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Впервые у пациента с асимптомным удлинением интервала QT на электрокардиограмме 
была выявлена миссенс-мутация c.277G>A (p.Val93Ile) в гене KCNJ2, ранее описанная в 
литературе только как причина семейной формы фибрилляции предсердий. Соответ-
ствующая аминокислотная замена была введена в плазмиду, кодирующую канал Kir2.1, 
и мутантный ген был экспрессирован в клетках яичника китайского хомячка (CHO-K1), 
чтобы оценить влияние мутации на параметры тока IK1. С помощью метода локальной 
фиксации потенциала в конфигурации whole-cell в режиме фиксации потенциала прове-
ли изучение интегрального тока IK1. В результате исследования было показано, что мута-
ция c.277G>A (p.Val93Ile) реализуется по типу усиления функции канала Kir 2.1. Нали-
чие стабильного активирующего влияния на функции белка свидетельствует в пользу 
клинической значимости выявленного варианта.
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Ионные каналы – достаточно обширный 
и  функционально значимый класс мембранных 
белков, который играет важнейшую роль в регуля-
ции физиологического состояния клетки [1]. На-
рушение функционирования ионных каналов 
приводит к изменению электрофизиологических 
свойств клеток, что на уровне организма проявля-
ется нарушениями ритма и проводимости. На-
следственные каналопатии развиваются вслед-
ствие генетически обусловленных нарушений 
в работе ионных каналов [2].

Калиевый канал Kir2.1, кодируемый геном 
KCNJ2 на 17-й хромосоме (17q23.1 ~ 24.2), актив-
но экспрессируется в кардиомиоцитах, а также 
нервной и мышечной ткани, где отвечает за фоно-
вый калиевый ток входящего выпрямления IK1, 
поддерживающий потенциал покоя, а, следова-
тельно, и возбудимость клеток. Генетические из-
менения в гене KCNJ2, по-разному нарушающие 
функционирование этого канала, формируют ал-
лельную серию заболеваний сердца с различными 
электрокардиографическими проявлениями, но 
объединенные высоким риском внезапной сер-

дечной смерти. Мутации в гене KCNJ2 могут при-
водить к семейной форме мерцательной аритмии 
(MIM*613980) [3], синдрому короткого интер- 
вала QT, тип 3 (MIM*609622), изолированному  
синдрому удлиненного интервала QT, тип 7 
(MIM*170390), а также к мультисистемному забо-
леванию – синдрому Андерсена-Тавила: гипока-
лиемическому периодическому параличу с удли-
нением интервала QT (MIM*170390) [4]. 

Данные о влиянии конкретной мутации на 
калиевую приводимость канала Kir2.1 важны для 
оценки риска нарушений ритма сердца, дозирова-
ния физических нагрузок и решения вопроса об 
антиаритмической терапии. В настоящей работе 
мы провели функциональный анализ миссенс-му-
тации c.277G>A(p.Val93Ile) в гене KCNJ2, впервые 
выявленной у пациента с асимптомным удлине-
нием интервала QT на электрокардиограмме 
(ЭКГ). Мы искусственно ввели эту замену в плаз-
миду, кодирующую канал Kir2.1, и экспрессиро-
вали мутантный ген в клетках яичника китайского 
хомячка (CHO-K1), чтобы оценить влияние мута-
ции на параметры тока IK1. Мы использовали 
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комплексный подход, включающий изучение ин-
тегрального тока IK1 с помощью метода локальной 
фиксации потенциала в конфигурации whole-cell 
в режиме фиксации потенциала. В результате ис-
следования было показано, что мутация 
c.277G>A(p.Val93Ile) реализуется по типу “gain of 
function” и значимо меняет функционирование ка-
нала Kir 2.1.

Материалы и методы
Клиническое и генетическое обследование.  

Клиническое и генетическое обследование было 
выполнено в соответствии с принципами Хель-
синской декларации и с письменного информиро-
ванного согласия совершеннолетних членов се-
мьи. Клиническое обследование включало общий 
осмотр, сбор персонального и семейного анамне-
за, общий и биохимический анализ крови, ЭКГ 
покоя, лежа, стоя и после физической нагрузки, 
ультразвуковое исследование сердца.

Генетическое исследование было выполнено 
на образцах ДНК, выделенной из лейкоцитов ве-
нозной крови, согласно стандартному протоколу. 
Поиск мутаций был выполнен методом секвени-
рования таргетной панели 11 генов, ответствен-
ных за наиболее часты наследственные аритмо-
генные синдромы (KCNQ1, KCNH2, KCNJ2, 
KCNE1, KCNE2, SCN5A, SCN1B-4B, SNTA1), на 
платформе Ion Torrent PGM (Thermo Fisher 
Scientific, Waltham, MA, США) с использованием 
набора Ion AmpliSeq™ Exome Kit (Thermo Fisher 
Scientific, США). Первичная обработка прочтений 
была выполнена при помощи программного обе-
спечения Ion Proton Software (Thermo Fisher 
Scientific, США), выравнивание на референсную 
последовательность ДНК версии hg19 осуществи-
ли с помощью программы BWA 0.7.9. Оценку па-
тогенности выявленных вариантов проводили 
с  использованием критериев патогенности 
ACMG2015 [5]. Все выявленные варианты III–V 
классов патогенности были подтверждены незави-
симым методом – прямым двунаправленным сек-
венированием по Сенгеру на приборе ABI 3730XL 
DNA Analyzer (Thermo Fisher Scientific, США).

Плазмиды. В работе были использованы сле-
дующие плазмиды:

– pcDNA3.1-Kir 2.1: кДНК гена KCNJ2 
в  классическом векторе pcDNA3.1. для конститу-
тивной экспрессии в различных линиях клеток 
млекопитающих.

– pEGFP-N1: кодирует оптимизированный 
вариант зеленого флуоресцентного белка (green 
fluorescent protein, GFP) с более яркой флуорес-
ценцией и усиленной экспрессией в клетках мле-
копитающих. 

Введение точечной мутации в последователь-
ность канала Kir2.1. Точечную мутацию в после-
довательность канала Kir2.1 вносили методом  
полимеразной цепной реакции (ПЦР) с использо-

ванием высокоточной полимеразы Q5. В качестве 
матрицы для внесения мутаций использовали 
плазмиду pcDNA3.1, содержавшую последова-
тельность канала Kir 2.1 дикого типа. Использова-
ли следующие праймеры: прямой праймер 
5’-CCTGGCTTTCATCCTGTCATGG-3’ и обратный 
праймер 5’-CAGAAGATAACCAGCATCCACC-3’. 
Прямой праймер содержал замену основания G 
на основание A, что соответствует однонуклео-
тидной замене в положении 277 в гене канала. 
Амплификацию производили по следующему 
протоколу: денатурация осуществлялась на 98ºС, 
отжиг праймеров при температуре 60 ºС, элонга-
ция при 72 ºС в течение 4 мин. После проведения 
ПЦР продукт анализировали в 0,7%-ном агароз-
ном геле, затем выделяли его с помощью набо- 
ра QIAquick и последовательно инкубировали  
с нуклеазой DpnI, Т4-полинуклеотидкиназой 
и Т4-ДНК-лигазой. На последнем шаге произво-
дили трансформацию химически компетентных 
бактериальных клеток методом теплового шока. 
Посев клеток производили на агаризованную сре-
ду LB с селективным антибиотиком и инкубиро-
вали их в течение ночи при 37°С. Плазмиды из 
полученных клонов на предмет наличия необхо-
димой мутации и отсутствия дополнительных од-
нонуклеотидных замен проверяли секвенирова-
нием по Сенгеру (Евроген, Россия).

Эукариотические клетки. Клетки CHO-K1  
выращивали на круглых покровных стеклах 
в  чашках Петри диаметром 35 мм в свежей среде 
DMEM/F12 (Gibco, Великобритания) с добавле-
нием 10% телячьей сыворотки (Gibco, Великобри-
тания), в  присутствии 100 мкг/мл пенициллин-
стрептомицина (Gibco, Великобритания) при 
температуре 37°С и 5% CO2 в воздушной смеси.

Трансфекцию клеток производили двумя ва-
риантами плазмиды pcDNA3.1, кодирующей му-
тантный и нативный варианты канала. Для визуа-
лизации клеток к плазмиде с геном канала 
добавляли плазмиду pEGFP-N1, кодирующую 
GFP в отношении 5:1 и производили трансфек-
цию двумя плазмидами. Клетки трансфицировали 
с помощью реагента Lipofectamine LTX and Plus 
(Invitrogen, США). Смесь перед добавлением 
в среду инкубировали при комнатной температуре 
в течение 20 мин, после внесения клетки помеща-
ли в инкубатор на 48 ч до проведения пэтч-кламп, 
через сутки среду заменяли на свежую.

Электрофизиология. Для исследования куль-
тура клеток CHO-K1 на небольшом покровном 
стекле помещалась в экспериментальную камеру 
с постоянным протоком раствора следующего со-
става (ммоль/л): NaCl – 150, KCl – 5,4, CaCl2 – 
1,8, MgCl2 – 1,2, глюкоза – 10, HEPES – 10, pH 
доведен до 7,6 с помощью NaOH, расположенную 
на столике инвертированного флуоресцентного 
микроскопа Eclipse Ti-S (Nikon, Япония). Реги-
страция токов проводилась при комнатной тем-
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пературе (23±0,5°C) с помощью усилителя 
Axopatch 200B (Molecular Devices, США). Для ре-
гистрации выбирались только клетки, испускав-
шие флуоресцентный сигнал при облучении их 
возбуждающим светом с длиной волны 480 нм. 
Пэтч-пипетки сопротивлением 1,5–2,5 МОм из-
готовлялись из боросиликатного стекла (Sutter, 
США) и заполнялись раствором следующего со-
става (ммоль/л): KCl – 140, MgCl2 – 1, EGTA – 5, 
MgATP – 4, Na2GTP – 0,3, HEPES – 10, рН дове-
ден до 7,2 с помощью KOH. Перед началом реги-
страции тока компенсировались емкость пипет-
ки, емкость исследуемой клетки и сопротивление 
доступа. При обработке данных амплитуды токов 
нормировались на емкость клетки и выражались 
в пА/пФ.

Статистическую обработку результатов про-
водили с помощью программы GraphPad Prism 7. 
Достоверность различий в параметрах IK1 между 
группами клеток при различных значениях мем-
бранного потенциала определяли с помощью 
двухфакторного ANOVA с поправкой Тюки.

Результаты и обсуждение
Клиническое наблюдение. Родители пациент-

ки Д. (пробанд), результативной спортсменки (ба-
скетбол), впервые обратились за детальным кар-
диологическим и генетическим обследованием, 

когда в 13 лет у дочери было выявлено удлинение 
интервала QT на ЭКГ. Продолжительность интер-
вала QTc в покое (до 454 мс) превышала нормаль-
ные значения (≤440 мс), но не достигала уровня 
диагностической значимости (более 480 мс у жен-
щин) (рис. 1А). Удлинение интервала QTc при ор-
топробе было более значительным и достигало 
568 мс (рис. 1Б). Жалоб на состояние здоровье не 
было, спортивные нагрузки выдерживала, обмо-
роков и случаев внезапной смерти среди извест-
ных родственников не было. При детальном кар-
диологическом обследовании родственников 
первой степени родства умеренное асимптомное 
удлинение интервала QTс до 465 мс было выяв-
лено только у отца. В семейном анамнезе указа-
ний на наличие наследственных заболеваний 
сердца, случаев внезапной смерти, а также пере-
несенных кардиохирургических вмешательств не 
было выявлено. Младшему брату пациентки (жа-
лоб нет, не обследован) также рекомендован 
ЭКГ-скрининг. До настоящего времени пациент-
ка наблюдается в  течение 2 лет без отрицатель-
ной динамики.

Генетическое исследование. В результате ДНК-
диагностики у пробанда была выявлена редкая за-
мена c.277G>A (p.Val93Ile) в гене KCNJ2 в гетеро-
зиготном состоянии (рис. 1В). В ДНК матери этой 
замены выявлено не было, отец от генетического 

Рис. 1. А. Фрагмент ЭКГ покоя пациентки Д. (лежа). Выраженная синусовая брадиаритмия, средняя частота сердечных сокра-
щений (ЧСС) – 59 уд./мин, средний QTc – 449 мс. Б. Фрагмент ЭКГ в ортопробе. Избыточный прирост ЧСС, ЧСС средняя – 
74 уд./мин, QTc – 568 мс. Скорость регистрации ЭКГ 25 мм/с (1 мм = 0,04 с), вольтаж 1 см = 1 mV (мВ). В. Фрагмент хромато-
граммы прямого секвенирования гена KCNJ2. Замена c.277G>A (p.Val93Ile) в гетерозиготном состоянии указана стрелкой.
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обследования отказался. Ранее эта же замена была 
описана как причина другой каналопатии – се-
мейной формы фибрилляции предсердий [6, 7]. 
Популяционная частота встречаемости этого ва-
рианта по данным gnomAD (https://gnomad.
broadinstitute.org/) составляет 0,000155 аллелей 
(0,0155% аллелей), или 31:100 000 человек, что 
ниже, чем оценочная встречаемость наследствен-
ных аритмогенных синдромов (1:2000 населения, 
или 50:100000 населения).

Электрофизиология. Ток IK1 индуцировали 
с помощью изменения мембранного потенциала 
по линейному протоколу от +60 до -120 мВ: рез-
кий сдвиг от поддерживаемого потенциала 
-80  мВ до +60 мВ с последующим линейным 
сдвигом до -120 мВ (рис. 2, вставка). В ходе 
сдвига потенциала регистрировали ток с харак-
терной для IK1 вольтамперной зависимостью. 
При потенциалах негативнее калиевого равно-
весного в обеих группах клеток наблюдался  

Рис. 2. Сравнение вольтамперных кривых тока IK1 в клетках линии СНО-К1, трансфицированных плазмидами с геном KCNJ2 
дикого типа (n = 10) и мутантным геном (n = 10). Приведены средние значения тока ± стандартная ошибка среднего. А – сравне-
ние абсолютных значений IK1 в диапазоне мембранного потенциала от -120 до +50 мВ. Б – сравнение нормированных значений 
IK1 в процентах от максимума входящего тока при -120 мВ. Нормирование было проведено для каждой клетки в отдельности, за-
тем полученные значения усреднялись. Ток индуцировали с помощью изменения мембранного потенциала по пилообразному 
протоколу (см. вставку) от поддерживаемого потенциала -80 мВ. * – достоверность различий (p < 0,05) между двумя группами 
клеток, двухфакторный ANOVA с поправкой Тюки.

https://gnomad.broadinstitute.org/
https://gnomad.broadinstitute.org/
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входящий ток с практически линейной зависи-
мостью от потенциала. При потенциалах пози-
тивнее калиевого равновесного регистрировался 
выходящий ток, уменьшающийся при прибли-
жении потенциала к 0 мВ и практически отсут-
ствующий при положительных значениях потен-
циала (рис. 2А). Таким образом, трансфекция 
как контрольной, так и мутантной плазмидой 
приводит к экспрессии в клетках CHO-K1 пол-
ностью функциональных калиевых каналов 
Kir2.1, генерирующих ток IK1.

В связи с существенным разбросом в ампли-
туде тока IK1 в исследуемых клетках нам не уда-
лось обнаружить достоверных различий между 
контрольной и опытной группами клеток (n = 10, 
n = 10, p > 0,05) по величине входящей или выходя-
щей компоненты IK1 (рис. 2А). Поскольку в физи-
ологических условиях мембранный потенциал 
всегда позитивнее калиевого равновесного потен-
циала, функциональное значение имеет лишь вы-
ходящая компонента IK1. Поэтому нормирование 
амплитуды IK1 было проведено по величине не-
значимой входящей компоненты при -120 мВ [6]. 
Выходящая компонента нормированного тока 
в  клетках, трансфицированных мутантной плаз-
мидой, была существенно больше, чем в кон-
трольной группе клеток (n = 10, n = 10, p < 0,05), 
при -40 и -50 мВ (рис. 2Б).

Это различие позволяет заключить, что иссле-
дуемая мутация в гене канала Kir2.1 приводит 
к  усилению выходящей компоненты тока IK1, 
иными словами – к усилению физиологической 
функции канала (gain of function). С точки зрения 

электрофизиологии сердца усиление тока IK1  
приводит, с одной стороны, к стабилизации по-
тенциала покоя и подавлению потенциальных  
эктопических очагов автоматии, а с другой – 
к ускорению заключительных стадий реполяриза-
ции и укорочению потенциалов действия, которое 
может рассматриваться как проаритмический эф-
фект (по крайней мере – в наджелудочковых отде-
лах сердца).

Ранее эта же замена в гене канала KCNJ2 была 
ассоциирована только с фибрилляцией предсер-
дий [7, 8]. При синдроме удлиненного интервала 
QT нарушена реполяризация в желудочках, поэто-
му нам было так интересно изучить электрофизи-
ологические характеристики мутантного ионного 
канала Kir2.1. Полученные нами данные согласу-
ются с описанными в соответствующих публика-
циях [7, 8]. Наличие стабильного активирующего 
влияния на функции белка свидетельствует 
в  пользу клинической значимости выявленного 
варианта. В настоящее время отцу и дочери в про-
грамме динамического наблюдения проводятся 
ежегодные ЭКГ-обследования. 

Работа выполнена при финансовой поддерж-
ке Российского фонда фундаментальных исследо-
ваний (проект № 20-54-15004). Клиническое и ге-
нетическое обследование пациента было 
выполнено в соответствии с принципами Хель-
синской декларации и с письменного информиро-
ванного согласия совершеннолетних членов се-
мьи. Авторы заявляют об отсутствии конфликта 
интересов.
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SHORT COMMUNICATION 

Phenotypic manifestations of Val93Ile missense mutation 
and its influence on Kir2.1 channel functioning 

H. Zhang1, G.S. Glukhov2, K.B. Pustovit3, Yu.G. Kacher2, V.S. Rusinova4, I.I. Kiseleva5, 
V.N. Komolyatova5, L.M. Makarov5, E.V. Zaklyazminskaya4, O.S. Sokolova1,2,* 
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A patient with asymptomatic QT interval prolongation was found to have missense mutation 
c.277G>A (p.Val93Ile) in the KCNJ2 gene, previously described in the literature as the cause of 
a familial form of atrial fibrillation only. The corresponding amino acid substitution was 
introduced into the plasmid encoding the Kir2.1 channel and the mutant gene was expressed in 
Chinese hamster ovary cells (CHO-K1) to evaluate the effect of the mutation on IK1 current 
parameters. Using the whole-cell patch-clamp technique in the potential fixation mode, the 
integral current of IK1 was studied. As a result of the study, it was shown that the c.277G>A (p.
Val93Ile) mutation is implemented according to the “gain of function” type and significantly 
changes the functioning of Kir 2.1 channel. The presence of a stable activating effect on protein 
function argues in favor of the clinical significance of the identified variant.

Keywords: voltage-dependent potassium ion channels, Kir2.1, KCNJ2, prolonged QT interval 
syndrome, primary channelopathies, electrophysiology
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