
Список литературы
1.	Li, H. et al. The Sequence 
Alignment/Map format and 
SAMtools. Bioinformatics 25, 2078–9 
(2009).

2.	Weise, A. et al. Microdeletion 
and microduplication syndromes. 
J. Histochem. Cytochem. 60, 
346–58 (2012).

3.	Goldenberg, P. An Update on 
Common Chromosome Microdeletion 
and Microduplication Syndromes. 
Pediatr. Ann. 47, e198–e203 (2018).

4.	Gurrieri, F. & Accadia, M. Genetic 
imprinting: the paradigm of Prader-Willi and 
Angelman syndromes. Endocr. Dev. 14, 20–8 
(2009).

5.	Sebat, J. et al. Large-scale copy 
number polymorphism in the human 
genome. Science 305, 525–8 (2004).

6.	Bateman, M. S. et al. Incomplete penetrance, variable 
expressivity, or dosage insensitivity in four families with 
directly transmitted unbalanced chromosome 
abnormalities. Am. J. Med. Genet. A 176, 319–329 (2018).

7.	Filges, I. et al. Familial 14.5 Mb interstitial 
deletion 13q21.1-13q21.33: clinical and array-CGH 
study of a benign phenotype in a three-generation 
family. Am. J. Med. Genet. A 149A, 237–41 (2009).

8.	Maurin, M.-L. et al. Large Duplications Can Be 
Benign Copy Number Variants: A Case of a 3.6-Mb 
Xq21.33 Duplication. Cytogenet. Genome Res. 151, 
115–118 (2017).

9.	Watson, C. T., Marques-Bonet, T., Sharp, A. J. & 
Mefford, H. C. The genetics of microdeletion and 
microduplication syndromes: an update. Annu. Rev. 
Genomics Hum. Genet. 15, 215–244 (2014).

Качество исходного биоматериала

Количество прочтений (ридов)

Качество исходного биоматериала влияет на аккуратность 

хромосомного профиля. Частичная деградация 

биоматериала делает профили более «шумными», в таком 

случае достоверность выявления сегментарных нарушений 

небольшого размера снижается.

Рисунке 3 На представлены хромосомные профили, 

полученные для двух образцов в одном кейсе. 

Качество полученных данных для этих образцов 

значительно отличается. 

Второй эмбрион несет хромосомные аномалии 

и не может быть рекомендован к переносу. 

Однако без данных о первом образце, такой вывод 

сделать было бы невозможно, и для достоверного 

вывода о хромосомном статусе эмбриона 

потребовалась бы его повторная биопсия.

Таблица 3

Рисунке 4

Было отсеквенировано 8 образцов: семь из них представлены 

геномной ДНК и еще один — образцом биопсии 

трофэктодермы от партнеров со сбалансированной 

транслокацией. Количество прочтений на каждый образец 

составило не менее 300 000 ридов. Далее для всех 

полученных данных с помощью биоинформатического 

инструмента SAMtools1 были подготовлены «урезанные» 

варианты файлов с сырыми данными, которые содержали 

200 000 и 100 000 прочтений для каждого образца. 

Такой подход исключил влияние на качество полученного 

результата других факторов помимо количества прочтений.


Из 15 ожидаемых сегментарных нарушений различного 

размера было детектировано 14 событий ( ). 

Для всех ожидаемых сегментарных событий их детекция 

происходила одинаково вне зависимости от количества ридов 

на образец в диапазоне от 100 до 300 тысяч. Одно событие 

размером 4 Мб детектировать не удалось. 


Пример полученных хромосомных профилей при разном 

количестве прочтений для одного и того же образца 

представлен на . Несмотря на небольшие различия 

в визуализации, во всех вариантах от 100 до 500 тысяч ридов 

на образец были обнаружены ожидаемые сегментарные 

нарушения. 50 тысяч ридов на образец позволили 

детектировать только более крупные события, в то время 

как делеция размером 3,7 Мб выявлена не была.

Количество, рекомендованное производителем 
платформы, 100 000 прочтений на образец 
оптимально для разрешающей способности 
метода менее 5 Мб. 


Увеличение количества прочтений избыточно 
и не приводит к улучшению результата 
при хорошем качестве исходного биоматериала.

. Результаты детекции событий различного размера при различном 
количестве прочтений. 
Таблица 3

Образец Сегмент Размер, Мб Кол-во прочтений  
в исходном файле данных в исходных данных

Детекция при 200 000  
прочтений

при 100 000  
прочтений
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 Результаты биоинформатического уменьшения количества ридов, проведенного для образца биопсии трофэктодермы от пациентов с носительством 

транслокации 46,XX,t(11;22)(q24;q12) . На рисунке указано количество прочтений на образец.

Рисунок 4.

(образец PGT в Таблице 3)

Исследование геномной ДНК
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Детекция

 Результаты детекции 

19 сегментарных нарушений в образцах геномной ДНК, 

наличие которых подтверждено методом ХМА. 

Детекция всех событий проводилась 


при ≈ 100 000 – 150 000 прочтений на образец.

Таблица 1.

Проанализировано

Таблице 1

 Рисунке 1

Результаты представлены в . 


На  показан хромосомный профиль с наименьшим 

детектированным событием размером 3,2 Мб. С учетом  

не детектированной дупликации размером 4 Мб, можно 

оценить разрешающую способность нашей платформы  

в 5 Мб для образцов геномной ДНК.

, 


несущих

10 образцов
различных 
сегментарных 
нарушений

19

событий было 
успешно 
детектировано

18


18q12.1q23


48 Мb

3p26.3p26.2


3,2 Mb


 Делеция 3,2 Мб на хромосоме 3 и дупликация 48 Мб на хромосоме 18, выявленные 

в образце геномной ДНК в результате протокола ПГТ-А и подтвержденные методом ХМА


Рисунок 1.

«ПГТ-А методом NGS — от чего зависит разрешение метода?»
Постер является сокращенной версией брошюры


Введение
В работе была определена разрешающая 

способность платформы и расмотрено влияние  

на результат ПГТ-А количества прочтений 

на образец и качества исходного биоматериала. 


Показано, что для образцов биопсии 

трофэктодермы возможно обнаружение 

сегментарных нарушений размером от 2,5 Мб. 

Однако учитывая различное качество исходного 

биоматериала, этот показатель нельзя считать 

гарантированной разрешающей 

способностью метода. 

ПГТ-А – исследование, которое позволяет отобрать 

для переноса в цикле ВРТ эмбрионы с нормальным 

хромосомным набором. В лаборатории 

First Genetics для проведения ПГТ-А используется 

NGS-система «F-Genetics» и набор «Репролайн» — 

зарегистрированные в России медицинские 

изделия, которые прошли валидацию в ходе 

клинических испытаний. Платформа создана  

в рамках OEM-партнерства с компанией 

ThermoFisher Scientific на основе прибора IonS5  

и набора ReproSeq.

Влияние различных факторов 
на разрешающую способность 
и качество ПГТ-А Н. О. Либман 


Л. И. Нигматуллина
Н. И.  Исаева

Е. С. Кузнецова

Р. А. Биканов

. Различное качество образцов 
влияет на достоверность полученных данных. 

Рисунок 3
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Клиническая значимость микроделеций 
и микродупликаций, выявленных  
в результате ПГТ-А

В каком случае стоит искать 
CNV небольшого размера?
ПГТ-А должно помогать в решении репродуктивных задач — повышение эффективности 

переноса эмбрионов в цикле ЭКО, сокращение времени до наступления беременности 

и уменьшение частоты потери беременности. ПГТ-А позволяет снизить вероятность 

рождения ребенка с хромосомными аномалиями, но не исключает её полностью. 

Поэтому к беременности, полученной после проведения ПГТ-А, необходимо относиться 

с той же степенью осторожности, что и к спонтанной беременности.


Чрезмерное повышение чувствительности метода ПГТ-А приводит к увеличению доли 

ложноположительных результатов и неоправданному уменьшению количества эмбрионов, 

рекомендуемых к переносу. 


В результате ПГТ-А может уже не помогать, а только мешать решению репродуктивных 

задач. Мы считаем важным проводить поиск небольших сегментарных нарушений только 

в тех случаях, когда в образце ожидаются хромосомные нарушения небольшого размера, 

и доверять только тем событиям менее 5-10 Мб, которые наблюдаются 

в ожидаемых регионах.

Любой диагностический или скрининговый метод неизбежно дает 

ложноположительные и ложноотрицательные результаты. 

Пытаясь детектировать небольшие сегментарные нарушения 

при ПГТ-А, важно учитывать распространенность и клиническую 

значимость таких нарушений.

Учитывая данные о распространенности наиболее известных 

и частых микродупликационных и микроделеционных синдромов, 

можно оценить общую частоту всех заболеваний, связанных 

с сегментарными хромосомными нарушениями небольшого 

размера.2-4 Частота таких состояний не превышает 1 на 1 000.

Для многих выявленных CNV невозможно достоверное 

определение клинической значимости без сопоставления 

литературных данных и клинических проявлений5-9, которые 

в принципе недоступны для эмбрионов, исследуемых при ПГТ-А.

Для первого образца не вызывает сомнения наличие сегментарных 

нарушений на 7 и 17 хромосомах. Данные для второго образца 

свидетельствуют о частичной деградации биоматериала. 


В обоих образцах сегменты на 7 и 17 хромосомах имеют одни 

и те же координаты. Поэтому можно полагать, что во втором образце 

действительно присутствуют сегментарные нарушения хромосом 7 и 17, 

и что один из партнеров является носителем сбалансированной 

перестройки между этими хромосомами. 

Разрешающая способность метода Для определения разрешающей способности платформы были использованы образцы геномной ДНК пациентов 
с хромосомными нарушениями, подтвержденными ХМА, и образцы биопсии трофэктодермы от партнеров 
с известными сбалансированными хромосомными перестройками.

Результаты ПГТ-А от партнеров со сбалансированными хромосомными перестройками

157 образцов от 44 семей  

Из них 66 образцов  

Проанализировано 

с известным носительством  

сбалансированных хромосомных  

перестроек. 


показали сегментарные нарушения  

в ожидаемых регионах.

Рисунок 2(А)

Наименьший размер выявленного 

сегментарного нарушения составил  

2,5 Мб ( ). 

Рисунок 2(Б)

Однако для второго образца  

от тех же партнеров была выявлена 

лишь дупликация хромосомы 15,  

но не выявлено ожидаемое 

сегментарное нарушение 

хромосомы X ( ). 


Это говорит о том, что 2,5 Мб — 

достижимое разрешение метода, 

которое может не реализовываться 

в зависимости от качества 

исходного материала.
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Детекция


Таблице 2

Результаты детекции 20 наиболее коротких сегментарных 

нарушений представлены в  . Из всех 

ожидаемых событий не удалось выявить два нарушения  

с предполагаемым размером 2,5 и 4,5 Мб. Все события 

большего размера, которые ожидались 

в 66 исследованных образцах, были успешно выявлены.

 Результаты детекции 20 наиболее мелких 

из ожидаемых сегментарных нарушений. Все события 

большего размера были детектированы, для краткости 

эти результаты в таблицу не включены. Все образцы были 

проанализированы в рамках стандартного протокола 

секвенирования, количество прочтений составило 


100 000 – 150 000 на образец.

Таблица 2.

Б) Наличие сегментарной дупликации хромосомы 15 говорит о том, что эмбрион унаследовал несбалансированный вариант.    
С большой вероятностью ожидается сегментарное нарушение на хромосоме Х, которое детектировать не удалось.

А) Сегментарная делеция хромосомы X размером 2,5 Мб соответствует региону, участвующему в сбалансированной перестройке. 

15q15.1q26.3



61,4 Mb


Xp22.33p22.32


2,5 Mb

 Последствия сбалансированной транслокации 46,XX,t(15;X)(q15;p22), выявленные в ходе ПГТ-А.Рисунок 2.
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Номер хромосомы

Разрешающая способность нашей платформы 
для ПГТ-А может достигать 2,5 Мб. 


А для событий от 5-10 Мб их детекция стабильна.

Резюме
1 Технические характеристики платформы ПГТ-А, 

используемой в лаборатории First Genetics, позволяют 
детектировать события размером от 2,5 Мб 
при оптимальном качестве исходного биоматериала.

Разрешающая способность и точность метода ПГТ-А  
во многом зависит от качества исходного биоматериала.


3

2 Для большинства образцов разрешающая способность 
нашего метода ПГТ-А составляет 5-10 Мб. 

5 Сверхчувствительный поиск сегментарных нарушений небольшого размера должен 
проводиться только для тех образцов и в тех областях, где такие нарушения ожидаются 
исходя из клинической информации о пациентах.

4 Увеличение количества прочтений на образец выше значения, рекомендованного 
производителем, избыточно и не приводит к улучшению разрешающей способности метода.

6 К беременности, полученной после проведения ПГТ-А необходимо относиться с такой 
же осторожностью, как к любой другой беременности. Проблема возможных хромосомных нарушений 
у плода после проведения ПГТ-А должна решаться правильным консультированием пациентов, 
своевременными скринингами и при необходимости проведением инвазивной диагностики.

https://drive.google.com/file/d/12tS7RpwqQ02r0WjTPvt2xznTUlJXqVx3/view?usp=sharing
https://drive.google.com/file/d/12tS7RpwqQ02r0WjTPvt2xznTUlJXqVx3/view?usp=sharing
https://f-genetics.com/

