (экзон 14), A546T (экзон
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12), T538R (экзон 12) гена TGFBI у больных с

разными клиническими формами решетчатой

дистрофии стромы роговицы.

Материалы и методы. Клинические и моле�

кулярно�генетические исследования были про�

ведены после информированного согласия у 31

индивида с наследственными дистрофиями

стромы роговицы из 22 семей и среди 21 клини�

чески здоровых членов семей больных. Среди

обследованных были 26 пациентов и 19 здо�

ровых индивидов из 17 семей с решетчатой

дистрофией с поздней манифестацией заболе�

вания, 5 пациентов и 2 здоровых индивида из

5 семей с типичной клинической картиной

решетчатой дистрофии (тип I), у которых не

была выявлена в наших предыдущих исследо�

ваниях специфическая для данного типа мута�

ция R124C [22, 23].

Материалом для молекулярно�генетическо�

го исследования служили образцы периферий�

ной крови индивидов из группы обследования,

для морфологического и гистохимического

исследования – диски роговицы, полученные

после проведенной кератопластики. Гистохими�

ческие и ультраструктурные исследования про�

водили по методикам, описанным ранее [24].

Выделение и очистку препаратов ДНК из лей�

коцитов периферической крови осуществляли

стандартным методом фенол�хлороформной

экстракции [25]. Для анализа мутантных вари�

антов гена TGFBI проводили специфическую

амплификацию in vitro ДНК последователь�

ностей 12�го и 14�го экзонов методом полиме�

разной цепной реакции (ПЦР) [26]. Полиме�

разную цепную реакцию проводили в авто�

матическом режиме на термоциклере Perkin

Elmer (фирма «Cetus», США) по схеме: дена�

турация ДНК – 45 с при 94 °С, отжиг прайме�

ров – 45 с при 55 °С, элонгация – 1 мин при

72 °С. Были использованы следующие после�

довательности олигонуклеотидных праймеров:

для мутаций A546T, T538R, forward (5'�

GGACTGACGGAGACCCTCAA�3'), reverse

(5'�GGAGACGTGTACTTAAGTTGGTC�3');

для мутации H626R, forward (5'�GAAAAА

CAATGTGGTGAGTGTC�3'), reverse (5'�CATG

GAGAAAAGGACTGGCTG�3').

Для дифференциального анализа определен�

ных типов мутаций проводили гидролиз амп�

лифицированных последовательностей 12�го

и 14�го экзонов эндонуклеазами рестрикции

Hinf.I, MwoI, NlaIII для мутаций T538R,

A546T, H626R соответственно.

Результаты исследований и их обсуждение.

При клинико�генеалогическом анализе у всех

пациентов с решетчатой дистрофией установ�

лен аутосомно�доминантный тип наследования.

Гистохимические исследования осуществляли

на материале роговицы тех больных, у которых

была проведена кератопластика. У больных с

клиническими диагнозами решетчатая дис�

трофия роговицы (типы І, IIIA, IV) были выяв�

лены характерные для упомянутых типов мор�

фологические и ультраструктурные признаки,

описанные нами ранее [24].

В результате молекулярно�генетического

анализа мутация A546T гена TGFBI не выявле�

на ни у одного из пациентов с поздним клини�

ческим проявлением решетчатой дистрофии.

Следует отметить, что указанная мутация была

выявлена у пациентов с решетчатой дистро�

фией (тип IIIA) из Франции [27].

В результате проведенных нами исследова�

ний мутация H626R была выявлена у пациентов

из 12 семей, и лишь в одной семье с предва�

рительным клиническим диагнозом решетча�

той дистрофии (тип IIIA) данная мутация не

выявлена (рис. 1). Кроме того, упомянутая му�

тация была выявлена у 6 лиц, у которых еще не

наблюдались клинические признаки заболева�

ния. Интересно отметить, что мутация H626R

была также выявлена у одного пациента с кли�

ническим диагнозом решетчатая дистрофия

(тип I), что заставляет задуматься о недоста�

точности данных клинического исследования

для постановки точного диагноза и идентифи�

кации формы заболевания. В пользу такого за�

ключения свидетельствуют результаты анализа

мутации T538R гена TGFBI в обследуемой груп�

пе пациентов. Мутация T538R не была выяв�

лена ни у одного из пациентов с предваритель�

ным клиническим диагнозом (тип IIIA), тем не

менее была обнаружена у одного пациента, ко�

торому был поставлен клинический диагноз

решетчатой дистрофии І типа (рис. 2). В рабо�

те Муньер и соавт. [28] было высказано пред�

положение, что указанная мутация, впервые

идентифицированная Отенин�Жирардом и

соавт. [29], как и мутация H626R, могут быть

ассоциированы с промежуточным типом І/ІІІА.
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Важно отметить, что мутация H626R выяв�

лена в исследованиях других авторов у пациен�

тов с решетчатой дистрофией, основными кли�

ническими признаками которой являются

начало заболевания в третьей�пятой декаде

жизни, решеткоподобные линии определен�

ной толщины, ярко выраженная асимметрич�

ность клинической картины, наблюдаемой

в разных глазах, широкая вариабельность за�

болевания даже в границах одной семьи [12].

Среди семей с поздним клиническим про�

явлением решетчатой дистрофии стромы рого�

вицы было четыре семьи, которые имели харак�

терные симптомы решетчатой дистрофии (тип

IV). Ни в одной из этих семей исследуемые на�

ми мутации не выявлены.

Исходя из результатов моделирования тре�

тичной структуры домена 4 белка кератоэпи�

телина, было высказано предположение, что

мутация T538R, приводящая к замене треонина

на аргинин, обусловливает нарушение фолдин�

га белкового продукта, что в свою очередь де�

лает невозможным секрецию белка [30]. Авторы

исследования прогнозируют, что у пациентов

с упомянутой мутацией амилоидные депозиты

должны возникать в первой декаде жизни.

Однако в нашем исследовании мутация T538R

была выявлена у пациента, у которого первые

признаки заболевания были отмечены лишь в

третьей декаде жизни. Исходя из результатов

моделирования, при мутации A546T секреция

белка становится невозможной или же мута�

ция приводит к существенной дестабилизации

самого белка. Мутация H626R приводит к де�

стабилизации водородных связей. Кроме того,

консервативность гистидина в данном положе�

нии, наблюдаемая в доменах всех белков fas1�

суперсемейства, свидетельствует о ее важнос�

ти для процесса фолдинга, и поэтому мало�

вероятно, что белок с мутацией H626R будет

подвергаться фолдингу и секретироваться.

Исходя из предполагаемых функций мутантных

белков, спрогнозированных по результатам

моделирования третичной структуры, можно

было предположить, что у всех пациентов с

обнаруженными нами мутациями, должно наб�

людаться раннее проявление заболевания. Одна�

ко полученные нами результаты не позволяют

подтвердить данное предположение. Так, у па�

циента, у которого выявлена мутация T538R,

начало манифестации заболевания было в

третьей декаде жизни. В свою очередь у подав�

ляющего числа пациентов (за исключением

одного пациента с предполагаемым клиничес�

ким типом I решетчатой дистрофии и ранней

Рис. 1. Анализ мутации H626R в экзоне 14 гена TGFBI

у больных с решетчатой дистрофией роговицы (ПЦР +

NlaIII; 10 % ПААГ): 1 – маркер молекулярной

массы Gene Ruler 50bp DNA Ladder; 2–4 – больные

индивиды; 5, 6 – здоровые

Рис. 2. Анализ мутации T538R в экзоне 12 гена TGFBI

у больных с решетчатой дистрофией роговицы (ПЦР +

Hinf.I; 10 % ПААГ): 1, 2 – больные индивиды; 3–5 –

здоровые индивиды; 6 – маркер молекулярной массы

pUC19DNA/MspI
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манифестацией заболевания), у которых была

выявлена мутация H626R, первые признаки

заболевания проявились в позднем возрасте.

Особый интерес представляет тот факт, что у

пациентов, исследованных другими авторами,

и у одного из пациентов в наших исследовани�

ях наблюдалась так называемая асимметрия

проявления клинических признаков. Это про�

являлось в том, что патологические депозиты

наблюдались в одном глазу, и лишь спустя про�

должительное время слабое проявление решет�

чатой дистрофии можно было обнаружить во

втором глазу. 

На сегодняшний день мы не можем пред�

положить возможный механизм таких процес�

сов, и, возможно, дальнейшие более детальные

исследования структуры и свойств мутантного

белка и его взаимодействия с белками�партне�

рами прольют свет на природу феномена асим�

метрии.

Выводы. Результаты проведенных нами ис�

следований свидетельствуют о том, что для

постановки правильного диагноза дистрофии

роговицы клинических и морфологических

данных может быть недостаточно. Анализ му�

тантных вариантов гена TGFBI у больных

с наследственными дистрофиями стромы ро�

говицы является высокоинформативным для

точной дифференциальной диагностики раз�

ных видов дистрофий роговицы, что в свою

очередь дает возможность подобрать соответ�

ствующую тактику лечения. Молекулярно�ге�

нетическое обследование всех членов семей

больных уже на ранних этапах заболевания

позволяет прогнозировать развитие болезни.

SUMMARY. In our study H626R (exon 14), A546T,

T538R  (exon 12) mutations of the TGFBI gene were ana�

lyzed using polymerase chain reaction followed by restric�

tion digestion in 52 individuals from 22 unrelated families

with different forms of lattice corneal dystrophy. H626R

mutation was detected in patients from 12/17 families with

late onset lattice corneal dystrophies and in 6 unaffected

individuals. Interestingly, T538R and H626R mutations,

associated with late onset of lattice corneal dystrophy, were

found in two patients with preliminary clinical diagnosis of

lattice corneal dystrophy (type I) with early onset of dis�

ease. A546T mutation was not detected in our patients. The

possible properties of mutant tgfbi protein and its involve�

ment in pathogenesis are discussed.  The results show that

TGFBI gene mutation analysis is important for differential

diagnosis of corneal dystrophies with prognostic and ther�

apeutic implications and for genetic consulting in high risk

families.

PЕЗЮМЕ. Проведено аналіз мутацій H626R (екзон

14), A546T, T538R (екзон 12) гена TGFBI з використан�

ням методу полімеразної ланцюгової реакції з наступ�

ною рестрикцією у 52 осіб з 22 неспоріднених родин

з клінічним діагнозом різних типів гратчастої дистро�

фії. Мутація H626R була виявлена у пацієнтів в 12 із

17 обстежених родин з клінічним діагнозом гратчастої

дистрофії з пізньою маніфестацією і в 6 осіб, у яких ще

не було клінічних проявів захворювання. Цікаво зазна�

чити, що мутації T538R та H626R, асоційовані з грат�

частою дистрофією з пізньою маніфестацією захворю�

вання, були виявлені у двох пацієнтів з попереднім

клінічним діагнозом гратчастої дистрофії (тип I), для

якого характерним є ранній прояв захворювання. Му�

тація A546T не була виявлена в жодного з наших паці�

єнтів. Обговорюються також можливі особливості му�

тантного білка tgfbi та його роль в патогенезі за�

хворювання. Отримані результати показують, що аналіз

мутацій в гені TGFBI має важливе значення в дифе�

ренційній діагностиці дистрофій рогівки з прогностич�

ним і терапевтичним застосуванням, а також для гене�

тичного консультування в родинах високого ризику.
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