
8 МЕДИЦИНСКАЯ ГЕНЕТИКА. 2020. №6

Результаты использования технологии  
молекулярно-генетической диагностики  

туберозного склероза
Аношкин К.И.1, Карандашева К.О.1, Алексеева Е.А.1,2, Кузнецова Е.Б.1,2,  
демина Н.А.1, Гусева д.М.1, Танас А.С.1, Залетаев д.В.1,2, Стрельников В.В.1

1 — ФГБНУ «Медико-генетический научный центр имени академика Н.П. Бочкова»
 115522, г. Москва, ул. Москворечье, 1 

2 — Первый Московский государственный медицинский университет им. И.М. Сеченова МЗ РФ, 
119991, г. Москва, ул. Трубецкая, д.8, стр.2. 

Проведено комплексное молекулярно-генетическое обследование пациентов с диагнозом туберозный склероз. Комплекс 
включает высокопроизводительное параллельное секвенирование с глубоким покрытием для выявления точковых мута-
ций и инделов, MLPA для выявления протяженных делеций и секвенирование по Сэнгеру. В выборке из 202 пациентов мута-
ции найдены в 96,5% случаев; из них точковые мутации и инделы − в 93,3%, а протяженные делеции − в 6,7%. В 5,9% были 
найдены мутации с низкой аллельной представленностью (мозаицизм). 
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A comprehensive molecular genetic examination of patients with diagnosis of tuberous sclerosis was carried out. The complex 
includes NGS with deep sequencing for detecting point mutations and indels, MLPA for identification of extended deletions, and 
Sanger sequencing. Mutations was found in 96,5% cases from 202 samples. Point mutation and indels were found in 93,3% cases, 
extended deletions were found in 6,7%. Mutations with low allelic representation were found in 5,9%. 
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Туберозный склероз (ТС) − орфанное заболевание 
с частотой 1 на 10 000 человек, со 100% пенетрант-
ностью и вариабельной экспрессивностью даже 

у носителей одинаковых мутаций в семьях.  Причиной 

возникновения ТС являются молекулярно-генетиче-
ские изменения в генах TSС1 и TSC2. Они включают в 
себя точковые мутации и инделы (>90% случаев), а так-
же протяженные делеции. Наиболее часто мутации фик-



9МЕДИЦИНСКАЯ ГЕНЕТИКА. 2020. №6

ISSN 2073-7998  МЕДИЦИНСКАЯ ГЕНЕТИКА. 2020. №6

сируются в гене TSC2 − в 70% случаев, а в 30% случаев −  
в TSC1 [1]. Примерно в 9−15% случаев пациенты с яв-
ными фенотипическими проявлениями ТС являются 
носителями мозаичных мутаций или глубоких интрон-
ных вариантов, что усложняет выявление молекуляр-
но-генетических причин [2]. Как итог, вовлеченность 
двух генов, разнообразие представленных типов мута-
ций, отсутствие явных “горячих точек”, а также нали-
чие мозаичных форм делают диагностику ТС трудоем-
кой и финансово затратной. Применение таких мето-
дов как высокопроизводительное параллельное 
секвенирование (ВПС) с глубоким покрытием, мульти-
плексная амплификация лигированных зондов (MLPA) 
и секвенирование по Сэнгеру позволяет более эффек-
тивно и экономично выявлять молекулярно-генетиче-
скую причину ТС, что способствует объективному про-
ведению медико-генетического консультирования. 

Материалы и методы 

Исследование проведено на материале ДНК лим-
фоцитов периферической крови 202 пациентов с кли-
ническим диагнозом ТС.  Выделение ДНК проводили 
согласно стандартному протоколу фенол-хлороформ-
ной экстракции. Секвенирование библиотек фрагмен-
тов ДНК проводили на секвенаторе Ion S5 согласно 
протоколу производителя (Thermo Fisher, USA). Ана-
лиз протяженных делеций генов TSC1 и TSC2 осущест-
вляли с использованием MLPA согласно протоколу 
производителя (MRC Holland, Netherlands). Подтверж-
дение найденных однонуклеотидных замен и инделов 
проводили методом секвенирования по Сэнгеру. 

Результаты и обсуждение 

В результате применения комплексного подхода 
[3], молекулярно-генетические изменения у пациен-
тов с ТС выявлены в 195/202 случаев (96,5%), из них 
методом ВПС выявлено 93,3% мутаций (182/195), ме-
тодом MLPA − 13 протяженных делеций (6,7%). Боль-
шинство мутаций обнаружены в гене TSC2 − 72,8%, 
и 23,8% − в гене TSC1. 

Наиболее частый тип мутаций в гене TSC1 − нон-
сенс-мутации (41,7%) и инделы  (37,5%), тогда как в ге-
не TSC2 − миссенс-мутации (30,6%) и инделы (32,6%). 
Миссенс-мутации в гене TSC1 зафиксированы в 14,6% 
случаев. Мутации в сайте сплайсинга в генах TSC1 
и TSC2 наблюдались в 4,2 и 12,9%.  Сравнение иссле-
дуемой выборки с выборкой, основанной на базе дан-
ных LOVD [1], выявило статистически значимое раз-
личие представленности типов мутаций в гене TSC1. 
В нашей выборке чаще встречаются миссенс-мутации 
(4,4% и 16,7% соответственно) и реже − мутации в сай-
те сплайсинга (11,7 и 4,2% соответственно). 

Протяженные делеции в исследуемой выборке за-
фиксированы в 2,8% и 8% в гене TSC1 и TSC2 соответ-
ственно, что отличается от данных LOVD (в TSC2 5%, 
из них 4,5% делеций затрагивают часть гена, а 0,5% − 
весь ген TSC2). В исследуемой выборке 4% протяжен-
ных делеций затрагивают часть гена TSC2, а осталь-
ные 4% - весь ген.  

Распределение мутаций в генах TSC1 и TSC2 яв-
ляется неравномерным [1]. В гене TSC1 наибольшее 
количество мутаций фиксируется в 15−18 экзонах, 
а в гене TSC2 − в 17, 33, 34 и 41 экзонах. Накопление 
мутаций в экзонах 15 и 34 генов TSC1 и TSC2 соответ-
ственно, является закономерным, так как они явля-
ются наибольшими среди экзонов исследуемых генов 
− 558 и 487 п.н., соответственно. Мы подтвердили ра-
нее описанные неравномерность и характер плотности 
распределения мутаций; отличие наблюдается лишь 
в экзонах 24 и 25 гена TSC2 (большее количество мута-
ций) и в экзоне 34 этого же гена (отсутствием мутаций).

Применяемый алгоритм диагностики ТС также по-
зволил выявить 12 случаев (5,9%) с низкой представлен-
ностью патогенного аллеля с наиболее низким значе-
нием 0,6%. Согласно международным исследованиям, 
в 9−15% случаев молекулярно-генетические причины 
так и оставались невыявленными [2]. В нашем иссле-
довании применяемая технология позволила повысить 
выявляемость мозаичных мутаций, тем самым снизить 
долю невыявленных причин до 3,5% (7/202). 

Подытоживая, разработанная нами технология мо-
лекулярно-генетической диагностики ТС позволила вы-
явить молекулярно-генетические причины у пациентов 
с ТС в 96,5% случаев, что показывает её эффективность. 
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