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внеклеточная ДНК



внеклеточная ДНК

5-10%



Анеуплоидия – число 
хромосом не кратное

гаплоидному

Неинвазивный пренатальный ДНК-скрининг (НИПС)

Риск наличия 
анеуплоидий у 

плода увеличивается 
с возрастом матери

Комбинированный скрининг 1-го триместра
косвенные маркеры (УЗИ + биохимия)

Выявляет не более 80%
анеуплоидий

Более 80%
ложноположительных 
результатов

Выявляет до 99%
анеуплоидий

Менее 10% 
ложноположительных 
результатов

Неинвазивный пренатальный ДНК-скрининг 
прямой анализ ДНК плода в крови матери

Синдром Дауна –
лишняя
21 хромосома,
1:700-1000 родов

Синдром Эдвардса – лишняя 18 
хромосома, 1:6000-8000 родов

Синдром Патау – лишняя 13 
хромосома, 1:10000-16000 родов

возраст

р
и

ск

35 лет

Высокий риск

Высокий риск

?



Подходы к проведению НИПС

полногеномный таргетный



Этапы анализа данных НИПС

• Выравнивание на референсный геном

• Фильтрация ПЦР-дупликатов

• Подсчет количества ридов для фрагментов фиксированной длины

• Фильтрация неуникальных фрагментов 

• GC-коррекция

• Определение риска наличия анеуплоидии



Выравнивание на референсный геном

Bwa, bowtie2, TMAP….

Фильтрация ПЦР-дупликатов

samtools rmdup, Picard …

Подсчет количества ридов для фрагментов фиксированной длины

MQ>x, NM<y

Фильтрация неуникальных фрагментов 

repeats/blacklists, «маппируемость» участка генома



GC-коррекция





GC коррекция (LOESS)





GC коррекция (весовые коэффициенты)

𝑤 =
ഥ𝑀

𝑀𝑖

ഥ𝑀 – среднее покрытие фрагмента
фиксированной длины
𝑀𝑖 – среднее покрытие фрагментов с GC
составом i

𝑅𝑐𝑜𝑟𝑟 = 𝑅 ∗ 𝑤

Fan et al. PloS One 2010



Сравнение нормированного покрытия для всех аутосом референсных
образцов с использованием различных способов GC-коррекции.



Определение риска наличия анеуплоидии

𝑍𝑐ℎ𝑟𝑁 =
%𝑐ℎ𝑟𝑁−𝜇%𝑣ℎ𝑟𝑁𝑟𝑒𝑓

𝜎%𝑐ℎ𝑟𝑁𝑟𝑒𝑓

%𝑐ℎ𝑟𝑁 – доля фрагментов, приходящаяся на исследуемую хромосому;

𝜇%𝑣ℎ𝑟𝑁𝑟𝑒𝑓 – среднее значение доли фрагментов, приходящихся на

исследуемую хромосому для набора референсных образцов;

𝜎%𝑐ℎ𝑟𝑁𝑟𝑒𝑓 – стандартное отклонение доли фрагментов, приходящихся на

исследуемую хромосому для набора референсных образцов.

|Z| > 3 – высокий риск анеуплоидии

Проблемы:
CNV у мамы – риск ложноположительных и 
ложноотрицательных результатов

Возможны «редкие анеуплоидии»



Normalized chromosome value

Sehnert et al. 2011

𝑥𝑗 – рассчитанное отношение количества фрагментов для хромосомы j к 

количеству фрагментов для «референсной хромосомы» в исследуемом 

образце; 

𝜇𝑗 среднее значение отношений для хромосомы j в референсной выборке 

образцов, 

𝜎𝑖 – стандартное отклонение отношений для хромосомы j в референсной

выборке образцов.

Проблемы:
CNV у мамы – риск ложноположительных и 
ложноотрицательных результатов

Возможны «редкие анеуплоидии»



ZZ-score



Тест стьюдента



Wisecondor

Straver et al. 2013



Wisecondor



Wisecondor



Использование информации о длине чтений

Lo et. al 
Prenat Diag. 2010



Size-based Z-score

Доля ридов короче 150 п.н. на исследуемой хромосоме

Доля ридов короче 150 п.н. на референсных хромосомах 
(все аутосомы кроме 13, 18, 21)

Yu et al. 2014



Sun et al. 2017

COFFEE



Size-based определение доли плодовой ДНК



Определение наличия точечных мутаций

Проблемы:

• Ошибки секвенирования

• Точность подсчета доли мутантных аллелей

• Allele dropout



Ошибки секвенирования/точность подсчета – молекулярные индексы



Allele dropout - гаплотипирование



Спасибо за внимание!


