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Разработка и применение таргетных панелей NGS  
в алгоритме селективного скрининга наследственных 
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Наследственные болезни обмена веществ представляют собой обширный класс генетических заболеваний и вносят 
значительный вклад в детскую заболеваемость, при этом их диагностика с использованием биохимических методов зачастую 
вызывает затруднения. В СПбГКУЗ МГЦ были разработаны и внедрены три панели для секвенирования 88 генов, ответственных 
за развитие трех групп наследственных болезней обмена (НБО), и протестировано 84 ребенка, у которых данные заболевания 
были заподозрены по данным тандемной масс-спектрометрии (ТМС), либо по наличию клинических симптомов. У 6 детей 
методом NGS полностью установлена генетическая причина заболевания. Патогенные мутации выявлялись значительно 
чаще при повышении биохимических маркеров, демонстрируя ведущую роль предварительного биохимического скрининга 
в проведении NGS анализа. NGS значительно повышает результативность клинической диагностики НБО. Биохимическое 
тестирование и NGS играют взаимодополняющие роли, и их комплексное использование в алгоритме селективного скрининга 
позволяет повысить точность диагностики НБО. 
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Inborn errors of metabolism are an extensive class of genetic diseases and contribute significantly to childhood morbidity, and their 
diagnosis using biochemical methods is often difficult. Three panels for sequencing of 88 genes responsible for the development 
of three groups of inborn errors of metabolism (IEM) were developed and introduced in St.Petersburg Medical and Genetic Center 
and 84 children were tested for which these diseases were suspected by tandem mass-spectrometry or by the presence of clinical 
symptoms. In 6 children, the NGS method fully established the genetic cause of the disease. Pathogenic mutations were detected 
significantly more frequently with increased biochemical markers, demonstrating the leading role of pre-biochemical screening 
in performing NGS analysis. NGS significantly improves the clinical diagnostic effectiveness of IEM. Biochemical testing and NGS 
play complementary roles and their complex use in selective screening algorithm allows to increase accuracy of IEM diagnostics.
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Наследственные болезни обмена (НБО) – груп-
па редких генетических заболеваний, возни-
кающими в результате ферментативных де-

фектов различных метаболических процессов, кото-
рые характеризуются широким клиническим 
разнообразием за счет вовлечения разных органов и 
систем органов человека. Ввиду сложности и много-
образия патофизиологических механизмов и биохи-
мических нарушений, клиническая картина данных 
заболеваний характеризуется крайне вариабельно-
стью, в связи с чем, диагностика НБО представляет 
определенные трудности. В Санкт-Петербурге скри-
нинг новорожденных включает два алгоритма лабо-
раторного обследования – массовый и селективный. 
Массовый скрининг выполняется всем новорожден-
ным детям и включает пять нозологий. Селективный 
скрининг проводится с использованием метода тан-
демной масс-спектрометрии (ТМС) для диагностики 
4 групп наследственных болезней обмена (НБО): ор-
ганических ацидурий, аминоацидопатий, дефектов 
митохондриального β-окисления жирных кислот и 
лизосомных болезней накопления. Основанием для 
направления крови на селективный скрининг явля-
ется наличие определенной клинической симптома-
тики и идентификация некоторых патогномоничных 
лабораторных отклонений. 

Однако помимо трудностей клинической диагно-
стики НБО, обусловленных сложностью и вариабель-
ностью симптомов, зачастую клиницисты сталкива-
ются с проблемой интерпретации результатов ТМС 
в связи с недостаточной специфичностью биохими-
ческих маркеров. Поэтому дальнейшая диагностика 
у детей с положительными результатами ТМС очень 
важна. С 2015 года в СПбГКУЗ МГЦ был разработан 
и внедрен алгоритм массового скрининга новорож-
денных с применением NGS в качестве теста второго 
уровня для подтверждающей диагностики моноген-
ных НБО. В рамках данного алгоритма NGS исполь-
зуется для подтверждающей диагностики детей с по-
ложительными результатами скрининга. Таким обра-
зом, в биохимической лаборатории МГЦ проведено 
более 1000 исследований методом NGS. 

Ввиду успешного опыта применения NGS в скри-
нинге новорожденных, совместно со специалиста-
ми из ParseqLab (СПб, Россия) в 2019 г. сотрудника-
ми биохимической лаборатории СПбГКУЗ МГЦ был 
разработан дизайн панелей для секвенирования NGS 
с последующим внедрением для диагностики заболева-
ний, тестируемых при селективном скрининге. В дан-
ной статье приведены промежуточные результаты это-
го исследования.

Материалы и методы

Исследование проводилось в выборке 84 детей 
с повышенными результатами селективного скринин-
га методом ТМС указанных заболеваний, либо у детей 
с клиническими симптомами НБО по направлению 
врача-генетика. NGS проводилось с использованием 
панелей генов для диагностики: аминоацидопатий – 
VariFind METAB (AA) assay (37 генов, 201 bp), дефек-
тов митохондриального β-окисления жирных кислот –  
FAO assay (20 генов) и органических ацидурий – 
AO assay (31 ген, 125 bp). Данные панели были разрабо-
таны для мультиплексного целевого ПЦР-обогащения 
всех экзонов выбранных генов и оценивались in silico 
до производства. Оценка in vitro была проведена на 
контрольных образцах сухих пятен крови NIST RM-
8398, 1000G. Аналитические характеристики были рас-
считаны во всех целевых регионах. Клинически значи-
мые варианты были включены из базы данных ClinVar 
и http://www.hgmd.cf.ac.uk. Установлены аналитиче-
ские показатели 3 панелей НБО: чувствительность –  
95,5-100%, специфичность – 97,0-99,4%.

Результаты

В ходе исследования было выявлено 6 пациентов 
с двумя патогенными мутациями в генах: MMACHC 
(c.271dupA/c.547_549del), MUT (c.314G>A/c.314G>A), 
GCDH (c.1204C>T/c.670G>A), ETFB (c.655G>A/N), 
ETFA (c.882+54G>T/N), BTD (c.100_104delinsC/
c.100_104delinsC), CBS (p.(Arg379Gln)/p.(Glu144Gln)). 
У всех пациентов был подтвержден клинический диа-
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гноз. Кроме того, у одного пациента были обнаружены 
две мутации в гене MTHFR: p.Glu470Val/p.Glu470Gln, 
которые встречаются в популяции с частотой 0,144% 
и по данным программ-предикторов патогенности яв-
ляются патогенными. Также было выявлено 7 пациен-
тов гетерозиготных носителей патогенных аллелей в ге-
нах FAH, PRODH, HADHA, HADH, BTD. В 57 аллелях 
идентифицированы варианты с неизвестной клиниче-
ской значимостью, из которых 33 находятся в интрон-
ных областях. В настоящее время клинический фено-
тип данных пациентов уточняется.

 Промежуточные результаты данного исследования 
демонстрируют целесообразность применения NGS 
для диагностики нескольких групп НБО в клиниче-
ской практике с наибольшей эффективностью при по-
следовательном использовании биохимических и NGS 
тестов, что позволяет более правильно фокусировать 
молекулярно-генетическое исследование и существен-
но облегчить анализ полученных данных.  
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