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Введение. Определение хромосомного дисбаланса имеет важное клиническое и биологическое значение при спонтанном 
прерывании беременности. Оно необходимо для установления причины невынашивания, исключения наследственных факторов, 
дальнейшего генетического консультирования, а также для понимания механизмов формирования хромосомных аномалий. 
Золотым стандартом анализа кариотипа является микроскопический анализ хромосом после GTG-окрашивания. Однако 
этот метод имеет ограничения, так как зависит от митотической активности клеток и наличия хорошо визуализированных 
хромосом. Альтернативным цитогеномным подходом для определения хромосомного дисбаланса может быть полногеномное 
секвенирование с низким покрытием и его модифицированные алгоритмы для сверхнизкого покрытия, применяемые для 
детекции анеуплоидий и крупных вариаций числа копий. 
Цель: провести полногеномное секвенирование со сверхнизким покрытием для молекулярного кариотипирования спонтанных 
и медицинских абортусов.
Методы. В работе использовался некультивируемый материал экстраэмбриональной мезодермы спонтанных и медицинских 
абортусов. Молекулярное кариотипирование выполнено методом полногеномного секвенирования со сверхнизким покрытием. 
Полученные результаты верифицировались посредством флуоресцентной гибридизации in situ (FISH) и ПЦР в реальном времени. 
Результаты. Среди спонтанных абортусов анеуплоидии были выявлены в 25 из 71 (35,2%) случая,  наиболее частыми нарушениями 
оказались трисомии по аутосомам (92%), в то время как аномалии числа половых хромосом были выявлены в 8% случаев. 
Полиплоидия была выявлена в 4 из 71 случая (5,6%), что дало суммарную частоту встречаемости хромосомных аномалий 40,8%.
Выводы. Определение эффективности и специфичности полногеномного секвенирования со сверхнизким покрытием для 
обнаружения анеуплоидий показало значения в 100% для обоих показателей в контрольных группах. Подтверждение аномалий 
кариотипа спонтанных абортусов референсными методами показало, что полногеномное секвенирование со сверхнизким 
покрытием эффективно в диагностике анеуплоидий при отсутствии альтернативных методов.
Ключевые слова: cпонтанный аборт, полногеномное секвенирование со сверхнизким покрытием, кариотипирование, 
невынашивание беременности, хромосомные аномалии, FISH.
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Background. Determination of chromosomal imbalance has an important clinical and biological significance in cases of spontaneous 
abortion. It is necessary to establish the cause of non-pregnancy, to exclude hereditary factors, to provide further genetic counselling, 
and to understand the mechanisms of chromosomal anomalies. The gold standard for karyotype analysis is microscopic analysis of 
chromosomes after GTG staining. However, this method has limitations as it depends on the mitotic activity of the cells and the presence 
of well-visualised chromosomes. An alternative cytogenomic approach to detect chromosomal imbalance may be low-coverage and 
ultra-low coverage whole-genome sequencing, used to detect aneuploidies and large copy number variations.
Objective: to perform whole-genome sequencing with ultra-low coverage for molecular karyotyping of spontaneous and medical 
abortuses.
Methods. Uncultured material of extraembryonic mesoderm of spontaneous and induced abortions was used. Molecular karyotyping 
was performed using ultra-low coverage whole genome sequencing. The results were verified using fluorescence in situ hybridization 
(FISH) and real-time PCR.
Results. Among spontaneous abortuses, aneuploidies were detected in 25 out of 71 (35.2%) cases, among which autosomal trisomies 
were the most frequent abnormality (92%), while sex chromosome number abnormalities were detected in 8% of cases. Polyploidy was 
detected in 4 out of 71 cases (5.6%), giving a cumulative incidence of chromosomal abnormalities of 40.8%.
Conclusions. Determination of the efficacy and specificity of ultra-low coverage whole-genome sequencing for the detection of 
aneuploidy showed values of 100% in both measures on the control groups. Confirmation of karyotype abnormalities in spontaneous 
abortions by reference methods showed that ultra-low coverage whole-genome sequencing is effective in the diagnosis of aneuploidy 
in the absence of alternative methods.
Keywords: Spontaneous abortion, ultra-low coverage whole-genome sequencing, karyotyping, pregnancy loss, chromosomal 
abnormalities, FISH.
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Введение

Спонтанное прерывание беременности – патоло-
гическое состояние, возникающее в 20% всех клини-
чески установленных беременностей и в 80% случаев 
приходящееся на 1 триместр [1]. При этом до 2/3 спон-
танных абортов (СА) могут быть обусловлены анома-
лиями хромосомного набора эмбриона – анеуплоиди-
ями и полиплоидиями [2].

Определение кариотипа плода при СА необхо-
димо для установления причины прерывания бере-
менности, а также для исключения унаследованных 
структурных перестроек хромосом, имеющих значение 
при планировании последующей беременности. Золо-

тым стандартом при этом является кариотипирование 
с G-окрашиванием хромосом, впервые предложенное 
Мариной Сибрайт (Seabright) в 1972 году. Метод, 
состоящий из этапов отбора, культивирования клеток, 
остановки клеточного деления с дальнейшими фикса-
цией, окрашиванием и микроскопией,  позволяет де-
тектировать геномные (анеу- и полиплоидии) и хромо-
сомные (транслокации, делеции, дупликации, инвер-
сии, инсерции более 5 млн п.н.) мутации. Однако при 
отсутствии жизнеспособных клеток или недостаточной 
митотической активности  применение метода стано-
вится невозможным. Альтернативой могут стать мето-
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ды, основанные на массовом параллельном секвениро-
вании, не требующие культивирования клеток in vitro.

Одним из таких методов является полногеномное 
секвенирование с низким покрытием (low-coverage 
whole genome sequencing, lcWGS). С использованием 
специальных методов фильтрации и статистического 
анализа, компенсирующих низкую глубину покрытия, 
lcWGS позволяет идентифицировать наличие допол-
нительного или отсутствие хромосомного материала 
размером от сотен т.п.н. до млн п.н. [3]. Такое разре-
шение позволяет использовать подход для диагности-
ки патологий, связанных с вариациями числа копий 
(copy number variation, CNV), детекции анеуплоидий, 
определения изменений в кариотипе культивируемых 
клеточных линий [4-7]. Несмотря на ограничения ме-
тода, связанные со сложностью биоинформатической 
обработки, ограничением статистической мощности 
для индивида, интерпретацией результатов, он обла-
дает рядом преимуществ, особенно в контексте круп-
номасштабных геномных и популяционных исследо-
ваний, и уже применяется в диагностических целях. 
Однако для целевой диагностики анеуплоидий могут 
применяться подходы, основанные на меньшем по-
крытии – полногеномное секвенирование со сверхниз-
ким покрытием (ulcWGS). Такой метод, имея немного 
большие ограничения, сохраняет преимущества пре-
дыдущего и является более экономически эффектив-
ным, что приближает его к методам скрининга.

Определение кариотипа является важным и необ-
ходимым шагом в исследовании причин невынаши-
вания беременности. В данной работе описывается 
применение ulcWGS для молекулярного кариотипи-
рования абортивного материала, в котором было не-
возможно определение кариотипа стандартными ци-
тогенетическими методами. 

Методы

Всего в анализ было включено 9 образцов меди-
цинских абортусов (отрицательный контроль), 10 об-
разцов спонтанных абортусов с известным анеупло-
идным кариотипом (положительный контроль) и 76 
образцов спонтанных абортусов с неизвестным кари-
отипом. Ткани спонтанных абортусов с неизвестным 
кариотипом были получены из биологической кол-
лекции «Биобанк населения Северной Евразии» НИИ 
медицинской генетики Томского национального ис-
следовательского медицинского центра. Гестацион-
ный возраст, определенный по дате последней мен-
струации, составил от 4 до 17,8 недели (8,3 ± 2,9 не-

дель). Возраст матерей был в диапазоне от 18 до 42 лет 
(28,5 ± 6,8 лет). Всеми участниками было подписано 
информированное согласие.

Для кариотипирования в группе контроля ис-
пользовались стандартный цитогенетический метод  
(G-окрашивание), а также интерфазный FISH-анализ, 
выполненные согласно описанным протоколам [2]. 
Для интерфазного FISH использовались центромер-
ные ДНК-зонды на хромосомы 13/21, 18 и X. 

Образцы экстраэмбриональной мезодермы были 
сепарированы под инвертированным микроскопом 
Axiovert 200 (Carl Zeiss, Германия). Геномную ДНК 
выделяли стандартным методом фенол-хлороформ-
ной экстракции, описанным ранее [2].

Качество и количество ДНК анализировали на 
спектрофотометрах Nanodrop (Thermo, США) и Qubit 
2.0 (Thermo, США). Библиотеки были подготовле-
ны с помощью MBU транспозазы Tn5 (МБС-Тех-
нология, Россия) в соответствии с рекомендациями 
производителя. При подготовке были использованы 
последовательности адаптеров из набора Nextera XT 
DNA Library Preparation Kit (Illumina, США). Каче-
ство библиотек было определено с помощью 2100 
Bioanalyzer (Agilent Technologies, США). Библиоте-
ки были секвенированы в проточной ячейке FCM 
V2.0 на секвенаторе Genolab M с помощью набо-
ра GenoLab M Sequencing Reagent (300 cycles) V2.0 
(GeneMind, Китай) в соответствии с рекомендаци-
ями производителя.

Контроль качества исходных данных последо-
вательности выполнялся с использованием FastQC 
v0.11.4 (https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/
projects/fastqc/). Среднее покрытие по геному состави-
ло 0,08x. Выравнивание прочтений проводилось с по-
мощью bwa 0.7.17 по отношению к референсному гено-
му человека GRCh38 (hg38). Уникально выровненные 
прочтения были получены и отфильтрованы по каче-
ству картирования с помощью SAMtools v1.6. Получен-
ные .bam файлы обрабатывались с помощью QDNAseq 
1.40.0. Для половых хромосом коррекция содержания 
ГЦ была рассчитана с помощью ComputeGCBias (ин-
струмент пакета deepTools), используя метод Бенджа-
мини [8]. Геном был разделен на регионы по 50 т.п.н., 
для которых было рассчитано покрытие с помощью 
bedtools v2.30.0 [9].

Для анализа полиплоидии использовались суспен-
зии тканей хориона и центромерные ДНК-зонды на 
хромосомы 2 и X. В каждом образце подсчитывали 
от 100 до 400 интерфазных ядер. Все образцы, для ко-
торых имелась возможность получения препаратов 
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интерфазных ядер хориона, были проверены на по-
липлоидию с использованием системы ДНК-зондов 
на центромеры X и 2. Для верификации анеуплоидий 
использовались ДНК-зонды на центромеры хромо-
сом 4, 7, 10, 15, 16, 18, 20, 13/21, а также разработан-
ные уникальные зонды на хромосомы 13 (регион ге-
на RB1) и 22 (регион гена DGCR2). Анализ проводил-
ся с использованием микроскопа Axio Imager Z2 (Carl 
Zeiss, Германия) с программным обеспечением Metafer 
и ISIS (MetaSystems, Германия). 

Верификация анеуплоидий в образцах, где для ана-
лиза была доступна только ДНК, осуществлялась ме-
тодом ПЦР в реальном времени. Олигонуклеотид-
ные праймеры были подобраны с использованием баз 
данных NCBI Gene, UCSC Genome Browser, Ensembl, 
и программ Primer-BLAST, Oligoanalyzer на регио-
ны различных плеч хромосом (4, 9, 16) или региона 
длинного плеча хромосом 14 и 22 (таблица). Анализ 
был проведен на приборе AriaMx (Agilent Technolo-
gies, США).

Результаты

После получения данных ulcWGS 5 образцов спон-
танных абортусов с неизвестным кариотипом были ис-
ключены из анализа ввиду плохого качества соглас-
но FastQC. 

При секвенировании ДНК медицинских абортусов 
анеуплоидии выявлены не были, однако в одном об-
разце при дальнейшей проверке была выявлена моза-
ичная тетраплоидия с минорным клоном с моносоми-
ей X – mos 92,XXXX[78]/45,X[14]/46,XX[25]. Для поло-
жительного контроля были взяты спонтанные абортусы 
с известными анеуплоидиями, проверенные цитогене-
тическими и/или молекулярно-цитогенетическими (ин-
терфазный FISH) методами: c трисомией 13 (n=2), три-
сомией 16 (n=2), трисомией 18 (n=2), трисомией 21 (n=2) 
и моносомией X (n=2). Примечательно, что кариотипи-
рованный стандартным методом образец с трисомией 18 
по данным ulcWGS был интерпретирован как имеющий 
дополнительный материал  хромосомы 16, а в образце, 

Таблица. Праймеры, использованные для ПЦР в реальном времени

Table. Primers used for real-time PCR

Праймер Последовательность 5’- 3’ Регион хромосомы

OCIAD1ex7 F TGACTCAAGTGTGAGTGGTCAA 4p11

OCIAD1ex7 R TCAGTAATACCAGTGGGAGCAG 4p11

SGCBex2 F CAAAGTTCCAATGGTCCTGTAA 4q12

SGCBex2 R TAAATTGCCCTTTCTTCCTCTC 4q12

KANK1intr7 F TTCAGGGCAAGAACATTGTTAG 9p24.3

KANK1intr7 R ATAGAGATGCGGGTCTCTTGTT 9p24.3

TRPM6ex33 F GTCTACAGGTTGGAGGAGAGTT 9q21.13

TRPM6ex33 R ACGACTCTCATAGCTTTACGGA 9q21.13

ATXN3ex11 CATGGAATGTAGGTGTCTGCTT 14q32.12

ATXN3ex11 CATGATGCAAGTGTCAAATCAC 14q32.12

TGM1intr13 F CTGTGACAGCCTTTATTGAGGA 14q12

TGM1intr13 R AAGCTGCTTAGAAGCAAAACCT 14q12

PDPRex18 F TGTTGGCCAGAAATACGGAATC 16q22.1

PDPRex18 R TCTCTAATTTCACCCGAGACTCT 16q22.1

PDZD9ex5 F CTGGATAATGGTGAAGCAAGACA 16p12.2

PDZD9ex5 R GGCTTTACCCTCTTCAACTTGG 16p12.2

HIRAex16 F AGAGCAGAACCTTGTGAAAGAG 22q11.21

HIRAex16 R TGTCTCTACCTCAAGCTCAAGT 22q11.21

MAPK8IP2ex10 F TAGATACACTCGATTGGCCACA 22q13.33

MAPK8IP2ex10 R TGTTCTTCAAGGAGTTCATGCC 22q13.33
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в котором исходно была обнаружена трисомия 16, по-
сле ulcWGS была выявлена анеуплоидия по Х-хромосо-
ме. Проведенный впоследствии интерфазный FISH-ана-
лиз подтвердил трисомию 16 в 100% ядер в первом случае 
и кариотип mos 47,XX +16[139]/92,XXXX[21]/69,XXX[2] 
во втором. Таким образом, метод ulcWGS показал 100% 
эффективность и специфичность для обнаружения  
анеуплоидий в контрольных группах.

Среди спонтанных абортусов с неизвестным ка-
риотипом 30 образцов имели анеуплоидный карио-
тип по данным ulcWGS. Из выявленных методом ин-
терфазного FISH вариантов было подтверждено 19 из 
23, а методом ПЦР в реальном времении – 6 из 7 слу-
чаев (рис. 1).

Анеуплоидии по аутосомам были наиболее частой 
хромосомной аномалией (92%), из них самой частой 
оказалась трисомия 22, а анеуплоидии по половым 
хромосомам были представлены моносомией X и под-
тверждены в 2 случаях (8%) (рис. 2). 

Полиплоидия, определяемая методом интерфазно-
го FISH (58 из 71 случая), была зафиксирована в 4 слу-
чаях: в трех из них наблюдалась  тетраплоидия и в од-
ном − триплоидия (рис. 2). 

Обсуждение 

Молекулярное кариотипирование основывается 
на определении изменения числа прочтений в образ-
це по отношению к референсу. В данном исследова-
нии мы определили пороговые значения в опытных 
образцах 1,25 и более для трисомии и 0,75 и менее для 
моносомии. Такой подход повысил чувствительность 
обнаружения анеуплоидий, но также увеличил часто-
ту ложноположительных результатов. Так, в группе 
спонтанных абортусов 20 случаев имели значения бо-
лее 1,4, и анеуплоидии были подтверждены во всех 
образцах. Из 10  случаев с значениями 1,25–1,4 в 50% 
была подтверждена анеуплоидия, в том числе в 3 об-

Рис. 1. Результаты анализа анеуплоидии методом ulcWGS и верификации методами FISH и ПЦР в реальном времении: а) при-
мер полногеномного профиля образца с выявленной трисомией 13; б) пример полногеномного профиля образца с выявлен-
ной трисомией 14; в) подтверждение трисомии 13 методом FISH с использованием ДНК-зонда на регион гена RB1; г) подтверж-
дение трисомии 14 методом ПЦР в реальном времени.

Fig. 1. Results of aneuploidy analysis by ulcWGS and verification by FISH and real-time PCR: a) example of a whole-genome profile of 
a sample with identified trisomy 13; б) example of a whole-genome profile of a sample with identified trisomy 14; в) confirmation of 
trisomy 13 by FISH using a DNA probe for the RB1 gene region; г) confirmation of trisomy 14 by real-time PCR.
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разцах в мозаичной форме. В 5 образцах результаты 
подтверждающей диагностики дали ложноположи-
тельные результаты. Снижение порогового значения 
позволило обнаружить мозаичные формы (уровень мо-
заицизма от 20%) анеуплоидий, однако  ложноположи-
тельные результаты также не исключает более сложных 
хромосомных перестроек, не позволяющих обнару-
жить хромосомный дисбаланс выбранными метода-
ми, но способных приводить к фенотипу невынаши-
вания беременности. В связи с этим, при пограничных 
значениях отклонения числа прочтений от референс-
ных значений кажется необходимым более углублен-
ный анализ с использованием методов, позволяющих 
детектировать нарушения копийности отдельных сег-
ментов хромосом.

В результате аномалии кариотипа, среди которых 
превалировали аутосомные анеуплоидии, были выяв-
лены у 29 из 71 (40,8%) спонтанных абортусов. Полу-
ченные результаты согласуются с распределением от-
дельных анеуплоидий в недавних исследованиях [10, 
11], но отличаются меньшей частотой общего коли-
чества аномалий кариотипа, установленного в интер-
вале от 50 до 67% [2]. Такое может объясняться малой 

выборкой, неполным анализом полиплоидии и свой-
ствами исследуемой группы, имеющей аномалии кле-
точного деления, а также, возможно, другими пато-
логиями генома, включающими недетектируемые ме-
тодом ulcWGS патогенные CNV, летальные точковые 
генетические варианты, эпигенетические аномалии 
и др. Такие аномалии, в свою очередь, могут объяс-
нять как прерывание беременности, так и наруше-
ния митотической активности клеточных культур, 
что уже было показано при аномалиях метилирова-
ния генома [12-15].

Заключение

Полученные результаты показывают, что метод 
ulcWGS может использоваться для детекции анеупло-
идий в случаях ограниченного количества материала 
или некоторых свойств клеток, не позволяющих при-
менять стандартные подходы кариотипирования. По-
граничные значения отклонений копийности хромосо-
много материала должны рассматриваться как потен-
циальная причина формирования летального фенотипа 
и проверяться дополнительными методами.

Рис. 2. Хромосомная патология, выявленная у спонтанных абортусов: а) спектр хромосомной патологии в исследуемой выбор-
ке спонтанных абортусов; б) результат FISH-анализа при полиплоидии; в) частоты выявленных анеуплоидий по различным хро-
мосомам.

Fig. 2. Chromosomal abnormalities detected in spontaneous abortions: a) spectrum of chromosomal abnormalities in the studied sam-
ple of spontaneous abortions; б) FISH result for polyploidy; в) frequencies of detected aneuploidies for different chromosomes.
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