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Полноэкзомное секвенирование: принципы и диагностические 
возможности
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Диагностика заболеваний генетической природы нередко представляет непростую задачу. В частности, многие бо-
лезни встречаются с настолько низкой частотой, что далеко не все врачи знакомы с их клиническими проявлениями. 
Кроме того, даже если предварительный диагноз удается установить, поиск патогенных мутаций может быть крайне 
затруднен вследствие высокой генетической гетерогенности; более того, во многих случаях первичный дефект неиз-
вестен. Недавно разработанные технологии высокопроизводительного секвенирования (секвенирования нового по-
коления, Next Generation Sequencing, или NGS) позволяют преодолеть эти трудности. Если ранее генетическое тести-
рование сводилось к расшифровке последовательности одного или в лучшем случае нескольких генов, в настоящее 
время появилась возможность широкомасштабного анализа генетической информации. Одной из наиболее популяр-
ных разновидностей NGS является полноэкзомное секвенирование (ПЭС), позволяющее одномоментно расшифровать 
структуру кодирующих последовательностей (экзонов) всех известных генов. Поскольку большинство патогенных 
мутаций затрагивает именно экзоны, такой подход открывает блестящие перспективы в области ДНК-диагностики 
наследственных заболеваний. Несмотря на то, что технология ПЭС существует всего несколько лет, ее использование 
позволило выяснить причины более 150 генетических синдромов. В настоящем обзоре обсуждаются общие принципы 
полноэкзомного секвенирования, а также основные направления применения данной технологии в медицине.
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Diagnostics of genetic diseases in clinical routine often presents a challenge. In particular, most of hereditary diseases 
are exceptionally rare and therefore unfamiliar to practicing physicians. Furthermore, even if the diagnosis of a particular 
genetic condition appears convincing on the level of clinical evidence, the causative mutation often remains unknown due 
to limitations in DNA testing procedures. Recently developed high-throughput sequencing technologies (Next Generation 
Sequencing, NGS; synonym: massive parallel sequencing) provide a breakthrough in medical genetics. While in the past ge-
netic testing was limited to a single gene or, at best, to a small number of genes, NGS is compatible with a large-scale DNA 
analysis. One of the most popular applications of NGS is whole exome sequencing (WES), which allows simultaneous reading 
of coding sequences (exons) of all known genes. Although this technology exists only for a few years, its use has already led 
to discovery of the causes of more than 150 genetic syndromes. Furthermore, WES may be recommended for the use in clini-
cal routine for selected patients with orphan disease, especially for the families with multiple affected relative. It is likely 
that WES will become a powerful screening tool in the near future. This review discusses general principles of WES as well 
as the applications of this technology in medicine.
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Появление высокопроизводительного секвени-
рования нового поколения (Next Generation Sequen
cing, NGS) привело к революционному расширению 
возможностей ДНК-диагностики. Если ранее гене-
тическое тестирование было, как правило, ориен-
тировано на единичные гены, то в настоящее время 

стала реальной единовременная оценка состояния 
всего генома.

Термин NGS объединяет различные подходы 
к  крупномасштабной расшифровке генетической 
информации. Помимо собственно технологии сек-
венирования, методы NGS отличаются по  объему 
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выполняемого анализа. Так, полногеномное секве-
нирование подразумевает прочтение практически 
всей геномной ДНК, включая некодирующие после-
довательности. Таргетное секвенирование, напро-
тив, позволяет сконцентрировать усилия на анализе 
определенного набора диагностически значимых 
генов. Наконец, полноэкзомное секвенирование 
(ПЭС) основано на  оценке всех кодирующих по-
следовательностей генома. Именно последний под-
ход, по-видимому, обладает наибольшими перспек-
тивами.

Несмотря на то, что суммарная протяженность эк-
зонов, то есть участков ДНК, кодирующих белки, со-
ставляет всего 1 % генома, известно, что подавляю-
щее большинство мутаций, имеющих медицинскую 
значимость, локализуется именно в  экзонах  [11]. 
Исходя из этого, для решения диагностических за-
дач более дешевое экзомное секвенирование имеет 
преимущества перед геномным. С  экономической 
точки зрения альтернативой может служить созда-
ние диагностических панелей (мультигенное тар-
гетное секвенирование). Однако такой подход под-
разумевает, что все гены, мутации которых связаны 
с риском развития интересующего нас заболевания, 
уже известны. Полноэкзомное секвенирование ли-
шено данного ограничения, поскольку оно не толь-
ко позволяет выявлять дефекты известных генов, 
но и предоставляет шансы открытия новых генети-
ческих элементов, вызывающих болезни. Совмещая 
в  себе диагностические и  исследовательские воз-
можности, эта технология становится важнейшим 
инструментом изучения наследственной патологии.

Принципы полноэкзомного 
секвенирования

Следует заметить, что процедура высокопроиз-
водительного секвенирования параллельно разраба-
тывалась различными компаниями (Illumina, Roche, 
Life Technologies), каждая из  которых предлагает 
собственные технологические решения. В  любом 
случае методика подразумевает одновременное сек-
венирование миллионов коротких фрагментов ДНК 
с последующей «сборкой» индивидуальных прочте-
ний в геном или экзом.

Главной чертой, отличающей экзомное секвени-
рование от других видов NGS, является предвари-
тельное обогащение ДНК в отношении кодирующих 
последовательностей. Таким образом, методика 
ПЭС включает несколько общих этапов: подготовку 
библиотеки, обогащение, секвенирование и биоин-
форматическую обработку данных (рис. 1).

В настоящее время наиболее популярным явля-
ется полноэкзомное секвенирование на  платформе 
фирмы Illumina. Согласно ее протоколу ДНК фраг-
ментируется на  короткие кусочки (300–600 пар 
оснований), к  которым пришиваются адаптеры  — ​
нуклеотидные последовательности, необходимые 
для заякоривания на микрочипе и начала процесса 
секвенирования. Этот этап называется подготовкой 
библиотеки.

Обогащение по  кодирующей последовательно-
сти достигается посредством гибридизации ДНК 
с  биотинилированными зондами, специфичными 
к  экзонам. Фрагменты ДНК, связавшиеся с  зонда-
ми, осаждаются на магнитных частицах, покрытых 

Рис. 1.	Основные этапы полноэкзомного секвенирования
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стрептавидином, и  затем используются для секве-
нирования, а прочие (несвязавшиеся) участки уда-
ляются.

Следующие этапы анализа осуществляются не-
посредственно в приборе (секвенаторе), в который 
помещается стеклянный микрочип. На его поверх-
ности фиксированы олигонуклеотиды, последова-
тельность которых комплементарна адаптерам, на-
ходящимся на концах фрагментов ДНК. Связывание 
олигонуклеотидов с  адаптерами инициирует про-
ведение так называемой «мостиковой» ПЦР, в  ре-
зультате которой генерируется огромное количество 
кластеров, или ДНК-клонов.

Размноженные таким образом фрагменты ДНК 
далее подвергаются секвенированию посредством 
синтеза. Оно начинается с  добавления прайме-
ра, комплементарного адаптеру на  одном из  кон-
цов фрагмента; отжиг праймера позволяет ДНК-
полимеразе проводить присоединение нуклеотидов. 
Встраивание нуклеотида, комплементарного матри-
це, вызывает изменение уровня флуоресцентного 
сигнала. Последовательное считывание флуорес-
ценции от каждого встроившегося в цепь нуклеоти-
да дает возможность определить состав короткого 
фрагмента ДНК. В итоге прибор переводит флуорес-
центный сигнал на язык букв (нуклеотидов), проду-
цируя большое число индивидуальных прочтений, 
которые затем сопоставляются с референсным гено-
мом человека. Выявленные отличия подвергаются 
аннотации  — ​оценке их влияния на  аминокислот-
ную последовательность.

В среднем, в результате секвенирования экзома 
обнаруживается около 20 000 генетических вари-
аций [6]; далее они подвергаются фильтрации, за-
дачей которой является отсеивание нейтральных 
вариантов, не обладающих функциональной значи-
мостью. Этот этап представляет наибольшие слож-
ности, поскольку эффект многих генетических ва-
риантов в  отношении функции белка неясен. Для 
успешного выявления искомых патогенных мута-
ций необходимо тесное взаимодействие врача-ге-
нетика и специалистов в области биоинформатиче-
ской обработки данных.

Применение в медицине
За относительно недолгое время своего суще-

ствования ПЭС убедительно продемонстрировало 
свою эффективность в  установлении причин ге-
нетических заболеваний [6, 10, 11, 16]. В  первую 
очередь речь идет о  болезнях, наследование кото-
рых подчиняется законам Менделя. В  таких слу-
чаях наиболее понятна логика поиска патогенных 
мутаций: выявленное повреждение должно при-
сутствовать у больных и отсутствовать у здоровых 

членов семьи. Всего за несколько лет практическо-
го применения (2009–2014) экзомное секвенирова-
ние позволило обнаружить более 150 новых генов, 
причастных к  развитию редких генетических син-
дромов [13], и список открытий продолжает посто-
янно пополняться. Технологический прорыв привел 
к существенному обогащению представлений о не-
которых заболеваниях, этиология которых ранее 
была неясна: в частности, удалось выявить редкие 
мутации, приводящие к  возникновению шизофре-
нии и расстройствам аутистического спектра [2, 15].

ПЭС с  успехом применяется для диагностики 
наследственных опухолевых синдромов [17], эндо-
кринопатий [4], неврологических заболеваний [7, 9] 
и первичных иммунодефицитов [3, 12]. Обсуждает-
ся также целесообразность использования ПЭС для 
неонатального скрининга [5].

Применение полноэкзомного секвенирования 
наиболее оправдано в  двух ситуациях  — ​при диа-
гностике редких (орфанных) заболеваний, а  также 
при ДНК-тестировании в случае болезней, облада-
ющих высокой генетической гетерогенностью.

Число нозологических форм орфанных болезней 
достигает 6000–7000, и большинство из них имеет 
генетическую природу. Есть данные, что около по-
ловины пациентов, несмотря на  огромный объем 
проведенных исследований, так никогда и не полу-
чает конкретного диагноза [14]. Этот факт связыва-
ют с высокой гетерогенностью и атипичной симпто-
матикой более или менее известных заболеваний, 
а также недостаточным знакомством врачей со мно-
гими видами редкой патологии. Экзомное секвени-
рование дает возможность поиска «без гипотезы», 
то есть без предварительного представления о том, 
какие именно гены, сигнальные каскады или мета-
болические пути повреждены в организме пациен-
та. В  этом случае оно служит исследовательским 
инструментом, результатом применения которого 
может стать открытие нового гена или не описанно-
го ранее синдрома. Как показывает опыт, заверше-
ние «диагностической одиссеи», то есть обретение 
пациентом конкретного диагноза, всегда приносит 
семье существенное облегчение.

Учитывая исключительную редкость некоторых за-
болеваний, успех поиска зависит от рациональной ор-
ганизации исследования. Выявить патогенную мута-
цию относительно просто, если удается найти семью, 
у нескольких членов которой присутствуют сходные 
клинические признаки. Если это невозможно, то мож-
но попытаться набрать в исследование спорадические 
случаи заболевания с похожей симптоматикой.

Нередко заболевания генетической природы 
возникают вследствие так называемых мутаций 
de  novo  — ​наследственных дефектов, которые от-
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сутствуют в  экзоме родителей и  возникают непо-
средственно у  ребенка вследствие естественного 
мутагенеза. Для того чтобы выявить такую мута-
цию, требуется провести экзомное секвенирование 
триады «здоровый отец — ​здоровая мать — ​боль-
ной ребенок».

В процессе диагностики болезней с высокой ге-
нетической гетерогенностью использование ПЭС 
может быть продиктовано соображениями эконо-
мической целесообразности. Например, известно 
около 250 генов, причастных к  развитию несин-
дромальной тугоухости; помимо этого, нарушения 
слуха входят в структуру примерно 400 различных 
синдромов [13]. В подобной ситуации выборочный 
анализ отдельных генов крайне редко приводит 
к успеху.

Преимущества полноэкзомного секвенирования 
продемонстрированы авторами при диагностике 
синдрома Барде – Бидля  — ​аутосомно-рецессив-
ного наследственного заболевания, основными 
клиническими проявлениями которого являются 
ожирение, гипогонадизм, пигментный ретинит 
и  патология почек. Сложность генетического те-
стирования в  данном случае связана с  тем, что 
на  сегодняшний момент известно не менее 19 ге-
нов, ответственных за развитие данной болезни [1]; 
при этом каузативные генетические повреждения 
удается выявить лишь у 80 % больных, что свиде-
тельствует о существовании других, еще не откры-
тых генов. В ходе наших исследований секвениро-
вание семейных случаев синдрома Барде – Бидля 
выявило у больных не описанную ранее мутацию 
гена BBS7 в  гомозиготном состоянии. Поскольку 
родители больных детей не являлись родственни-
ками, возникло предположение, что найденная му-
тация может представлять вариант, встречающийся 
в российской популяции с существенной частотой. 
Для проверки этой гипотезы были протестирова-
ны 2823 здоровых донора; носительство мутации 
было  выявлено у  двух индивидуумов (0,07 %). 
Таким образом, выявленный аллель безусловно 
заслуживает внимания при ДНК-диагностике рос-
сийских пациентов с подозрением на синдром Бар-
де – Бидля [18].

Несмотря на  то,  что современные методы 
ПЭС  позволяют установить точный диагноз лишь 
у 16–50 % пациентов с генетическими заболевани-
ями [14, 19], это грандиозный шаг вперед по срав-
нению с  эффективностью традиционных подходов 
(кариотипирование, секвенирование по  Сэнгеру 
и т. п.). Несомненно, процент успешной диагности-
ки будет расти по мере совершенствования техноло-
гии экзомного обогащения, секвенирования и алго-
ритмов обработки данных.

В настоящее время широкому использованию 
ПЭС в лабораторной диагностике препятствует ряд 
факторов: высокая стоимость реагентов и оборудова-
ния, сложность и длительность биоинформатической 
обработки данных, а также необходимость подтверж-
дения обнаруженных мутаций другими методами.

Развитие технологий высокопроизводительного 
секвенирования неизбежно приведет к изменениям 
в работе врачей-генетиков. Сейчас от них требуется 
в первую очередь умение поставить диагноз редкого 
генетического синдрома, ориентируясь на  особен-
ности фенотипа. Учитывая огромное количество 
существующих нозологических форм, накопление 
достаточного опыта обязательно требует много-
летней практической работы. По-видимому, цен-
ность непосредственно клинических навыков будет 
в среднесрочной перспективе несколько снижаться, 
тогда как на первый план выйдут навыки, связанные 
с правильной оценкой функциональной значимости 
выявленных мутаций.

Нельзя не  упомянуть и  этические проблемы, 
связанные с применением ПЭС. Дело в том, что по-
мимо выявления непосредственно интересующего 
нас генетического дефекта, секвенирование экзома 
может в  качестве случайных находок обнаружить 
и другие значимые с медицинской точки зрения му-
тации. Возникает вопрос, нужно  ли доводить эту 
информацию до сведения пациента и его родствен-
ников, и если да, то в какой форме. Специалистами 
Американского колледжа медицинских генетиков 
(ACMG) разработан список из 56 генов, об обнару-
жении мутаций в которых рекомендуется непремен-
но сообщить пациентам, поскольку в таких случаях 
ранняя, досимптоматическая диагностика принесет 
пользу [8]. Однако на сегодняшний день единая точ-
ка зрения на эту проблему пока не выработана.

Работа поддержана грантом РНФ 14-25-00111.
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