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Введение. Преимплантационное генетическое тестирование (ПГТ) развивается как вариант ранней дородовой профилактики 
наследственных заболеваний. Таргетный вариант ПГТ моногенного заболевания (ПГТ-М) предусматривает сочетание анализа 
патогенного генетического варианта и косвенных ДНК-маркеров. Перечень сцепленных с геном CFTR ДНК-маркеров для целей 
ПГТ муковисцидоза (МВ) варьирует у разных авторов.
Цель: разработка панели STR-маркеров для ПГТ МВ.
Методы. С использованием данных литературы, баз данных выбраны внутригенные и внегенные STR-маркеры, сцепленные с 
геном CFTR. Панель маркеров протестирована на образцах ДНК семи семей с МВ, в которых заболевание обусловлено патогенным 
вариантом F508del. Только в одной семье второй мутацией была CFTRdele2,3(21kb). Для тестирования применяли методы ПЦР 
и фрагментного анализа на генетическом анализаторе.
Результаты. Подобрана панель из 15 основных и 4 дополнительных STR-маркеров. Основная панель STR была достаточно 
информативна для большинства образцов родителей – носителей патогенного варианта гена CFTR. Дополнительная панель 
потребовалась в связи с тем, что в одном из изученных образцов наблюдалась низкая информативность по косвенным маркерам 
вследствие особого гаплотипа, выявленного у одного из обследованных.
Заключение. Разработанная нами панель, учитывающая специфический F508del – гаплотип, может служить основой ПГТ МВ.
Ключевые слова: ПГТ-М, муковисцидоз, CFTR, F508del, STR, преимплантационное генетическое тестирование моногенных 
болезней.
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Development of a universal STR panel for PGT-M for cystic fibrosis,  
taking into account the specific haplotype of chromosomes  
carrying the CFTR F508del variant
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Background. Preimplantation genetic testing (PGT) is developing as a variant of early prenatal prevention of hereditary diseases. 
Targeted variant PGT for monogenic disease (PGT-M) involves a combination of pathogenic variant and indirect DNA markers analysis. 
The list of DNA markers linked to the CFTR gene for the purposes of cystic fibrosis PGT (PGT CF) varies by different authors.
Aim: development of a panel of STR-markers for PGT CF.
Methods Intragenic and extragenic STR markers linked to the CFTR gene were selected using scientific literature data and databases. 
The panel of markers was tested on DNA samples from seven families with CF, in which the disease is caused by the pathogenic F508del 
variant. Only one family had CFTRdele2,3(21kb) as the second mutation. For testing, PCR and fragment analysis methods were used.
Results. 15 main and 4 additional STR markers have been selected for a panel. Most of the samples of the parents carrying the pathogenic 
variant of the CFTR gene confirmed the sufficient information content of the main STR panel. An additional panel was required due 
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to the fact that one of the studied samples revealed low information rate for linked markers because of a special haplotype of the 
chromosome carrying the normal allele.
Conclusions. The developed panel, taking into account the specific F508del haplotype, can serve as a basis for PGT CF.
Keywords: PGT-M, cystic fibrosis, CFTR, F508del, STR, preimplantation testing for monogenic/single gene defects.
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Введение 

Преимплантационное генетическое тестирова-
ние (ПГТ) на моногенные заболевания 
(ПГТ-М) – одно из новых актуальных направ-

лений профилактики тяжелых наследственных забо-
леваний. При ПГТ-М генотипирование полученных с 
применением методов вспомогательных репродуктив-
ных технологий (ВРТ) эмбрионов проводится на ран-
них стадиях до имплантации и позволяет выбрать эм-
брион с нормальным генотипом для переноса в полость 
матки.

Муковисцидоз (МВ) является частым тяжелым на-
следственным заболеванием и с момента внедрения 
ПГТ в клиническую практику занимает ведущие по-
зиции по частоте проведения ПГТ-М в мире [1, 2]. Ре-
зультаты клинического применения ПГТ на МВ были 
опубликованы и в России [3, 4]. Заболевание насле-
дуется по аутосомно-рецессивному типу, его причи-
ной служат мутации гена CFTR (трансмембранного 
регулятора муковисцидоза; OMIM 602421), располо-
женного в локусе 7q31.2 [5]. Преобладающим пато-
генным вариантом гена CFTR во всем мире является 
c.1521_1523delCTT (p.Phe508del), который традицион-
но обозначается как F508del. В России его частота со-
ставляет около 52,8% в объединенной выборке боль-
ных МВ. На втором месте в России патогенный вари-
ант CFTRdele2,3(21kb) – 6,2% [6]. Несмотря на успехи 
лечения МВ, актуальной остается дородовая диагно-
стика заболевания. Основным преимуществом ПГТ 
по сравнению с пренатальной диагностикой является 
возможность выявления заболевания на максималь-
но ранних сроках. Это позволяет предотвратить насту-
пление беременности плодом с патологическим гено-
типом и существенно снижает вероятность прерыва-
ния беременности.

ПГТ МВ проводится в семьях высокого гене-
тического риска в отношении МВ. Такое тести-

рование не является скринингом и выполняет-
ся в отношении конкретных патогенных вариантов 
для определенной семьи [6, 7]. ПГТ-М в отношении  
CFTR-ассоцированных заболеваний, которые нельзя 
отнести к тяжелым, – спорный вопрос и требует от-
дельного рассмотрения [7, 8]. Важнейшее значение 
при планировании и проведении ПГТ-М имеет меди-
ко-генетическое консультирование супружеской пары.

При выполнении ПГТ-М рекомендовано сочета-
ние прямого анализа патогенного варианта и косвен-
ной диагностики по сцепленным с геном полиморф-
ным ДНК-маркерам во избежание ошибок тестиро-
вания, связанных с малым количеством образца ДНК 
эмбриона [6, 7, 9]. Готовых тест-систем для ПГТ МВ 
до настоящего времени не предложено, перечень при-
меняемых ДНК-маркеров варьирует у разных авто-
ров и в разных лабораториях. В качестве косвенных 
ДНК-маркеров применяются микросателлиты или STR 
(короткие тандемные повторы, short tandem repeats), 
либо SNP (однонуклеотидные полиморфизмы, single 
nucleotide polymorphisms). Распространенность SNP 
в геноме человека выше, однако STR-маркеры более 
полиморфны, для них характерен множественный ал-
лелизм. Для целей ПГТ-М число используемых STR 
может быть меньше, чем SNP [9].

Некоторые ДНК-маркеры, сцепленные с геном 
CFTR, изучены лучше и чаще применяются для доро-
довой диагностики МВ, популяционных и эволюци-
онных исследований МВ-хромосом [10, 11, 12]. Ранее 
в нашем исследовании приведены результаты анали-
за шести внутригенных и двух внегенных полиморф-
ных STR-маркеров хромосом, несущих патогенные ва-
рианты F508del и CFTRdele2,3(21kb) гена CFTR [13]. 
F508del-хромосомы имеют особый гаплотип и содер-
жат некоторые аллели, имеющие невысокую частоту 
в общей популяции. Также было показано, что хромо-
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сомы с гомозиготными вариантами генотипов F508del 
характеризуются высокой степенью гомозиготности 
по внутригенным STR-маркерам, и для целей доро-
довой диагностики может быть полезно привлечение 
внегенных микросателлитов [13].

Технологические платформы генетического тести-
рования при ПГТ-М быстро развиваются и в настоящее 
время включают возможности полногеномной ампли-
фикации (WGA, whole genome amplification) и секве-
нирования нового поколения (NGS, next generation 
sequencing) наряду с таргетным подходом, основан-
ном на тестировании патогенного варианта и сцеплен-
ных ДНК-маркеров [9]. Полногеномные технологии 
позволяют сочетать ПГТ-М с ПГТ на анеуплоидию 
(ПГТ-А). В то же время необходимо учитывать, что це-
лью ПГТ-М, в частности в отношении МВ, служит пре-
имущественно выявление точковых мутаций, а ком-
мерческие полногеномные технологии на основе NGS 
пока адаптированы только к задачам ПГТ-А. Таргет-
ный вариант, который в настоящее время комбиниру-
ют с WGA, на сегодняшний день остается основным 
подходом ПГТ-М и позволяет обеспечить надежность  
тестирования.

Целью настоящего исследования явилась разработ-
ка панели STR-маркеров для ПГТ-М МВ.

Методы 

Подбор STR для ПГТ-М проводили из числа по-
лиморфных ди-тетрануклеотидных STR, сцепленных 
с геном CFTR, на основании рекомендаций литерату-
ры, результатов собственных предшествующих иссле-
дований, а также поиска дополнительных STR в ба-
зах данных [7, 13, 14, 15]. После определения перечня 
ДНК-маркеров проводили подбор олигонуклеотид-
ных праймеров методом ПЦР и фрагментного анализа. 
Анализ каждого ДНК-маркера отрабатывался сначала 
на тестовой ДНК, в дальнейшем проводилось иссле-
дование образцов ДНК членов семей пациентов с МВ.

Для проведения исследования использовали об-
разцы геномной ДНК, выделенной из венозной кро-
ви. Выделение ДНК проводили сорбционным методом 
с помощью набора реагентов «ДНК-сорб-В» (Ампли-
сенс, Россия). Всего обследовано 25 человек из 7 ядер-
ных семей с МВ у ребенка. Семьи проходили обсле-
дование и стационарное лечение детей в Медико-ге-
нетическом центре (Генетической клинике) НИИ 
медицинской генетики Томского НИМЦ. Из обсле-
дованных семей только одна обратилась за планирова-
нием беременности с целью ЭКО с ПГТ МВ. Осталь-

ные были приглашены специально для участия в на-
стоящем исследовании по разработке расширенной 
панели косвенных маркеров для ПГТ МВ. В исследо-
вание включены семьи, в которых МВ обусловлен па-
тогенным вариантом F508del гена CFTR. Семь паци-
ентов были гомозиготами по F508del (в одной семье 
два ребенка) и один ребенок – компаунд-гетерозиго-
та F508del/CFTRdele2,3(21kb). Средний возраст обсле-
дованных матерей составил 34,5 года, отцов – 37,1 лет, 
больных детей – 5,8 лет; все семьи были европеоид-
ными. Дополнительно в исследование включены здо-
ровые сибсы (два ребенка) и бабушка из одной семьи.

Семьи прошли медико-генетическое консульти-
рование относительно возможности применения ре-
зультатов исследования для ПГТ-М, получены инфор-
мированные согласия. Патогенные варианты (F508del 
и CFTRdele2,3(21kb) были проверены у всех включен-
ных в исследование лиц. Всего в ходе исследования из-
учено 50 хромосом и 29 гаплотипов неродственных ин-
дивидуумов, из которых 14 содержали патогенный ал-
лель (F508del – 13 хромосом, CFTRdele2,3(21kb) – 1) 
и 15 – нормальный (аллель дикого типа без выявлен-
ного патогенного варианта, принадлежащий лицу без 
диагноза МВ).

Молекулярно-генетическое исследование прово-
дили методом ПЦР с флуоресцентно мечеными прай-
мерами. Состав реакции включал 0,13 мМ каждого де-
зоксинуклеозидтрифосфата, 1,5 мМ MgCl2, 6% ДМСО 
(диметилсульфоксида), буфер для Taq ДНК-полимера-
зы, 0,005% крезолового красного. На реакцию исполь-
зовали по 1 пмоль каждого праймера (F и R), 0,9 ед. 
Taq или Hot Start Taq ДНК-полимеразы (СибЭнзим) 
и 1 мкл ДНК (6-20 нг/мкл). Часть последовательностей 
олигонуклеотидных праймеров брали из электронно-
го ресурса STS. Для большей части локусов выполня-
ли собственный дизайн праймеров; поиск последова-
тельностей проводили с использованием электронного 
ресурса «UCSC genome browser» [14]. Для трех STR бы-
ли использованы праймеры из базы UniSTS (в настоя-
щее время не поддерживается; D7S677 UniSTS:18390; 
D7S486 UniSTS:1556; D7S522 UniSTS:48216). Для про-
верки патогенного варианта CFTRdele2,3(21kb) ис-
пользовали праймеры по [10] с образованием фраг-
мента 210 п.н. при делеции и его отсутствием в норме. 
Для анализа поли-Т полиморфизма интрона 9 приме-
няли двухраундовую ПЦР по ранее описанной схе-
ме [16]. Во всех сериях амплификации использовали 
отрицательный контроль. В общей сложности в ходе 
настоящего исследования проведено более 400 реак-
ций на STR.
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Детекцию проводили методами полиакриламид-
ного гель-электрофореза (7%, буфер ТВЕ: трис-бо-
рат-ЭДТА) для первоначальной оценки амплификации 
и капиллярного гель-электрофореза на генетическом 
анализаторе «3130xl» (Applied Biosystems, США) или 
«Нанофор 05» (Синтол, Россия). При проведении ка-
пиллярного электрофореза на анализаторе ПЦР-про-
дукты комбинировали по 2-4 STR на капилляр. В ка-
честве контрольных образцов при фрагментом анали-
зе STR-маркеров применяли ПЦР-фрагменты данного 
локуса с разными аллелями, используя их в качестве 
аллельной лестницы. Аллели STR-маркеров выража-
ли в размерах амплифицируемых фрагментов (п.н.), 
для обозначения аллелей интрона 6 и последователь-
ности поли-Т интрона 9 использовали число повторов.

Исследование было проведено с использованием 
ресурсов коллекции биологического материала «Био-
банк населения Северной Евразии» НИИ медицин-
ской генетики Томского НИМЦ и оборудования Цен-
тра коллективного пользования «Медицинская гено-
мика» Томского НИМЦ.

Результаты

С целью создания таргетной системы ПГТ МВ 
нами проработан перечень STR-маркеров локуса 
7q31.2, тесно сцепленных с геном CFTR, а именно 
патогенным вариантом F508del. Такая панель необ-
ходима для гаплотипирования хромосом, несущих 
патогенные и нормальные аллели в обследуемой се-
мье перед ПГТ-М с целью обеспечения точности 
и надежности диагностики при анализе малого ко-
личества ДНК. В панель включены только STR, для 
которых удалось достичь надежной амплификации 
и интерпретации результатов. В состав панели вхо-
дит наиболее частый патогенный вариант при МВ – 
F508del. В табл. 1 представлены перечень и характе-
ристика ДНК-маркеров, подобранных нами для ПГТ 
МВ. Также в табл. 1 представлены данные по гете-
розиготности STR, полученные в ходе настоящего 
исследования.

В состав панели вошли 15 основных и 4 допол-
нительных ДНК-маркеров. Из основных маркеров 6 
являются внутригенными интронными STR. Девять  
STR –внегенные, фланкирующие ген CFTR (4 с од-
ной стороны и 5 с другой) на расстоянии, не превы-
шающем 1,3-1,6 млн п.н. Для описанных в литературе 
и базах данных STR применяли, преимущественно, за-
регистрированные названия. Для дополнительно най-
денных нами маркеров использовали собственное обо-

значение (плечо хромосомы и первые цифры локали-
зации в геноме на основании GRCh38/hg38).

Из перечня панели STR (табл.1) девять входят 
в список ДНК-маркеров, часто применяемых при ПГТ 
МВ: IVS1(AC), D7S677, IVS9(AC), IVS20(AC), D7S486, 
D7S633, D7S2460, D7S2502, D7S2847 [7]. Часть STR 
была включена нами в панель тестирования на осно-
вании наших предыдущих данных по достаточной ге-
терозиготности для носителей F508del: IVS6 (AATC), 
IVS9 (поли-Т), D7S655 [13]. Для региона downstream 
от гена CFTR подобрано три дополнительных STR. 
Четыре upstream STR включены в качестве дополни-
тельной панели.

Последовательности олигонуклеотидных прайме-
ров и размеры фрагментов, полученные на основании 
обследования 7 семей с МВ в ходе настоящего иссле-
дования, представлены в табл. 2. Для четырех марке-
ров дополнительной панели пределы варьирования из-
учены только для трех семей.

Поскольку за методическую основу тестирова-
ния взят фрагментный анализ ПЦР-продуктов, один 
из праймеров в паре имел флуоресцентную метку FAM 
или R6G для удобства комбинирования фрагментов 
при капиллярном электрофорезе. Примеры результа-
тов фрагментного анализа патогенного варианта, ди-
нуклеотидного STR интрона 1 и тетрануклеотидного 
внегенного STR представлены на рисунке.

Для удобства анализа патогенного варианта в хо-
де детекции в программе «Gene Mapper» были настро-
ены бины на нормальный и мутантный аллель (рису-
нок, А). Каждый из исследованных микросателлитов 
имеет свои особенности профиля пиков при фрагмент-
ном анализе. Анализ STR часто осложнен присутстви-
ем статтеров или послепиков на электрофореграмме. 
В большинстве случаев они не мешают интерпретации 
результатов (интрон 1 на рисунке, Б). Для некоторых 
локусов возможна сложная для интерпретации форма 
пика. Три- и тетрануклеотидные STR чаще дают легко 
интерпретируемые пики (7q1184, рис. B). Однако вы-
бор STR для ПГТ-М ограничен наличием определен-
ных STR в интересующей области и меньшим уров-
нем гетерозиготности три- и тетрануклеотидных STR.

Все локусы из основной панели были протестиро-
ваны на образцах ДНК семи супружеских пар, имею-
щих детей с МВ. В связи с тем, что для ПГТ-М основ-
ное значение имеет достаточное число фланкирующих 
информативных ДНК-маркеров, в табл. 3 полученные 
результаты представлены в виде информативности (ге-
терозиготности) и неинформативности (гомозиготно-
сти) исследованных STR.
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Таблица 1. STR-маркеры для ПГТ-М МВ

Table 1. STR markers for cystic fibrosis  PGT-M  

Название локуса Локализация1 Повтор Локализация в геноме 
(старт, GRCh38/hg38)

Гетерозиготность2

[15, 16] N=14

* 7q1155 2,0 AT chr7:115545635 0,8 -

* 7q1158 (D7S2502) 1,7 AC chr7:115818137 0,8 -

* 7q1159 1,6 AC chr7:115946397 0,7 -

* 7q1161 (D7S2543) 1,4 AC chr7:116163057 0,6 -

1 D7S486 1,3 AC chr7:116254748 0,8 0,8

2 D7S522 1,1 AC chr7:116432742 0,7 0,8

3 D7S2460 0,8 AC chr7:116767962 0,7 0,6

4 D7S633 0,2 AC chr7:117370805 0,6 0,7

5 CFTR IVS1 Интрон 1 AC chr7:117490313 0,7 0,8

6 CFTR D7S677 Интрон 1 AC chr7:117499430 0,6 0,8

7 CFTR IVS6 Интрон 6 AATC chr7:117536515 0,3 0,7

8 CFTR IVS9 AC Интрон 9 (8) АС chr7:117548334 0,4 0,8

9 CFTR IVS9 T Интрон 9 (8) T chr7:117548629 0,3 0,9

          CFTR F508del Экзон 11 (10) -

10 CFTR IVS20 AC Интрон 20 (17b) AC chr7:117612007 0,4 0,5

11 7q1177 0,2 АС chr7:117773649 0,9 0,9

12 7q1179 0,4 АС chr7:117999222 0,8 0,9

13 7q1184 0,9 AGAT chr7:118464804 0,7 0,7

14 D7S655 1,5 AC chr7:119028265 0,6 0,9

15 D7S2847 1,6 AGAT chr7:119179487 0,8 1,0

Примечание: 1 – Для внегенных локусов – расстояние от патогенного варианта   F508del в млн п.н., для внутригенных – обозначение ин-
тронов и экзонов по современной номенклатуре (в скобках – традиционное); 2 – гетерозиготность по данным «WebSTR» для европейской 
популяции (для поли-Т последовательности интрона 9 по данным Маркова с соавт. 2017) и по результатам настоящего исследования для 
носителей F508del; * – STR-маркеры дополнительной панели.

Индивидуальная сумма информативных STR под-
считана с каждой стороны от патогенного варианта 
в экзоне 11 для всех носителей F508del и интроне 1 для 
носителя CFTRdele2,3(21kb), соответственно. Макси-
мальное число информативных маркеров составило 9 
и 6 у женщины из семьи 5, минимальное – 0 и 3 у муж-
чины в семье 4. Достаточное число информативных 
маркеров (от 3 до 9) с каждой стороны от патогенного 
варианта было выявлено у всех родителей из обследо-
ванных семей за исключением вышеуказанного муж-
чины из семьи 4.

Общее число информативных STR-маркеров, пред-
ставленных в табл. 3, также проанализировано инди-
видуально по каждому микросателлиту. Расчетные 
значения гетерозиготности по этим данным вынесе-

ны в табл. 1. Минимальная гетерозиготность состави-
ла 0,5 для AС-повторов интрона 20, максимальная – 
1,0 (D7S2847). Большинство маркеров в обследованной 
выборке носителей подтвердили достаточный уровень 
информативности – выше 0,70.

В обследованных семьях были обнаружены неко-
торые особенные аллели и варианты генотипов. Так, 
для гетерозиготных по CFTRdele2,3(21kb) генотипов 
была характерна гемизиготность по локусу D7S677 
интрона 1, который попадает в область делеции. 
В то же время в предшествующем локусе IVS1 АC при-
сутствовали оба аллеля. В одной из семей нами обна-
ружен редкий аллель полиморфизма поли-Т интрона 9 
– 11T. Данный аллель выявлен в F508del-хромосоме 
у матери и у больного МВ ребенка. Семья прожива-
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Таблица 2. Олигонуклеотидные праймеры для анализа STR-маркеров, сцепленных с геном CFTR, и размеры амплифицируе-
мых фрагментов

Table 2. Oligonucleotide primers for analysis of STR markers linked to the CFTR gene and sizes of amplified fragments

Название F / R Последовательность, 5`-3` Размер фрагмента, п.н.

1 CFTR F508del
F gtgattatgggagaactgga

N=158, del=155
R FAM-tttgatgacgcttctgtatct

2 CFTR IVS1
F tgaacctcagctactctcgt

232-244
R FAM- ttggacttgttagccatcat

3 CFTR D7S677
F FAM-atcattcactatgggatagc

del, 278-292
R gaattacaagtcactctatacaaaa

4 CFTR IVS6
F R6G-gcccatctgttgaataaaag 6 Rep=203

7 Rep=207R ccagcagtatgccttaacag

5 CFTR IVS9 AС
F gtgtttatgtaccccgctta

166-184
R R6G-acggtttctagaggacatga

6 CFTR IVS20 AC
F R6G-catattggtgaagggtccta

260-272
R atttgaaaaacatggcactt

7 D7S486
F R6G-aaaggccaatggtatatccc

134-150
R gcccaggtgattgatagtgc

8 D7S522
F FAM-gccaaactgccacttctc

218-224
R acgtgttatgccactccc

9 D7S633
F FAM-tggggagtcctttaacagta

344-350
R aggcagattgatcacatgag

10 D7S655
F aatggtgctggaacaattag

154-172
R FAM-ctagtgggttttggttttga

11 D7S2460
F agtgagctaccagtatcact

187-191
R FAM-gataccaaaggacacatggt

12 D7S2847
F ttcaccttcagaaagtattgc

188-212
R FAM-agccacatagtgaggtgttt

13 7q1155*
F R6G-cttgtagggatctcctctca

300-312
R atgagcatgaaacaagacct

14 7q1158*
F FAM-ccagtggttttagtcatttgt

243-261
R tgtatgctcatggttggaaa

15 7q1159*
F FAM-gctcttcagaccctaaatgt

350-358
R gaaagaaggaaagagcaagc

16 7q1161*
F aacacagaggcaacatatgt

158-164
R R6G-tttgtaagcctacattgcct

17 7q1177
F atgaatgtctggaggacaag

257-274
R FAM-tgaccaggctttctatttgt

18 7q1179
F gctttatgtgccagtttttc

243-264
R R6G-aaaataaattcccaccccta

19 7q1184
F ggtcacatccaaattgagtt

289-301
R R6G-gtacagggcaaacaggtact

Примечание: * – STR дополнительной панели; N– нормальный аллель; Rep – число повторов, del – отсутствие аллеля при патогенном ва-
рианте CFTRdele2,3(21kb).
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Рисунок. Примеры результатов фрагментного ана-
лиза продуктов ПЦР  патогенного варианта F508del 
гена CFTR в семье (А: красным бином обозначен му-
тантный аллель, серым – нормальный; FAM), вну-
тригенного динуклеотидного STR интрона 1 (Б; 
FAM) и тетрануклеотидного внегенного STR локу-
са 7q1184 (B; R6G); образцы: отец, мать, ребенок.

Figure. Examples of the fragment analysis of PCR 
products of the pathogenic F508del variant of the  
CFTR gene (A: the red bin denotes the mutant allele, 
the gray bin denotes the normal one; FAM), the intra-
genic dinucleotide STR in intron 1 (Б; FAM), and the 
tetranucleotide extragenic STR in 7q1184  (B; R6G).

А

Б

В
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ет в Кемеровской области, заболевание у ребенка за-
подозрено по результатам неонатального скринин-
га и характеризуется преимущественно кишечными 
проявлениями; диагноз поставлен в возрасте 1 года. 
Помимо одного случая 11Т во всех остальных изучен-
ных в нашем исследовании F508del-хромосомах вы-
являлся аллель 9T.

В табл. 4 представлены детальные данные гапло-
типирования семьи (проживают в Томской области; 
один из родителей отца немец), в которой разрабо-
танная нами стандартная панель STR-маркеров не по-
зволила выявить достаточное для ПГТ-М число ин-
формативных маркеров у супруга. В связи с данным 
случаем была предложена дополнительная панель 
из четырех STR-маркеров; результаты также пред-
ставлены в табл. 4.

В представленной в табл. 4 семье один ребенок 
болен МВ и имеет гомозиготный генотип по F508del, 

второй ребенок здоров и является носителем мате-
ринской хромосомы с патогенным вариантом F508del. 
Как видно из результатов гаплотипирования семьи, 
F508del-несущие хромосомы, демонстрируют прак-
тически одинаковые гаплотипы по изученным вну-
тригенным STR и различаются только по динуклео-
тидному полиморфизму AC(GT) интрона 9. По вну-
тригенным STR материнская и отцовская хромосомы 
у больного МВ ребенка различимы только по данно-
му полиморфизму. По внегенным маркерам отцовская 
и материнская хромосомы имеют достаточно различий. 
В данной семье полностью неинформативен только 
один STR-маркер – AC-повтор интрона 20. В обсле-
дованной семье ДНК матери (D1564) демонстриру-
ет много информативных STR, однако в образце отца 
обнаружено большое число гомозиготных, неинфор-
мативных вариантов по изученным STR основной па-
нели. Отцовский гаплотип хромосомы с нормальным 

Таблица 3. Информативность (гетерозиготность) STR-маркеров у  обследованных супружеских пар – носителей патогенного 
варианта гена CFTR (F508del для всех, за исключением одного родителя с CFTRdele2,3(21kb)

Table 3. Informativeness (heterozygosity) of STR-markers in the examined couples – carriers of the pathogenic variant of the CFTR 
gene (F508del for all, except for one parent with CFTRdele2,3(21kb)

STR
1

(F4)
2  

(F100)
3

(F104)
4

(F115)
5

(F149)
6

(F277)
7

(F479) Всего  
информ.

О М О* М О М О М О М О М О М

1 D7S486 н н н 11

2 D7S522 н н н 11

3 D7S2460 н н н н н 9

4 D7S633 н н н н 10

5 IVS1 н н н 11

6 D7S677 н н н 11

7 IVS6 н н н н 10

8 IVS9 AC н н н 11

9 IVS9 T н н 12

Всего информ. 7 8 6* 9 5 7 0 9 6 9 9 7 8 5

10 IVS20 AC н н н н н н н 7

11 7q1177 н н 12

12 7q1179 н 13

13 7q1187 н н н н 10

14 D7S655 н н 12

15 D7S2847 14

Всего информ. 5 4 6 3 6 5 3 5 4 6 5 5 5 6

Примечание: О – отец, М – мать; * носитель патогенного варианта CFTRdele2,3(21kb); серая заливка и «н» – неинформативный STR (го-
мозигота).
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аллелем оказался похож на гаплотип F508del-несущей 
хромосомы. Вследствие выявленных особенностей га-
плотипов, гомозигота по F508del (D3374) и гетерози-
готный носитель (D3376) фактически неразличимы 
по достаточно протяженному фрагменту внутриген-
ных и внегенных локусов с одной стороны от пато-
генного варианта, соответственно, входящие в эту об-
ласть STR не позволяют различить хромосомы, несу-
щие нормальный и патогенный аллели.

Дополнительная панель полиморфных микроса-
теллитных маркеров была разработана в связи с выяв-
ленными особенностями F508del-подобного гаплоти-
па у отца в семье F115 (табл. 4). В табл. 4 представле-
ны результаты гаплотипирования семьи по четырем 
дополнительным STR. Расширение панели STR по-

зволило выявить три информативных STR upstream 
от патогенного варианта. В приложении к ПГТ МВ это 
позволит четко различать отцовские хромосомы с па-
тогенным вариантом и без него для обеих фланкиру-
ющих F508del областей.

Нами проводилась валидация подобранной панели 
STR на тестовых WGA-продуктах для фрагментов тро-
фэктодермы преимплантационных эмбрионов, а так-
же единичных лимфоцитов без полногеномной ампли-
фикации. Однако во всех этих случаях использовали 
двухраундовую ПЦР.

Все обследованные семьи включали полное трио – 
мать, отец и ребенок. В отдельных случаях генотипы 
по STR всех членов семьи представляли собой одина-
ковые гомозиготы, что позволяет сделать вывод об их 

Таблица 4. Детальные результаты гаплотипирования одной из обследованных семей с использование основной и дополни-
тельной панелей STR

Table 4. Detailed results of family haplotyping using the main and additional STR panels

Гаплотипы семьи F115

Название 
локуса

Отец
(D3375)

Мать
(D1564)

Ребёнок, МВ 
(D3374)

Ребёнок, 
(D3376)

1* 7q_1155 312/304 312/302 312/302 304/302

2* 7q_1158 243/261 260/261 243/261 261/261

3* 7q_1159 354/354 354/350 354/350 354/350

4* 7q_1161 158/162 162/162 158/162 162/162

1 D7S486 144/144 146/134 144/134 144/134

2 D7S522 224/224 218/224 224/224 224/224

3 D7S2460 187/187 191/189 187/189 187/189

4 D7S633 346/346 344/346 346/346 346/346

5

CFTR

IVS1 234/234 236/234 234/234 234/234

6 D7S677 284/284 278/284 284/284 284/284

7 IVS6 6/6 7/6 6/6 6/6

8 IVS9 AC 182/182 168/170 182/170 182/170

9 IVS9 полиT 9T/9T 7T/9T 9T/9T 9T/9T

F508del m/N N/m m/m N/m

10 IVS20 AC 264/264 264/264 264/264 264/264

11 7q_1177 267/267 271/269 267/269 267/269

12 7q_1179 254/250 246/258 254/258 250/258

13 7q_1184 289/289 289/297 289/297 289/297

14 D7S655 170/172 154/168 170/168 172/168

15 D7S2847 196/188 196/188 196/188 188/188

Примечание: полужирным шрифтом и подчеркиванием отмечены аллели мутантных хромосом; серой заливкой отмечены гомозиготные 
локусы; * – дополнительная панель маркеров.
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информативности, но не позволяет их гаплотипировать 
без дополнительных данных. Включение в исследова-
ние других членов семьи позволяет подтвердить сце-
пление и гаплотипировать гетерозиготные в трио локу-
сы. Например, локус D7S2847 в семье (табл.4) гаплоти-
пирован благодаря включению в исследование образца 
здорового ребенка-носителя (D3376).

Обсуждение

Основой молекулярно-генетических исследова-
ний при таргетном варианте ПГТ-М является сочета-
ние прямой и косвенной диагностик [6, 7, 9]. Первым 
этапом такой технологии обычно служит поиск поли-
морфных STR, тесно сцепленных с причинным геном. 
Далее стандартно следует тестирование подобранных 
STR на образцах ДНК семьи, с целью выбора инфор-
мативных в отношении хромосомы, содержащей па-
тогенный аллель. Информативность полиморфных 
STR индивидуальна, и информативные в одной семье 
ДНК-маркеры могут быть неинформативны для дру-
гой, что, в том числе, демонстрируют и наши данные 
(табл.3). Стандартных таргетных панелей для ПГТ-М 
ни для каких заболеваний до настоящего времени фак-
тически не разработано.

В нашем исследовании проведена разработка до-
статочно широкой панели STR-маркеров для косвен-
ной диагностики МВ в ходе ПГТ-М. Панель включа-
ет 6 CFTR-внутригенных и 9 внегенных STR-маркеров 
в пределах 1,6 млн п.н. с каждой стороны от гена CFTR 
(табл. 1). Также предложена дополнительная панель 
из 4-х STR в пределах 2 млн п.н согласно рекоменда-
циям «ESHRE PGT Consortium» [9]. Проверка пане-
ли выполнена с привлечением образцов отягощенных 
семей, в которых МВ обусловлен мажорным патоген-
ным вариантом F508del гена CFTR. Только в одной се-
мье были разные патогенные варианты – материнский 
F508del и отцовский CFTRdele2,3(21kb). Предполага-
ется, что данная панель может служить универсальной 
базой таргетного подхода ПГТ МВ не только для слу-
чаев патогенного варианта F508del, но и других пато-
генных вариантов. При этом потребуется дополнение 
системы исследования дизайном и проверкой конкрет-
ного патогенного варианта.

Полученные нами данные о гетерозиготности STR, 
сцепленных с геном CFTR (табл. 1), не отражают рос-
сийскую популяцию ввиду специфичности выборки – 
включены исключительно носители патогенного вари-
анта гена, а также небольшого объема выборки. Других 
данных о частотах изученных нами микросателлитов 

в российской популяции в доступной литературе на-
ми не найдено. Для целей ПГТ-М гетерозиготность со-
ответствует информативности. Детальные данные по ин-
формативности для каждой семьи представлены в табл. 3. 
Результаты нашей работы свидетельствуют о том, что 
во всех семьях за исключением одной выявлено доста-
точное число информативных STR (табл. 3). 

При разработке систем ДНК-маркеров для ПГТ-М 
обычно выбор делается в пользу маркеров с высоким 
популяционным уровнем гетерозиготности [9]. В то же 
время гетерозиготность в семьях по определенным 
сцепленным с геном STR может отличаться от попу-
ляционных значений вследствие наследования гапло-
типов, характерных для частых мутаций. В своем ис-
следовании мы фиксировали определенные различия 
по частоте гетерозиготности в общей европейской по-
пуляции по данным электронного ресурса WebSTR 
и в нашей группе носителей патогенного варианта гена 
CFTR. Для части локусов мы обнаружили более высо-
кие показатели гетерозиготности у носителей F508del 
в сравнении с популяционными данными, в частности 
для D7S677, интрона 6, интрона 9 (табл. 1). Это связа-
но с тем, что во всех F508del-содержащих хромосомах 
присутствовали более редкие для общей популяции 
аллели. Очевидно, что особенности гаплотипа хромо-
сом, несущих патогенные варианты, следует учиты-
вать для оценки гетерозиготности носителей, особен-
но по внутригенным STR. Полученные в настоящем 
исследовании данные согласуются с ранее получен-
ными собственными результатами на другой выбор-
ке МВ-носителей для внутригенных маркеров [13]. 
Для AC-повторов интрона 20 нами выявлен невысокий 
уровень гетерозиготности (0,5), сопоставимый с попу-
ляционным (0,4) и собственными более ранними дан-
ными (0,3). Данный STR может расцениваться как ме-
нее значимый для ПГТ МВ.

Внутригенные ДНК-маркеры часто рекомендова-
ны как приоритетные для косвенной дородовой диа-
гностики как пренатальной, так и преимплантацион-
ной в связи с их более тесным сцеплением с патогенным 
вариантом. Однако в определенных случаях примене-
ние внутригенных маркеров может иметь ограничения. 
При гомозиготном состоянии по F508del невозможно 
различить материнскую и отцовскую хромосомы по боль-
шинству внутригенных STR вследствие специфического 
F508del-гаплотипа. Это демонстрируют результаты как 
предыдущих исследований [13], так и настоящего иссле-
дования (табл. 4). Особый риск для ПГТ МВ несет невоз-
можность различить по внутригенным STR носительство 
и комбинацию гомозиготного по мутации генотипа эм-
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бриона с контаминацией родительской ДНК. Внегенные 
маркеры более полиморфны на F508del-содержащих хро-
мосомах и дают возможность преодолеть проблему спец-
ифичного F508del-гаплотипа при ПГТ-М.

Детальный анализ STR-профиля F508del-несущих 
хромосом, разрабатываемого для целей ПГТ-М, в свою 
очередь предоставляет новые сведения для популяци-
онной и эволюционной генетики МВ.

При применении панели STR непосредственно 
в ПГТ-М анализ локусов должен сочетаться с предше-
ствующей WGA либо выполняться в «гнездовой» (nested) 
ПЦР. Для клинического использования обязательным 
является предварительный этап валидации системы те-
стирования на единичных клетках. Проработанные на-
ми косвенные STR-маркеры могут быть использованы 
не только для преимплантационной, но и для пренаталь-
ной диагностики. В случае пренатальной диагностики та-
кой объем косвенных ДНК-маркеров не требуется, по-
скольку она не связана с экстремально низкими концен-
трациями ДНК, как ПГТ-М. При использовании нашей 
системы молекулярного тестирования на большей вы-
борке границы размеров выявляемых фрагментов, ука-
занных в табл. 2 будут, очевидно, расширены.

Систему амплификации при ПГТ-М не следует пе-
регружать ДНК-маркерами. В ПГТ-М включают исклю-
чительно информативные локусы. Согласно рекоменда-
циям ESHRE PGT Consortium обычно достаточным яв-
ляется наличие двух информативных маркеров с каждой 
стороны от патогенного варианта [9]. Число маркеров 
зависит от применяемой системы (например, комби-
нации с WGA), частоты ADO (выпадения аллеля, allele 
drop out). На практике лаборатории часто увеличивают 
число сцепленных с исследуемым геном ДНК-маркеров 
для повышения точности диагностики. Помимо ADO 
к факторам риска ошибок ПГТ-М, связанным с ма-
лым количеством ДНК, относится плохая амплифика-
ция отдельных локусов, преимущественная амплифи-
кация одного аллеля, контаминация родительской или 
неродственной ДНК. Микросателлиты могут не всегда 
иметь простые для интепретации пики амплификации 
(статтеры, послепики). В связи с этим конкретной се-
мье после ее гаплотипирования по предложенной на-
ми основной панели мы можем рекомендовать выбрать 
по 2-4 полностью информативных, фланкирующих па-
тогенный вариант STR-маркера с надежной интенсив-
ностью амплификации на единичных клетках и, по воз-
можности, хорошо интерпретируемой формой пиков.

Некоторые сложные в исследовании полиморфизмы 
также можно отнести к менее приоритетным для ПГТ-М. 
Поли-Т полиморфизм – достаточно хорошо изученный 

ДНК-маркер, подходящий для косвенной диагности-
ки МВ [13, 16]. Известна ассоциация F508del c 9T-алле-
лем. Гетерозиготность этого локуса в общей популяции 
не высока. Так, в российской популяции (N=2261) она 
составила всего около 0,3 в связи с преобладанием гено-
типа 7Т/7T [16]. Однако в группе носителей гетерозигот-
ность по поли-Т полиморфизму существенна и составила 
0,9 (табл.3). В то же время анализ данного полиморфиз-
ма несколько сложнее, чем других локусов нашей пане-
ли. Для идентификации аллелей 5, 7 или 9T требуются 
двухраундовая ПЦР и контрольные образцы с известны-
ми генотипами. Детали поли-Т тестирования не приве-
дены в настоящем исследовании, так как детально опи-
саны в более ранней публикации [16].

При проведении настоящего исследования в од-
ной из семей в F508del-хромосоме обнаружен редкий 
аллель 11Т интрона 9. Ранее в собственных исследова-
ниях такого аллеля выявлено не было [13, 16]. В лите-
ратуре описаны единичные случаи аллеля 11T, его ча-
стота и клиническое значение до настоящего време-
ни не ясны [17].

К поли-Т полиморфизму интрона 9 непосред-
ственно примыкают полиморфные АС(GT)-повторы. 
Теоретически, для дородовой диагностики МВ мож-
но было бы использовать анализ комплексного алле-
ля «AC+поли-Т», однако для F508del-гаплотипа это 
не представляется целесообразным. Так, аллель 9T пре-
имущественно сцеплен с аллелем из 10 повторов AC, 
а наиболее распространенным в хромосомах, несущих 
нормальный аллель, вариантом является 11АС+7T, что 
в сумме не даёт различий в размере фрагментов. Поэ-
тому эти аллели лучше исследовать раздельно, либо от-
личным от фрагментного анализа методом. Анализ как 
поли-Т полиморфизма интрона 9, так и примыкающих 
АС может усложнять ПГТ-М. При наличии достаточ-
ного числа информативных маркеров данные полимор-
фные локусы можно не включать в ПГТ-М МВ. В на-
стоящее исследование мы не включали GT(АC)-повто-
ры, непосредственно примыкающие к поли-Т, однако 
включали другие более полиморфные и достаточно ин-
формативные для гетерозиготных F508del-носителей 
СА-повторы интрона 9.

Дополнительная панель STR-маркеров разработа-
на нами в связи с возможностью столкнуться с редки-
ми генотипами и гаплотипами при подготовке к ПГТ-М 
с высоким уровнем гомозиготности по ДНК-маркерам. 
В связи с этим информативных для ПГТ-М STR-марке-
ров может оказаться недостаточно. Так, в нашем иссле-
довании в одной из 7 семей у мужчины мы обнаружили 
особый гаплотип хромосомы с нормальным аллелем, 
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который имел большое сходство с F508del-гаплотипом 
(табл. 4, образец ДНК D3375). У этого мужчины выявле-
но большое число гомозиготных STR-маркеров и, соот-
ветственно, недостаточное число информативных STR 
из основной панели с одной стороны от патогенного ва-
рианта. Распространенность такого F508del-подобного 
гаплотипа в российской популяции не ясна. На осно-
вании относительно редкой частоты ряда аллелей, ха-
рактерных для F508del-хромосом (например, аллель 
9T интрона 9 встречается в популяции с частотой око-
ло 9%), можно предполагать, что F508del-подобный га-
плотип является относительно редким, по крайней ме-
ре в европейских популяциях. С помощью STR-марке-
ров дополнительной панели информативные маркеры 
для описанного семейного случая найдены.

Альтернативой таргетному подходу ПГТ МВ, на 
который ориентирована предлагаемая нами панель 
STR-маркеров, служат полногеномные методы ПГТ-М. 
Потенциально полногеномное секвенирование способ-
но установить большинство мутаций гена. Однако при-
ложения для ПГТ, основанные на NGS, разработаны 
пока только для выявления хромосомных нарушений 
и имеют ограничения в отношении разрешающей спо-
собности. Ни одна современная коммерческая полно-
геномная система для ПГТ не гарантирует выявление 
моногенных заболеваний. В отдельных исследованиях 
проводятся адаптация NGS к задачам ПГТ-М и прора-
ботка выявления патогенных вариантов в комбинации 
с минигаплотипами по SNP-маркерам. Так, в исследо-
вании S. Chamayou с соавт. предложена стратегия уни-
версального подхода ПГТ МВ в отношении любой му-
тации гена CFTR в комбинации с ПГТ-А методом NGS 
[18]. Подход авторов подразумевает прямое секвени-
рование гена CFTR с анализом 38 тесно сцепленных 
с геном SNP (34 внутригенных и 4 внегенных) с пер-
воначальной мультиплексной амплификацией фраг-
ментов гена и фланкирующих областей. Авторы при-
водят данные о ПГТ для 17 супружеских пар с риском 
МВ, результатах тестирования 109 эмбрионов после 
первоначальной полногеномной амплификации [18]. 
Использованные исследователями SNP, хотя и были 
преимущественно внутригенными, показали доста-
точную информативность и позволили зафиксировать 
ADO в ходе тестирования.

Использование NGS длинных фрагментов ДНК 
потенциально позволяет проводить гаплотипирова-
ние хромосом, несущих патогенные варианты, без 
семейного анализа. С использованием такого под-
хода в исследовании D. Dilernia с соавт.  проанали-
зированы 14 образцов ДНК пациентов с МВ, гомози-

готных и компаунд-гетерозиготных по F508del [19]. 
Авторы показали, что F508del-несущие хромосомы 
демонстрируют чрезвычайно консервативный 
внутригенный гаплотип, что согласуется с результа-
тами нашего исследования в отношении внутриген-
ного STR-профиля F508del-хромосом.

Несмотря на мощность методов NGS, предлагае-
мое сочетание внегенных и внутригенных STR-марке-
ров имеет определенные преимущества в отношении 
косвенной диагностики при ПГТ-М. Панель STR по-
зволяет охватывать интересующую в отношении МВ 
область гаплотипирования меньшим числом «репер-
ных» полиморфных ДНК-маркеров. Наши данные 
подтверждают достаточную полиморфность и инфор-
мативность 15 внутригенных и внегенных STR для вы-
явления родительских хромосом, несущих патогенный 
и нормальный генетические варианты, а также арте-
фактов амплификации. По результатам проведенно-
го исследования  достаточная степень гетерозиготно-
сти всех включенных в панель STR подтвердилась. Ис-
ключение составил один случай с особым генотипом, 
для которого потребовалось включение дополнитель-
ных STR. Мы рекомендуем дополнительную панель 
CFTR-сцепленных STR, если по результатам обследо-
вания семьи с использованием основной панели у ко-
го-то из супругов, планирующих ЭКО с ПГТ-М, не бу-
дет обнаружено достаточное число информативных 
маркеров, в частности, при носительстве патогенной 
F508del-хромосомы в сочетании с F508del-подобным 
гаплотипом хромосомы, несущей нормальный аллель.
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