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Актуальность: Поиск биологических маркёров, вовлеченных в патогенез врожденных пороков сердца (ВПС), оста-
ется актуальным вопросом современной медицины и биологии. Врожденные пороки – мультифакторное заболева-
ние, причинами развития которого является взаимовлияющее действие эндогенных и экзогенных факторов. В на-
стоящее время показана роль генов семейства GATA и NOTCH1 в формировании предрасположенности к развитию 
врожденных пороков сердца. 
материалы и методы: Группу исследования составили 58 детей с диагнозом дефекта межжелудочковой и межпред-
сердной перегородок, в контрольную группу включены 103 ребенка без данной патологии. Генотипирование прово-
дили полимеразной цепной реакцией в режиме реального времени с использованием TaqMan-зондов. 
Результаты: Исследование встречаемости генотипов генов GATA6 и NOTCH1 в исследуемой и контрольной группах 
не показало статистически значимых различий. Однако, анализ межгенных взаимодействий при помощи програм-
мы MDR 3.0.2. позволил выделить ряд протективных и рисковых генотипов. 
заключение: Несмотря на отсутствие статистически значимых различий по частоте встречаемости геноти-
пов, полученные в ходе анализа межгенных связей сочетания генотипов могут быть связаны с предрасположенно-
стью к развитию ВПС. 
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Background: The search for biological markers involved in the congenital heart diseases pathogenesis remains a topical prob-
lem in modern medicine and biology. Congenital heart diseases are a multifactorial disease caused by the mutually affecting 
effects of endogenous and exogenous factors. Currently, the role of GATA and NOTCH1 gene family in the predisposition to devel-
opment of congenital heart diseases is shown. 
materials and methods: 58 children with a diagnosis of congenital heart diseases (defects in the interventricular and atrial 
septa) and 103 children without this pathology were included in the study and the control groups, respectively. Genotyping was 
performed by real-time polymerase chain reaction using TaqMan probes 
Results: A study of the frequencies of the genotypes in the GATA6 and NOTCH1 genes in the study and control groups showed no 
statistically significant differences. At the same time, the analysis of gene-gene interactions using MDR 3.0.2 software allows to 
determine a number of protective and risk genotypes. 
Conclusion: Despite the absence of significant differences in the frequency of genotypes, combinations of genotypes obtained 
during the analysis of gene-gene interactions may be associated with a predisposition to the development of congenital heart 
diseases. 
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введение

Врожденные пороки сердца (ВПС) – структурные 
аномалии сердца и магистральных сосудов, развиваю-
щиеся в течение эмбриогенеза. Большинство феноти-
пов врожденных пороков сердца требуют клинического 
и хирургического вмешательства в течение первого года 
жизни. Cложность и неоднородность ВПС связывают с 
многофакторной этиологией, возникающей в результате 
комплексного взаимодействия множества генов и фак-
торов окружающей среды [1, 2]. На сегодняшний день 
принято выделять ВПС, сочетанные с хромосомными 
аномалиями, семейные ВПС, а также отдельную группу, 
которую составляют ВПС, развивающиеся de novo. Наи-
больший интерес вызывает последняя группа врожден-
ных пороков в виду сложности их этиопатогенеза, и, как 
следствие, трудности определения генетической состав-
ляющей в развитии патологии из-за вовлеченности боль-
шого числа генов в органогенез [3].

Как известно, кардиогенез начинается со 2-й не-
дели интранатального периода, который строго кон-
тролируется генной сетью, включающей факторы 
транскрипции, сигнальные пути, микроРНК, эпиге-
нетические факторы [4]. Морфогенез и органогенез 
регулируется специфическими транскрипционными 
факторами, способными запускать экспрессию опре-
деленной группы генов, необходимых в определенный 
момент развития эмбриона [5].

Факторы транскрипции играют важную роль на 
всем протяжении развития сердца, начиная от диф-
ференцировки клеток и заканчивая формированием 
камер. К основным транскрипционным факторам, 
активно участвующих в морфогенезе сердца, относят 
NKX, TBX5, HAND2 и GATA [6].

Семейство транскрипционных факторов GATA со-
стоит из 2 подсемейств GATA1/2/3 и GATA5/6. В боль-
шинстве тканей экспрессируется GATA4, GATA5 и 
GATA6. Показано, что сниженный уровень экспрессии 
GATA4 может приводить к нарушениям морфогенеза 
сердца и, как следствие, к развитию пороков [7]. На 
моделях экспериментальных животных неоднократ-
но подтверждено участие факторов семейства GATA в 
развитии ВПС [8].

Наряду с транскрипционными факторами, осо-
бое значение в эмбриогенезе имеют сигнальные пути 
NOTCH, роль которых в эмбриогенезе описана ещё 
в 30-е годы 20 века. Показано, что мутации в генах, 
кодирующих компоненты данного сигнального пути, 
приводит к развитию заболеваний почек, печени, глаз, 

скелетной мускулатуры, а также сердечно-сосудистой 
системы [9]. Кроме того, в ряде исследований установ-
лена взаимосвязь с процессами регенерации, ангиоге-
неза и трансформации фибробластов в миофибробла-
сты [10]. В настоящее время найдены мутации в гене 
NOTCH1, ассоциированные с развитием ВПС. 

Целью настоящего исследования стало изучение 
особенностей распределения генотипов генов GATA6 
и NOTCH1 у детей, имеющих дефекты межжелудочко-
вой и межпредсердной перегородок. 

материалы и методы исследования

Исследование выполнено на базе ФГБНУ «Науч-
но-исследовательский институт комплексных про-
блем сердечно-сосудистых заболеваний» и ГБУЗ Ке-
меровской области «Кемеровский областной клини-
ческий кардиологический диспансер имени академика 
Л.С. Барбараша». Набор группы исследования прово-
дился в период с 2016 по 2018 гг. включительно. 

Проведенное исследование одобрено локальным этиче-
ским комитетом НИИ комплексных проблем сердечно-со-
судистых заболеваний (№ 16 от 29.09.2016 г). Все родители, 
чьи дети принимали участие в эксперименте, подписывали 
информированное согласие на участие в исследовании.

Критерии включения в группу исследования: нали-
чие установленного диагноза ВПС, возраст детей от 1 
месяца до 18 лет, отсутствие сопутствующих патоло-
гий, включая генетические. Критерии исключения: 
наличие ВПС в сочетании с другими патологиями, 
включая генетические, возраст более 18 лет, а также 
отказ от подписания информированного согласия на 
участие в исследовании

Критерии включения в контрольную группу: отсут-
ствие установленного диагноза ВПС и других сердеч-
но-сосудистых патологий, острых воспалительных и 
инфекционных заболеваний, обострения хронических 
патологий, возраст не более 18 лет. 

Включение в группу исследования проводилось по-
сле подтверждения диагноза ВПС с использованием 
ЭКГ и ЭхоКГ на основании данных медицинской до-
кументации. В исследование включены 58 детей (34 де-
вочки и 24 мальчика) с подтверждённым дефектом меж-
желудочковой и межпредсердной перегородок от 4,5 до 
6 лет (медиана возраста составила 5 лет). В группу срав-
нения включено 103 условно здоровых ребенка возрас-
том от 4 до 8 лет (медиана возраста составила 5 лет). 

У всех участников исследования проводился за-
бор крови на дооперационном этапе из локтевой вены 
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в пробирку, содержащую этилендиаминтетрауксусную 
кислоту (ЭДТА, Becton Dickinson Vacutainer, США). Да-
лее кровь аликвотировали по 700 мкл в пробирки 1,5 мл 
типа «Эппендорф» (Axygen, США) с плотно закрываю-
щимися крышками. Все образцы биологического мате-
риала маркировали соответствующим образом и храни-
ли при –80ºС до начала проведения исследования.

Выделение геномной ДНК проводили методом 
фенол-хлороформной экстракции. Выбор однонукле-
отидных полиморфных сайтов был обусловлен сле-
дующими критериями: локализация в генах GATA6 и 
NOTCH1, распространенность минорного аллеля по-
лиморфного сайта в популяции по данным HapMap 
более 5%, предполагаемые или доказанные послед-
ствия на молекулярном уровне и полное или почти 
полное отсутствие исследований, оценивающих роль 
того или иного SNP в предрасположенности к разви-
тию ВПС. Всего отобрано 2 полиморфных варианта ге-
нов GATA6 и NOTCH1. Генотипирование осуществля-
ли с помощью метода реал-тайм ПЦР с использовани-
ем TaqMan зондов (Thermo Fisher Scientific, США) по 
2 выбранным локусам: GATA6 (rs10454095) и NOTCH1 
(rs13290979) на детектирующем амплификаторе ViiATM 
7 RealTime PCR System (LifeTechnologies, США). 

Статистическую обработку полученных резуль-
татов проводили при помощи следующих программ: 
для оценки количественных показателей использова-
ли GraphPad Prism 7.0 (GraphPad Software, США), для 
проверки соответствия наблюдаемых частот геноти-
пов равновесному распределению Харди-Вайнберга и 
для поиска ассоциаций однонуклеотидных вариантов 
и вычисления отношения шансов и доверительного 
интервала – SNPstats (http://bioinfo. iconcologia.net/
SNPstats). Проверка выборки на нормальность рас-
пределения проводилась с помощью теста Колмого-
рова-Смирнова. Анализ межгенных взаимодействий 
осуществляли при помощи метода сокращения мно-
гофакторной размерности (Multifactor Dimensionality 
Reduction, MDR). Количественные показатели пред-
ставлены в виде медианы и процентилей 25 и 75, так 

как распределение не соответствовало нормальному. 
Ассоциацию генетических вариантов с наличием 
ВПС оценивали путем вычисления отношения шан-
сов (ОШ) и 95% доверительного интервала (ДИ). 
Различия считали статистически значимыми при 
p < 0,05.

Достоверность полученных данных оценивалась 
посредством повторного генотипирования 10% образ-
цов из общей выборки. Воспроизводимость результа-
тов составила 100%.

Результаты исследования

Распределение частот аллелей и генотипов изуча-
емых полиморфных вариантов генов GATA и NOTCH 
1 в исследуемых группах соответствовало равновесию 
Харди-Вайнберга. Проведен сравнительный анализ 
встречаемости генотипов GATA6 и NOTCH 1 в группе 
детей, имеющих ДМЖП и ДМПП, и в группе услов-
но-здоровых детей. Данный анализ не показал стати-
стически значимых различий (табл. 1). 

Исходя из гипотезы о том, что генетическая воспри-
имчивость к развитию заболеваний связана с сетью ге-
нов, каждый из которых вносит свой вклад в общий риск 
развития патологии, провели анализ межгенных связей 
при помощи программы MDR 3.2.0. Данная программа 
позволяет проводить одновременный анализ сразу не-
скольких полиморфных вариантов, выбирая только те 
комбинации, которые будут иметь наибольшую патоге-
нетическую значимость для развития патологии.

В результате установлена оптимальная двухлокус-
ная модель межгенного взаимодействия, которая ха-
рактеризуется высокой чувствительностью и воспро-
изводимостью (табл. 2). Графическое изображение 
полученной модели представлено на рис. 1.

Анализ межгенных взаимодействий позволил выде-
лить ряд протективных и рисковых сочетаний геноти-
пов, связанных с предрасположенностью к развитию 
дефектов перегородок и силу взаимодействия (доля 
вклада в энтропию) (рис. 2). 

Таблица. 1
Сравнительный анализ частоты встречаемости генотипов GATA6 и NOTCH 1

Генотипы
Дети с ДМЖП и ДМПП Условно-здоровые дети

χ2 p
OШ Дети с ДМЖП и ДМПП

n = 58 n = 103 знач. n = 58

NOTCH 1 rs13290979

A/A 34,48 30,10 0,23 0,25 0,661 0,352 – 1,264
A/G 34,48 49,51 0,894 0,461 – 1,762
G/G 17,24 18,45 1,185 0,364 – 4,712

GATA 6 rs10454095

C/C 43,10 53,40 0,88 0,34 1,630 0,824 – 3,104
C/T 36,21 38,83 0,991 0,534 – 1,836
T/T 6,90 5,83 1,053 0,457 – 2,505



ISSN 2310-0435 67

 

Обсуждение результатов

ВПС – группа заболеваний, сочетающих в себе 
разные причины возникновения, начиная от здоро-
вья матери и заканчивая генетической предрасполо-
женностью. В настоящее время актуальным является 
поиск биомаркёров, вовлеченных в патогенез данной 
врожденной аномалии. К вероятным механизмам раз-
вития ВПС можно отнести мутации в генах, кодиру-
ющих транскрипционные факторы, а также компо-
ненты сигнальных путей, имеющих большое значение 
в морфогенезе сердца. 

В проведенном исследовании оценивались два по-
лиморфных варианта генов GATA6, который относит-
ся к семейству транскрипционных факторов GATA, 
и NOTCH1, являющийся компонентом сигнального пу-
ти NOTCH. 

Ген GATA6 локализован на 18 хромосоме, как у мы-
шей, так и у людей. Высокий уровень экспрессии дан-
ного гена наблюдается в миокарде, эндокарде, нерв-
ном гребне и в гладкомышечных клетках. GATA6 игра-
ет первостепенную роль в росте популяции клеток, 
необходимых для развития внезародышевых тканей в 
бластоцисте [11]. 

Таблица 2
Значимая модель межгенного взаимодействия, изучаемых генов – кандидатов

Модель Bal. Acc. Tr. Bal. Acc. Test. Se. Sp. Cons. Pre.

GATA6 rs10454095 – NOTCH1 rs13290979 0,57 0,50 0,55 0,63 10/10 0,43

Примечание: Tr.Bal.Acc. – тренировочная сбалансированная точность, Test.Bal.Acc. – тестируемая сбалансированная точность, Se. – чувстви-
тельность; Sp. – специфичность, Cons. – повторяемость результата, Pre. – точность модели.

Рис. 1. Граф межгенных взаимодействий GATA6 и NOTCH1. Характер взаимодействия между GATA6 и NOTCH1 при формировании фенотипа 
характеризуется красным цветом – выраженный синергизм.

Рис. 2. Двухлокусная модель межгенных взаимодействий генов-кандидатов предрасположенности к развитию дефектов перерогородок. 
Правый столбик – группа детей с ВПС, левый столбец – условно-здоровых детей. Тёмно – серые ячейки соответствуют генотипам повышен-
ного риска, светло-серые ячейки – генотипам пониженного риска.
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При помощи программы Genotype – tissue expres-
sion (GTEx) рассмотрели взаимосвязь полиморфизма 
генов GATA6 и NOTCH1 с экспрессией данных генов в 
различных тканях. 

Показано, что уровень экспрессии гена GATA6 
в тканях сердца не зависит от генотипа полиморфизма 
rs10454095. Однако, взаимосвязи с экспрессией других 
генов в сердце ассоциаций не найдено. 

В ранее опубликованных зарубежными коллегами 
исследованиях показаны статистически значимые ас-
социации GATA6 с предрасположенностью к развитию 
ВПС. Так, Lin c соавторами методом секвенирования 
выявили миссенс-мутацию Ser184Asn в гене GATA6 у 
пациентов с тетрадой Фалло и дефектом межжелудоч-
ковой перегородки, которая приводит к нарушению 
экспрессии белка, что может влиять на развитие серд-
ца в эмбриональном периоде [12].

В исследовании Maitra с соавторами просеквениро-
ваны семь экзонов гена GATA6 у пациентов, имеющих 
различные фенотипы врожденных пороков сердца, а 
также условно-здоровых детей. Установлено два новых 
варианта, в A178V и L198V кодонах. Стоит отметить, 
что A178V – у пациента с дефектом атриовентрикуляр-
ной перегородки, а замена L198V обнаружена у паци-
ента с тетрадой Фалло [13]. 

Ген NOTCH1 кодирует белок трансмембранного 
рецептора NOTCH1, который является компонен-
том сигнального пути NOTCH. Сигнальный путь 
NOTCH обеспечивает локальное межклеточное вза-
имодействие, что является необходимым для орга-
нов, имеющих сложное строение. Особое значение 
данный сигнальный путь имеет при развитии атри-
овентрикулярного канала. В целом сигнальный путь 
NOTCH обеспечивает регуляцию роста, пролифера-
ции и апоптоза клеток во время органогенеза, а его 
нарушение может привести к врожденным патоло-
гиям плода [14].

Показано, что уровень экспрессии гена NOTCH1 
в тканях сердца не зависит от генотипа полиморфизма 
rs13290979. Однако взаимосвязи с экспрессией других 
генов в сердце ассоциаций не найдено. 

На сегодняшний день показаны статистически зна-
чимые ассоциации генов, кодирующих сигнальный 
путь NOTCH, с предрасположенностью к развитию 
двустворчатого аортального клапана [15]. Kerstjens-
Frederikse с соавторами в своем исследовании изучали 
мутации NOTCH1 у 428 пробандов с несиндромальны-
ми ВПС. Было выявлено 14 значимых мутаций, при-
чем стоит отметить, что частота данных мутаций у лиц 
с унаследованных ВПС выше по сравнению с ВПС, 
возникшими de novo [16]. Российские учёные [17] вы-
явили три мутации в гене NOTCH1: P1227S, D1267, 
E1305K, которые являются высоко патогенными и мо-
гут быть ассоциированы с развитием бикуспидального 
аортального клапана. 

Ещё в одном исследовании, посвященном изуче-
нию гена NOTCH1 у пациентов с тетрадой Фалло, ме-

тодом полноэкзомного секвенирования выявили му-
тации в данном гене у 6% пациентов [18]. 

В проведенном нами исследовании мы не получили 
статистически значимых различий по частоте встреча-
емости генотипов генов GATA6 и NOTCH1 у пациентов 
с ВПС, однако при анализе межгенных связей полу-
чены рисковые сочетания генотипов, которые могут 
быть связаны с предрасположенностью к развитию 
данной патологии. Однако для того чтобы подтвердить 
или опровергнуть связь данных генов с предрасполо-
женностью к развитию ВПС, необходимо провести 
дополнительные исследования, но уже на большей вы-
борке пациентов.

заключение

Таким образом, несмотря на отсутствие взаимос-
вязей генотипов отдельных полиморфных вариантов 
генов в исследуемой и контрольной группах, впервые 
получены статистически значимые различия при срав-
нении сочетаний генотипов всех исследуемых генов, 
ассоциированных с предрасположенностью к разви-
тию ВПС. Полученные нами данные внесут вклад в 
понимание патофизиологических механизмов разви-
тия ВПС, а также могут быть использованы для даль-
нейшей разработки прегравидарной панели оценки 
риска развития ВПС в последующих поколениях.
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