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КЛИНИЧЕСКАЯ ЭНДОКРИНОЛОГИЯ ORIGINAL STUDY

Роль молекулярно-генетических методов исследования 
в диагностике синдрома МакКьюна—Олбрайта—Брайцева
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Синдром МакКьюна—Олбрайта—Брайцева (МОБ) — редкое генетическое заболевание, в основе которого лежат сомати-
ческие мутации в гене GNAS. Клинические признаки заболевания включают пятна цвета «кофе с молоком», фиброзную 
дисплазию и гиперфункцию эндокринных желез. Соматический характер мутации определяет вариабельность проявлений 
синдрома: от легких форм с минимумом проявлений до тяжелых состояний с агрессивным течением. Потенциальная муль-
тикомпонентность синдрома МОБ обусловливает необходимость динамического наблюдения, включающего регулярный 
скрининг на возможные компоненты заболевания. Поэтому дополнительные уточняющие методы диагностики синдрома 
МОБ, особенно при его стертых вариантах, должны способствовать определению тактики ведения пациентов и частоты 
наблюдения и/или полному исключению диагноза. Одним из таких методов может служить молекулярно-генетическое 
подтверждение диагноза.
Цель исследования — определить ценность высокопроизводительного параллельного секвенирования (Next generation 
sequencing — NGS) и полимеразной цепной реакции (ПЦР) в режиме реального времени с использованием технологии 
детекции соматических мутаций TaqMan (competitive allele-specific TaqMan PCR, CAST-PCR) в диагностике соматических 
мутаций R201C и R201H в гене GNAS по ДНК, полученной из периферической крови.
Материал и методы. В исследование были включены пациенты с диагнозом синдром МОБ и пациенты с подозрением на 
него. Молекулярно-генетическое исследование мутаций R201C и R201H в гене GNAS по ДНК, выделенной из лейкоцитов 
периферической крови, выполнялось методами высокопроизводительного параллельного секвенирования (Next generation 
sequencing — NGS) и ПЦР в режиме реального времени с использованием технологии детекции соматических мутаций 
TaqMan (competitive allele-specific TaqMan PCR, CAST-PCR). На основании клинических данных пациенты были разделены 
на группы в зависимости от тяжести течения заболевания и от числа проявлений МОБ. Оценка результатов проводилась 
при сравнении частоты выявляемости молекулярно-генетических дефектов в сформированных группах пациентов.
Результаты. Молекулярно-генетическое исследование проведено 39 детям с синдромом МОБ и 6 детям, у которых диа-
гноз МОБ был под сомнением. Мутации гена GNAS R201C и R201H найдены у 16 (41%) из 39 пациентов с МОБ тяжелой 
и средней степени тяжести. У остальных пациентов с синдромом МОБ и у пациентов с подозрением на МОБ мутации 
выявлены не были.
Заключение. Методы NGS и CAST-PCR позволяют обнаруживать наличие мутантных аллелей R201C и R201H GNAS в об-
разцах ДНК, полученной из крови, в случае тяжелого и средней тяжести синдрома МОБ, но не могут быть рекомендованы 
для диагностики синдрома МОБ по образцам периферической крови у детей со стертыми проявлениями синдрома и по-
дозрением на этот диагноз.

Ключевые слова: синдром МакКьюна—Олбрайта—Брайцева, соматические мутации, высокопроизводительное параллель-
ное секвенирование, полимеразная цепная реакция в режиме реального времени, TaqMan.
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McCune-Albright syndrome (MAS) is a rare genetic disorder which is caused by somatic mutations in the GNAS gene. Clinical 
symptoms of MAS include café-au-lait skin pigmentation, fibrous dysplasia, and autonomous endocrine hyperfunction. Somatic 
character of the gene defects determines wide variety of syndrome manifestations, from mild forms with minimum presentation to 
severe conditions with aggressive course. Potential multicomponent form of the MAS syndrome necessitates the dynamic monitor-
ing, including regular screening for possible components of the disease. Therefore, additional methods specifying the diagnosis 
of MAS syndrome, especially of its suppressed forms, should facilitate selection of patient management strategy and monitoring 
rate and/or complete exclusion of the diagnosis. Molecular genetic verification of the diagnosis may be one of these methods.
Objective — the study was aimed at evaluating massive parallel sequencing (next generation sequencing, NGS) and real-time 
polymerase chain reaction using the TaqMan technique for detection of somatic mutations (competitive allele-specific TaqMan 
PCR, CAST-PCR) in the diagnosis of somatic mutations R201C and R201H in the GNAS gene based on DNA obtained from the 
peripheral blood.
Material and methods. The study included patients diagnosed with and suspected for MAS syndrome. Molecular genetic testing 
of R201C and R201H mutations in the GNAS gene based on DNA extracted from peripheral blood leukocytes was carried out by 
Next generation sequencing (NGS) and real-time polymerase chain reaction methods using the TaqMan technique for detection of 
somatic mutations (competitive allele-specific TaqMan PCR, CAST-PCR). Based on clinical data, patients were divided into groups 
depending on the severity of the disease and the number of MAS manifestations. The results were evaluated by comparing the rate 
of detected molecular genetic defects in the formed groups of patients. 
Results. Molecular genetic study included 39 children with MAS syndrome and 6 children with suspected MAS. R201C and 
R201H mutations in GNAS gene were detected in 16 patients with severe to moderate MAS 16 (41%) 39. No mutations were 
detected in other MAS patients and patients with suspected MAS. 
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Синдром МакКьюна—Олбрайта—Брайцева 

(OMIM 174800) — редкое мультикомпонентное ге-

нетическое заболевание. Оно названо в честь вра-

чей, впервые описавших его компоненты: в 1937 г. 

F. Albright и соавт. [1] и D. McCune и соавт. [2] опи-

сали пациентов с пятнами цвета «кофе с молоком»,

деформациями костей и периферическим прежде-

временным половым развитием. За 10 лет до этого

русским хирургом Брайцевым было впервые дано

подробное описание фиброзной дисплазии [3], в

связи с чем в русской транскрипции заболевание

носит и его фамилию. В дальнейшем было установ-

лено, что при синдроме МОБ эндокринная патоло-

гия не ограничивается гиперфункцией гонад, а мо-

жет быть представлена широким спектром проявле-

ний, включая гиперкортицизм, гиперсекрецию 

СТГ, тиреотоксикоз и гипофосфатемический рахит.

Соматический характер мутаций предполагался на

основании спорадического характера заболевания и

мозаицизма клинических проявлений, таких как

распределение пятен цвета «кофе с молоком» по ли-

ниям Блашко, отражающее наличие двух клеточных

популяций — с мутацией и без таковой [4]. Откры-

тие функций G-белка и генов, кодирующих его

субъединицы, позволило выявить причину заболе-

вания: активирующие мутации в гене GNAS (OMIM

139320) обусловливают конститутивную активность

стимулирующей субъединицы G-белка (Gas), что

проявляется автономной гиперфункцией органов и

ведет к развитию мультикомплексного заболевания.

Учитывая соматический характер мутаций, де-

текция их стандартной методикой полимеразной 

цепной реакции (ПЦР) с последующим секвениро-

ванием по Сэнгеру возможна в пораженных тканях, 

с высоким содержанием мутантных аллелей, тогда 

как эффективность этой методики при исследова-

нии образцов ДНК периферической крови крайне 

мала [5]. В большинстве случаев классическая триа-

да клинических признаков не оставляет сомнений в 

диагнозе, но при стертых формах, когда наличие 

синдрома МОБ сомнительно, эффективные методы 

детекции соматических мутаций GNAS могли бы 

значительно упростить дифференциальную диагно-

стику. Метод высокопроизводительного параллель-

ного секвенирования (NGS), позволяющий анали-

зировать последовательность ДНК в образцах с ма-

лым ее количеством, активно используется при де-

текции соматических мутаций [6, 7]. Метод ПЦР в 

режиме реального времени с использованием техно-

логии детекции соматических мутаций TaqMan 

(competitive allele-specifi c TaqMan PCR) также ока-

зался успешным при исследовании соматических 

мутаций по образцам с низким содержанием му-

тантных аллелей [8, 9]. Исходя из этого, представля-

лось возможным использование данных методов 

для поиска соматических мутаций в образцах ДНК 

периферической крови и пациентов с синдромом 

МОБ или с подозрением на него. Учитывая данные 

о сравнительной частоте встречаемости соматиче-

ских мутаций в 8 экзоне R201Н и R201C и 9 экзоне 

Q227L гена GNAS, молекулярно-генетическое ис-

следование было сосредоточено на детекции мута-

ций в «горячей точке» R201 этого гена [10, 13].

Цель исследования — разработка эффективных 

молекулярно-генетических методов верификации 

диагноза синдром МОБ.

Материал и методы
Проспективное одномоментное исследование 

включало следующие этапы: набор образцов пери-

ферической крови пациентов с синдромом МОБ и 

пациентов с подозрением на этот синдром; подго-

товку образцов к исследованию (выделение ДНК из 

лейкоцитов периферической крови пациентов); 

проведение эксперимента — детекция соматических 

мутаций R201C и R201H в гене GNAS по ДНК, полу-

ченной из периферической крови методами высо-

копроизводительного параллельного секвенирова-

ния (Next generation sequencing — NGS) и ПЦР в 

режиме реального времени с использованием техно-

логии детекции соматических мутаций TaqMan 

(competitive allele-specifi c TaqMan PCR, CAST- 

PCR); анализ полученных результатов и оценку эф-

фективности примененных методов исследования.

Критерием включения в группу пациентов с 

синдромом МОБ являлось наличие двух из трех 

классических признаков этого синдрома: пятна цве-

та «кофе с молоком» географической формы, эндо-

кринная гиперфункция, фиброзная дисплазия. 

Критерии исключения: отсутствие согласия со сто-

роны пациентов и/или родителей/официальных 

представителей, несоответствие качества получен-

ных образцов ДНК необходимым для выполнения 

эксперимента требованиям. В группу пациентов с 

подозрением на синдром МОБ были включены па-

циенты с одним его классическим признаком — де-

вочки с эпизодами влагалищных кровотечений и 

Conclusion. NGS and CAST-PCR methods can detect the presence of mutant alleles R201C and R201H of GNAS gene in DNA 
samples obtained from the blood in the case of severe to moderate MAS syndrome, but they cannot be recommended for MAS 
diagnosis based on the peripheral blood samples in children with mild signs of the syndrome or suspected diagnosis. 

Keywords: McCune—Albright syndrome, somatic mutations, massive parallel sequencing, real-time polymerase chain reaction.
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пациенты с фиброзной дисплазией в отсутствие 

других проявлений. Критерий исключения из дан-

ной группы: центральное преждевременное половое 

развитие (ППР).

Эксперимент выполнен в лаборатории молеку-

лярно-генетических исследований, оснащенной не-

обходимым оборудованием и условиями для выпол-

нения следующих этапов: выделение ДНК из образ-

цов периферической крови, определение концен-

трации ДНК, хранение образцов крови и ДНК, про-

ведение ПЦР, секвенирования, компьютерной об-

работки и анализа данных.

Образцы для исследования получали методом 

венепункции с забором проб крови в пробирки с 

ЭДТА.

В качестве конечных точек исследования оце-

нивали наличие/отсутствие мутантных аллелей в 

образцах периферической крови пациентов с син-

дромом МОБ, исследованных с помощью вышеопи-

санных методик.

Выделение ДНК. Выделение ДНК из образцов пе-

риферической крови выполнено набором PureLink 

Genomic DNA Mini Kit (Life Technologies K1820). 

Оценка концентрации ДНК в полученных образцах 

проводилась с помощью флуориметра Qubit 3.0 («Life 

Technologies», США) и спектрофотометра с регистра-

цией отношения поглощения при длинах волн 260 и 

280 нм. Образец считался чистым, если отношение 

значений 260/280 нм превышало 1,7.

Высокопроизводительное параллельное секве-

нирование (Next generation sequencing — NGS) вы-

полнено на платформе PGM (Personal Genome 

Machine) Ion Torrent («Life Technologies», США). 

После выделения геномной ДНК проводилась под-

готовка ДНК-библиотек. Методом ПЦР выполня-

лась амплификация геномной ДНК, охватывающей 

исследуемую последовательность локуса GNAS 
(chr20:57484398-57484647; hg19), включая нуклеоти-

ды от 598 to 711 (начиная со стартового ATG кодо-

на). Далее ПЦР-продукты ограничивали (фланки-

ровали) двумя адаптерами, один из которых предна-

значался для гибридизации на микросферах, другой 

был комплементарен секвенирующему праймеру. 

Полученные фрагменты библиотек амплифициро-

вались на микросферах методом эмульсионной 

ПЦР, что позволяло получать клоны единичных 

фрагментов ДНК на каждой микросфере. Затем ми-

кросферы погружались в лунки полупроводниково-

го микрочипа, где расшифровывалась последова-

тельность ДНК (секвенирование). Анализ результа-

тов проводился с помощью программ Torrent Suite 

(Ion Torrent). Для определения мутаций R201C и 

R201H анализировали глубину прочтений нормаль-

ных и мутантных нуклеотидов в положениях 

chr20:57484420 и chr20:57484421 соответственно с 

помощью программы VCFtools. Координаты соот-

ветствуют референсному геному человека hg19.

Детекция соматических мутаций осуществля-

лась с помощью ПЦР в режиме реального времени 

(real-time) с использованием технологии TaqMan, 

«Life Technologies, Inc» (CAST-TaqMan PCR). В ис-

следовании использовались аллель-специфические 

ДНК-зонды GNAS_27887_mu для детекции R201C 

(c.601C>T, p. Arg201Cys) и GNAS_27895_mu для де-

текции R201H (c.602G>A, p. Arg201 His), GNAS_rf 

(«Life Technologies», США). Приготовление реакци-

онных смесей (master-mixеs) проводилось согласно 

протоколу производителя при увеличенном количе-

стве исследуемой ДНК (рекомендованное произво-

дителем количество ДНК для смеси — от 10 до 20 нг, 

использованное количество ДНК — 50 нг); пробы 

распределяли на 96-луночной реакционной плашке 

для real-time-ПЦР-амплификатора StepOnePlus. Ус-

ловия для амплификации были установлены следу-

ющие: 95 °С в течение 10 мин, затем 5 циклов при 

температуре 92 °C по 15 с каждый, затем 1 мин при 

температуре 58 °С, 40 циклов по 15 с при температу-

ре 92 °C и затем 1 мин при 60 °C. Флуоресцентный 

сигнал регистрировался при последнем цикле ам-

плификации и анализировался с помощью прило-

жения Mutation Detector software v. 2.0 («Life 

Technologies», США) путем определения разницы в 

пороговых уровнях флуоресценции от проб с му-

тантной и референсной последовательностями 

GNAS (dCt = Ct mut — Ct ref). В соответствии с рас-

четами значения ΔCT, проведенными в экспери-

ментах производителем технологии TaqMan, обра-

зец считался содержащим мутацию при ΔCT (дельта 

порогового цикла) со значением менее 9,96.

Результаты NGS регистрировались и анализи-

ровались с помощью программы Torrent Suite (Ion 

Torrent Suite, «Life Technologies», США), а результа-

ты CAST-TaqMan-PCR — с помощью программы 

Mutation Detector software v. 2.0 («Life Technologies», 

США). Эффективность применяемых методик оце-

нивали по количеству положительных результатов в 

группах, сформированных на основании тяжести 

заболевания.

В группу пациентов с подозрением на синдром 

МОБ были включены пациенты с одним классиче-

ским признаком этого синдрома — девочки с эпизо-

дами кровотечений при исключенном центральном 

генезе ППР и пациенты с фиброзной дисплазией в 

отсутствие других проявлений.

У пациентов с синдромом МОБ определяли тя-

жесть заболевания в зависимости от проявлений. 

Было применено два подхода для разделения паци-

ентов на группы. Один из них основывался на тяже-

сти проявлений, второй — на количестве имевших-

ся проявлений.

Степень тяжести определяли по специально раз-

работанной шкале. Каждый признак оценивался в 

баллах от 1 до 5. Тяжелая степень устанавливалась 

при общей сумме баллов — 15 и более, средняя сте-
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пень тяжести — 5—15 баллов, легкая степень — ме-

нее 5 баллов (табл. 1).
При делении в зависимости от количества 

проявлений были сформированы три группы: А — 

пациенты с классической триадой и гиперфунк-

цией более чем одной эндокринной железы или 

дополнительным поражением других органов (с 

участием Gas — тахикардия при исключенном ти-

реотоксикозе); В — пациенты с классической три-

адой, включающей поражение одного эндокрин-

ного органа; С — пациенты с двумя признаками 

синдрома МОБ.

У всех пациентов или их законных представите-

лей было получено информированное согласие на 

участие в исследовании и публикации его результа-

тов. Этическая экспертиза проведена в локальном 

этическом комитете ФГБУ «Эндокринологический 

научный центр». Протокол ЛЭК от 22.10.14 г.

Размер выборки предварительно не рассчиты-

вался. Статистическая обработка полученных дан-

ных проводилась с использованием пакета стати-

стических программ Statistica 10. Для обобщения и 

сравнения данных, полученных в рамках выбороч-

ного исследования, использовались методы описа-

тельной непараметрической статистики.

Результаты
Обследованы 39 пациентов с синдромом МОБ и 

6 детей с диагнозом синдром МОБ, который был 

под сомнением (всего 10 мальчиков, 35 девочек). 

Мутации в гене GNAS R201C и R201H найдены у 16 

(41%) из 39 пациентов с синдромом МОБ. Мутация 

R201H при применении метода CAST-TaqMan-real 

time PCR была выявлена у 11 пациентов с синдро-

мом МОБ и подтверждена методом NGS у 6 пациен-

тов; мутация R201С была выявлена у 6 пациентов 

обоими методами. У всех детей с подозрением на 

синдром МОБ мутации выявлены не были. Резуль-

таты молекулярно-генетического исследования 

представлены в табл. 2.

Клинические проявления синдрома у пациентов 

варьировали от легких форм до выраженных муль-

тикомпонентных состояний тяжелого течения.

При оценке частоты выявляемости мутаций по 

группам было установлено, что с помощью приме-

ненных методов молекулярно-генетического анали-

за мутации R201H и R201C в GNAS выявлялись 

практически у всех пациентов с тяжелым течением 

(88%) и более чем у половины пациентов со средней 

тяжестью течения (53%). При разделении пациен-

тов на группы в  зависимости от количества имею-

щихся проявлений не было получено значительной 

разницы между группами А и В: 64% мутаций найде-

но у пациентов с мультигормональной гиперфунк-

цией, в 50% случаев выявлены мутации у пациентов 

с классической триадой. Данные о результатах ис-

следования среди разных групп пациентов пред-

ставлены в табл. 3 и 4.

Обсуждение
Активация G-белка, происходящая в норме при 

связывании лиганда с рецептором, ведет к замене 

гуанозиндифосфата (ГТФ) в комплексе G-белка 

βγα
s
-ГДФ на ГТФ. Комплекс Gas-ГТФ запускает 

каскад внутриклеточного сигнала от рецептора к 

ядру клетки. После активации следующего звена ка-

скада (аденилатциклазы) Gαs-ГТФ вновь заменяет-

ся на неактивный комплекс βγα
s
-ГДФ, причем фер-

ментом, обладающим ГТФ-азной активностью, яв-

ляется сама субъединица Gαs [10]. C. Landis и соавт. 

[11] впервые показали, что замена аргинина на ци-

стеин или гистидин в позиции 201 GNAS ведет к по-

тере этой ГТФазной активности. К такому же эф-

фекту приводит замена глицина в 227 положении 

GNAS на лейцин, аргинин, лизин или гистидин, 

хотя она описана только при изолированных вари-

антах фиброзной дисплазии [12—14]. В результате 

возникает конститутивная активация Gas с некон-

тролируемым образованием внутриклеточного 

цАМФ, проявляющаяся автономной гиперфункци-

ей органов-мишеней.

Определение соматических мутаций GNAS в об-

разцах пораженных органов у пациентов с синдро-

мом МОБ ведется уже более 25 лет [15]. За эти годы 

были установлены «горячие точки» в последова-

тельности GNAS, обусловливающие синдром МОБ, 

и появилась возможность использования молеку-

лярно-генетического исследования для подтверж-

дения диагноза, хотя, по-прежнему, наиболее до-

стоверным материалом для исследования остаются 

фрагменты пораженных тканей, где детекция мута-

ций не представляет затруднений в силу большой 

концентрации мутантных аллелей. В течение по-

следних 10 лет разрабатываются методы, позволяю-

щие выявлять мутации в GNAS при исследовании 

ДНК периферической крови. Один из первых таких 

методов был разработан G. Candeliere и соавт. [16], 

он заключался в проведении гнездовой ПЦР с ис-

пользованием специфических эндонуклеаз, препят-

ствующих амплификации с аллелей дикого типа.

В нашем исследовании были использованы тех-

нологии, успешно применяющиеся для детекции 

соматических мутаций при злокачественных обра-

зованиях. Новые технологии усовершенствовали 

метод Сэнгера, позволив секвенировать одновре-

менно тысячи молекул ДНК и тем самым сделать 

доступным детекцию мутаций при малой концен-

трации мутантных аллелей в образце. Существуют 

данные об эффективном применении NGS для де-

текции мутаций по ДНК периферической крови у 

пациентов с синдромом МОБ на небольших группах 

пациентов [17]. Аллельспецифическое секвениро-
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Таблица 1. Критерии тяжести течения синдрома МОБ

Признак Описание признака Балл

Наличие пятен цвета 

«кофе с молоком»

Пятна цвета «кофе с молоком» неправильных очертаний («географические»), любой локализа-

ции и размеров

1

Фиброзная дисплазия 

(ФД)

ФД без деформаций, переломов и кистозных очагов, угрожаемых по переломам 1

ФД с кистозными очагами в местах, угрожаемых по переломам 2

Переломы или деформации после 6 лет 3

Переломы или деформации 3—6 лет 4

Переломы до 3 лет 5

ФД черепа с деформациями, но без сужения каналов зрительных нервов 2

ФД черепа с деформациями черепа и сужением каналов зрительных нервов, без нарушения но-

сового дыхания, без значимых эстетических дефектов

3

ФД черепа с деформациями черепа и сужением каналов зрительных нервов с нарушением 

функции дыхания, слуха, эстетическими дефектами, без нарушения зрительной функции

4

ФД черепа с сужением каналов зрительных нервов с нарушением зрительной функции 5

Гиперкортицизм Наличие синдрома Кушинга 5

Течение синдрома Кушинга потребовало адреналэктомии 5

Гиперсекреция СТГ Гиперсекреция СТГ с SDS ИФР1 >1,5 в сочетании с ФД черепа, терапия аналогами сандоста-

тина неэффективна и/или прогрессирующее увеличение аденомы гипофиза

5

Гиперсекреция СТГ с SDS ИФР1 >1,5 в сочетании с ФД черепа, требуется увеличение дозы 

аналога сандостатина, и/или наличие аденомы гипофиза

4

Гиперсекреция СТГ с SDS ИФР1 >1,5 с очагами ФД черепа, эффективно лечение аналогами 

соматостатина в минимальной дозе 10 мг/мес

3

Гиперсекреция СТГ с SDS ИФР1 > 1,5 без очагов ФД черепа. Терапия аналогами сандостатина 

не требуется

2

Гиперсекреция СТГ без очагов ФД с SDS ИФР <1,5. Терапия аналогами сандостатина не тре-

буется

Патология щитовидной 

железы

Тиреоидэктомия, выполненная в связи с тиреотоксикозом, не поддающимся медикаментозно-

му лечению, либо в связи с прогрессирующим зобом

5

Тиреотоксикоз, медикаментозно компенсированный 4

Выраженные морфологические изменения щитовидной железы без нарушения функции, про-

грессирующие

3

Выраженные морфологические изменения щитовидной железы без нарушения функции, не 

прогрессирующие или при неизвестной степени прогрессии

2

Начальные изменения щитовидной железы (нарушения эхоструктуры, эхогенности без узло-

вых образований)

1

Фосфорный обмен Гипофосфатемия, гиперэкскреция фосфора с мочой с рентгенологическими признаками де-

фицита фосфора

4

Выраженная гипофосфатемия, гиперэкскреция фосфора с мочой без рентгенологических при-

знаков дефицита фосфора

3

Умеренная гипофосфатемия, гиперэкскреция фосфора с мочой без рентгенологических при-

знаков дефицита фосфора

2

Периферическая ППР 

(пППР)

пППР с персистирующими кистами, потребовавшими овари- или цистэктомии — 5 баллов 5

пППР с прогрессирующим ускорением роста и костного возраста 4

пППР с опережением роста более 2 SDS без ускорения роста и костного возраста в динамике 3

пППР без выраженного ускорения роста и костного возраста 2

Макроорхидизм Макроорхидизм с микролитиазом и/или кистами тестикул 3

Макроорхидизм без нарушения структуры тестикул 2

Тахикардия Тахикардия с выраженными морфофункциональными нарушениями сердечно-сосудистой си-

стемы (гипертрофия сердца, клинически значимые нарушения гемодинамики)

4

Тахикардия с прогрессирующими морфофункциональными нарушениями сердечно-сосуди-

стой системы (гипертрофия сердца, клинически незначимые нарушения гемодинамики)

3

Тахикардия с начальными морфофункциональными нарушениями сердечно-сосудистой си-

стемы (начальные признаки гипертрофии ЛЖ без нарушений гемодинамики)

2

Тахикардия без морфофункциональных нарушений сердечно-сосудистой системы 1
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Таблица 2. Результаты молекулярно-генетического исследования

R201H R201C

deltaCT RealTime NGS deltaCT RealTime NGS

10,85 — — 7,18 + +

11,42 — — 15,01 — —

8,95 — — 14,87 — —

10,53 — — 11,96 — —

4,32 + + 7,31 — —

5,53 + + 17,51 — —

20,16 — — 14,58 — —

19,20 — — 14,86 — —

12,70 — — 14,83 — —

13,19 — — 21,87 — —

13,20 — — 14,72 — —

10,17 — — 17,69 — ?

11,41 — — 18,39 — ?

13,28 — — 16,52 — —

12,76 – – 9,67 + +

14,61 — — 20,67 — —

8,26 + + 15,14 — —

13,45 — — 23,32 — —

5,00 + + 16,13 — —

14,37 — — 14,63 — —

18,07 — — 15,07 — —

6,93 + + 20,01 — —

15,61 — — 20,74 — —

6,53 + + 17,56 — —

18,99 — — 8,10 + +

17,62 — — 20,08 — —

13,82 — — 14,02 — —

11,47 — — 7,75 + +

12,36 — — 10,77 + +

10,27 — — 14,71 — —

8,56 + Не проведено 15,64 — —

10,01 — — 21,13 — —

8,51 + Не проведено 20,60 — —

7,29 + Не проведено 14,30 — —

18,94 — — 16,35 — —

11,36 — — 14,96 — —

3,43 + Не проведено 17,95 — —

11,53 — — 18,12 — —

12,39 — — 15,32 — —

7,33 + Не проведено 15,72 — —

10,94 — — 12,61 — —

14,37 — — 16,31 — —

14,70 — — 17,71 — —

17,83 — — 19,91 — —

15,04 — — 16,36 — —

13,48 — — 16,85 — —

15,88 — — 15,41 — —

12,87 — — 15,91 — —

16,61 — — 16,90 — —

12,54 — — 15,34 — —

15,50 — — 19,78 — —

12,33 — — 20,15 — —

14,46 16,58
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вание с применением технологий TaqMan, препят-

ствуя амплификации аллелей дикого типа и обеспе-

чивая увеличение копий только мутантных аллелей, 

также позволяет выявлять мутации при их низкой 

концентрации в образце, что позволило включить в 

эксперимент и этот метод.

Мы оценивали возможность применения мето-

да для диагностики синдрома МОБ в сомнительных 

случаях, когда критериев для постановки диагноза 

недостаточно. Поэтому представлял интерес анализ 

выявляемости мутаций по группам в зависимости от 

тяжести течения заболевания. С этой целью была 

разработана балльная система оценки тяжести со-

стояния, учитывающая все проявления синдрома. 

Полученные результаты свидетельствуют об эффек-

тивности примененных методов в случаях тяжелого 

течения у 7 (88%) из 8, когда имеется не просто 

мультикомпонентность, но интенсивная гипер-

функция эндокринных желез, приводящая к инва-

лидизации пациента, либо имеет место высокий 

риск жизнеугрожающих осложнений. Очевидно, 

что мутации были выявлены у пациентов с доста-

точно высоким содержанием мутантных аллелей в 

образцах ДНК периферической крови, причем их 

содержание не зависело от числа вовлеченных в 

процесс органов. Этому соответствуют результаты 

проведенного исследования: у 9 (64%) из 14 выявля-

емости среди пациентов с мультиэндокринными 

формами в составе триады, у 7 (50%) из 14 среди па-

циентов с моноэндокринной гиперфункцией в со-

ставе триады, а также данные S. Narumi и соавт. [17] 

об отсутствии связи между количеством имеющихся 

признаков синдрома МОБ и частотой выявляемости 

мутаций.

Несмотря на принципиальную эффективность 

примененных методов, необходимо дальнейшее их 

совершенствование для улучшения результатов де-

текции соматических мутаций. При проведении 

NGS повысить чувствительность метода способно 

использование пептид-нуклеиновых кислот (PNA), 

препятствующих амплификации с аллелей дикого 

типа, хотя в целом порог чувствительности повыша-

ется незначительно: наименьший процент содержа-

ния мутантных аллелей в образце для NGS — 0,03%, 

тогда как для NGS-PNA — 0,01% [17]. Повысить эф-

фективность аллель-специфического TaqMan PCR 

при детекции мутаций у пациентов с синдромом 

МОБ может комбинация с COLD-ПЦР (co-

amplifi cation at lower denaturation temperature-PCR), 

при которой селективная амплификация мутантных 

аллелей становится возможной за счет денатурации 

при более низкой температуре [18]. Методы разли-

чаются в подходах, в типе используемой ПЦР, но в 

целом все технологии по детекции соматических 

мутаций в образцах с низким содержанием мутант-

ных аллелей основаны на принципе подавления ам-

плификации с аллелей дикого типа и увеличения 

мутантных копий. Только в этом случае выявление 

мутации может быть успешным.

Заключение
Молекулярно-генетическая верификация сома-

тических мутаций при исследовании ДНК перифе-

Таблица 3. Количественные данные о пациентах с проведенным молекулярно-генетическим исследованием, разделенных на группы 
по степени тяжести

Степень тяжести
Число пациентов с данной формой 

течeния заболевания

Число пациентов с найденной мутацией, 

абс. (%)

Тяжелая 8 7 (88) из 8

Средней тяжести 17 9 (53) из 17

Легкой степени 1 0 (0)

Синдром МОБ под сомнением 6 0 (0)

Таблица 4. Количественные данные о пациентах с проведенным молекулярно-генетическим исследованием, разделенных по груп-
пам в зависимости от количества имеющихся проявлений

Степень тяжести
Число пациентов с данной 

формой заболевания

Число пациентов с найденной мутацией 

с указанием процентов 

от общего числа пациентов, абс. (%)

А — пациенты с классической триадой и мультигор-

мональной гиперфункцией

14 9 (64) из 14

В — пациенты с классической триадой (пятна цвета 

«кофе с молоком», ФД, поражение одного органа эн-

докринной системы)

14 7 (50) из 14

С — пациенты с двумя признаками синдрома МОБ 11 0 (0)

Синдром МОБ под сомнением 6 0 (0)

КЛИНИЧЕСКАЯ ЭНДОКРИНОЛОГИЯ DOI: http://dx.doi.org/10.14341/probl2017636360-368 

ПРОБЛЕМЫ ЭНДОКРИНОЛОГИИ 2017;63(6):360-368



367

рической крови затруднительна в силу низкой кон-

центрации мутантных аллелей вне пораженных ор-

ганов. Тестирование различных методов на больших 

группах пациентов позволяет прогнозировать их по-

лезность в качестве вспомогательного диагностиче-

ского инструмента. Использованные ранее методы 

свидетельствуют об эффективности в 70—100%, од-

нако исследования отличались малой выборкой па-

циентов (до 16 образцов ДНК периферической кро-

ви) [9, 16, 17]. Наше исследование выполнено на 

большей группе пациентов, и эффективность мето-

дов детекции оценивали в зависимости от тяжести 

течения и количества признаков заболевания. Ме-

тоды высокопроизводительного параллельного сек-

венирования (Next generation sequencing — NGS) и 

ПЦР-real-time с использованием технологии детек-

ции соматических мутаций TaqMan (CAST-PCR) 

позволяют обнаруживать наличие мутантных алле-

лей R201C и R201H GNAS в образцах ДНК, получен-

ной из крови, в случае тяжелого и средней тяжести 

синдрома МОБ. Однако эти методы не могут быть 

рекомендованы для диагностики синдрома МОБ по 

образцам периферической крови у детей со стерты-

ми проявлениями и подозрением на этот диагноз. 

Требуется дальнейшее изучение возможностей по-

вышения чувствительности детекции соматических 

мутаций по образцам ДНК периферической крови.
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