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Аннотация. В данной работе представлен новый подход к неинвазивной пренатальной диагностике хромосомных 
аномалий, основанный на анализе эпигенетических особенностей циркулирующей внеклеточной ДНК  (вкДНК). 
Ключевая идея метода заключается в использовании фундаментальных различий в организации хроматина между 
материнскими и фетальными клетками. В частности, мы сосредоточились на участках генома, которые в материнских 
клетках крови находятся в открытом состоянии (DHS), но остаются закрытыми в тканях плода. Эти эпигенетические 
различия создают уникальные паттерны вкДНК, позволяющие выделить фетальную ДНК из общего пула материнской 
вкДНК. Работа включает в себя несколько основных шагов: проведение полногеномного скрининга для выявления 
дифференциально доступных участков хроматина, отбор наиболее информативных маркеров при помощи 
алгоритма машинного обучения, таргетное секвенирование отобранных эпигенетических маркеров с применением 
молекулярных баркодов и построение модели на основе LASSO-регрессии с последующей ее валидацией. Особое 
внимание уделено диагностике трисомии хромосомы  21 (синдрома Дауна), как наиболее клинически значимого 
хромосомного нарушения. Разработанный алгоритм демонстрирует высокую точность при анализе отобранных 
эпигенетических маркеров. Важное преимущество метода  – его технологическая гибкость: отобранные маркеры 
можно анализировать как с помощью NGS, так и более доступными методами, включая цифровую ПЦР. Перспективы 
дальнейшего развития метода включают расширение диагностической панели для выявления других частых 
анеуплоидий (трисомии  хромосом 13, 18), а также микроделеционных синдромов. Предлагаемый подход открывает 
новые возможности для создания экономически эффективных тест-систем, которые могут быть внедрены в широкую 
клиническую практику, обеспечивая высокую точность диагностики при снижении стоимости анализа.
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Abstract. This study introduces a novel approach for noninvasive prenatal testing (NIPT) of chromosomal abnormalities, 
based on analysis of epigenetic features in circulating cell-free DNA (cfDNA). The core innovation of our method leverages 
fundamental differences in chromatin organization between maternal and fetal cells. Specifically, we focused on genomic 
regions that exhibit open chromatin configuration in maternal blood cells but remain tightly packed in fetal tissues (DNase I 
hypersensitive sites or DHSs). These epigenetic differences create distinct cfDNA fragmentation signatures that allow selective 
identification of fetal DNA within the maternal cfDNA pool. The study workflow comprised several key steps: performing 
genome-wide screening to identify differentially accessible chromatin regions, selecting the most informative markers 
using a machine learning algorithm, and targeted sequencing of the selected epigenetic markers using molecular barcodes. 
Subsequently, a LASSO regression model was constructed and validated. As a proof of concept, the study demonstrates the 
method’s efficacy in identifying trisomy 21 (Down syndrome), though the underlying principles can be readily adapted to 
other abnormalities. Complementing its robust performance, the technique offers practical advantages in terms of platform 
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compatibility – the same epigenetic markers can be assessed using either next-generation sequencing or simpler, more 
cost-efficient methods like digital PCR. With further refinement, the approach could be extended to screen for additional 
aneuploidies (trisomies 13 and 18) and microdeletion syndromes. Therefore, this approach offers new opportunities 
for developing cost-effective testing systems suitable for widespread routine clinical implementation, combining high 
diagnostic accuracy with reduced analysis costs.
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Введение
Неинвазивный пренатальный тест  (НИПТ), использую­
щий технологию секвенирования нового поколения (NGS), 
считается революционным методом диагностики хромо­
сомных нарушений у плода, основанным исключительно 
на анализе материнской крови (Fan et al., 2008). До воз­
никновения NGS проведение подобного анализа было не­
возможно ввиду отсутствия эффективных способов вы­
явления крошечных фрагментов фетальной ДНК среди 
огромного количества собственной ДНК матери (Dhallan 
et al., 2007). Благодаря высокой производительности и 
чувствительности NGS стало возможным выделение и 
точное определение небольших количеств внеклеточной 
ДНК (вкДНК) плода прямо из кровотока матери (Alberry 
et al., 2021). Это сделало НИПТ быстрым, безопасным и 
удобным способом оценки рисков анеуплоидий, таких 
как синдром Дауна, Эдвардса и Патау (Gil et al., 2017). 
Таким образом, именно геномная революция, связанная с 
появлением методов NGS, открыла путь к широкому при­
менению НИПТ в современной медицинской практике 
(Satam et al., 2023).

Однако, несмотря на впечатляющие возможности NGS, 
эффективность НИПТ по-прежнему зависит от выбора 
оптимальных биологических маркеров, позволяющих 
различать материнскую и фетальную ДНК (Hui, Bianchi, 
2020). В этом контексте особый интерес представляют 
эпигенетические различия, в частности профили доступ­
ности хроматина.

DNase I-гиперчувствительные сайты (DHS) представ­
ляют собой геномные участки с открытой структурой 
хроматина, обладающие повышенной доступностью для 
фермента DNase I. Такие участки часто ассоциируются с 
регуляторными элементами генов и демонстрируют кле­
точно-специфичные профили экспрессии (Thurman et al., 
2012). 

На предыдущем этапе данного исследования использо­
вание кластеров DHS существенно ограничивало количе­
ство доступных кандидатных регионов, снижая чувстви­
тельность и специфичность тест-системы. Для преодоле­
ния этого ограничения мы перешли от анализа кластеров 
к изучению индивидуальных DHS. Такой подход значи­
тельно расширил набор кандидатных регионов, позволив 
проводить более точную фильтрацию и в итоге получить 
достаточное количество высококачественных локусов для 
надежной диагностики.

Наше исследование сосредоточено на разработке усо­
вершенствованного подхода к НИПТ, основанного на 
анализе отдельных DHS – участков генома с характерной 

для плода и матери структурой хроматина. Предлагаемый 
подход должен обеспечить высокую точность детекции 
фетальной ДНК за счет учета эпигенетических особен­
ностей DHS и снижение стоимости анализа благодаря их 
целенаправленному анализу.

Материал и методы
Когорта исследования. 1012  образцов крови беремен­
ных женщин были собраны в период с апреля 2014 г. по 
апрель 2015 г. Пациентки были направлены из 47 меди­
цинских учреждений Российской Федерации или обрати­
лись самостоятельно. Средний возраст участниц составил 
35  лет; самой младшей было 20  лет, самой старшей  – 
51 год. Срок беременности на момент забора крови со­
ставлял от 10 до 24 недель, в среднем 14 недель. Средняя 
концентрация внеклеточной ДНК плода (вкДНК плода) со­
ставила 11 % (Pantiuhk et al., 2016). От всех женщин было 
получено информированное согласие на использование их 
образцов в научных целых. Исследование одобрено комис­
сией ученого совета медико-биологического факультета 
ФГАОУ ВО РНИМУ им. Н.И. Пирогова Минздрава России 
(протокол № 4 от 26 декабря 2022 г.).

Подбор праймеров. Для подбора праймеров исполь­
зовали программу primer3 (Untergasser et al., 2012) со 
следующими параметрами: PRIMER_OPT_SIZE  =  21, 
PRIMER_MIN_SIZE = 18, PRIMER_MAX_SIZE  =  24, 
PRIMER_MAX_NS_ACCEPTED = 1,  PRIMER_
PRODUCT_SIZE_RANGE = 100–140.

Обогащение по отобранным районам и приготовле-
ние библиотек. Таргетное секвенирование методом обо­
гащения одноцепочечными праймерами с дуплексными 
уникальными молекулярными идентификаторами (single-
end duplex UMI) проводили в соответствии с протоколом 
(Peng et al., 2019).

Секвенирование библиотек выполняли по технологии 
SBS Illumina одноконцевыми чтениями длиной не менее 
80 оснований.

Построение и оценка модели. На первом этапе под­
готовили исходные данные, разделив образцы на две ка­
тегории: с трисомией и без нее. Образцы с общим числом 
молекул <15 000 отфильтровали.

Затем было проведено 100 независимых испытаний с 
использованием пакетов R rsample и caret (Kuhn, 2008). 
В каждом испытании случайным образом, но с сохране­
нием исходного соотношения классов (стратификацией) 
данные разделялись на обучающую (60 % образцов), ва­
лидационную (20 % образцов) и тестовую (20 % образцов) 
части.
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Для компенсации дисбаланса классов в обучающих 
наборах применялось взвешивание наблюдений. Веса 
классов рассчитывали отдельно для каждого обучающего 
набора по формулам:

w_t = N_major/ N_minor – для образцов минорного  
		        класса (трисомия),

w_n = 1 – для образцов мажорного класса (норма),
где N_major и N_minor – количество образцов мажорного и 
минорного классов соответственно в обучающей выборке. 
Такое взвешивание эффективно увеличивает вклад редких 
случаев трисомии в функцию потерь, предотвращая сме­
щение модели в сторону более распространенного класса.

На валидационной выборке определялся оптимальный 
порог классификации по критерию Йоудена (Youden, 
1950), который максимизирует индекс Йоудена (J = чув­
ствительность + специфичность – 1). Данный критерий на­
правлен на нахождение порога, обеспечивающего баланс 
между способностью метода корректно идентифицировать 
как положительные случаи (чувствительность), так и от­
рицательные (специфичность). Такой подход гарантирует, 
что выбранный порог будет балансировать между двумя 
типами ошибок: ложноотрицательными результатами 
(когда анеуплоидия есть, но тест ее не показывает) и лож­
ноположительными (когда тест ошибочно указывает на на­
личие анеуплоидии). На тестовых данных вычисляли три 
ключевых показателя: площадь под ROC-кривой (AUC), 
чувствительность и специфичность модели. Для обуче­
ния модели использовали пакет glmnet (Friedman et al., 
2010). Все результаты визуализировали с помощью ggplot2 
(Wickham, 2016) и ggpubr.

Результаты

Определение кандидатных регионов  
в геноме человека
На первом этапе были отобраны DNase I-гиперчувстви­
тельные сайты (DHS) из открытой базы данных (Sheffield 
et al., 2013). В качестве типа ткани матери были исполь­
зованы все клеточные линии гематопоэтического и эндо­
телиального ряда, как типичные источники свободно цир­
кулирующей вкДНК матери (Lui et al., 2002).

Критерием отбора служила дифференциальная до­
ступность этих сайтов: открытое состояние в клеточных 
линиях, соответствующих материнским тканям (31 линия 
гематопоэтического и эндотелиального происхождения), и 
закрытое состояние в фетальных клеточных линиях (Cho­
rion). Такой подход позволил идентифицировать 13 637 ин­
дивидуальных DHS (рис. S1)1.

Координаты всех отобранных сайтов были переведены 
в версию генома человека GRCh38 (табл. S1). Для после­
дующего анализа вокруг каждого DHS длиной 150 п. н. 
выделяли регион длиной 1000 п. н., располагая сайт в его 
центре. Хотя сами DHS не перекрывались, фланкирующие 
регионы могли частично пересекаться при расстоянии 
между центральными сайтами менее 500 п. н., что было 
учтено при финальном отборе.
1 Рис. S1–S3 и табл. S1–S3 Приложения см. по адресу: 
https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2026-30/appx37.zip

Для формирования диагностической панели мы взяли 
набор регионов, включающий в себя DHS: на хромосо­
ме 21 – как прямую мишень для диагностики синдрома 
Дауна, на Y-хромосоме – в качестве отрицательного конт­
роля, и на хромосомах 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 10, 12 – в качестве 
маркеров, относительное снижение покрытия которых при 
трисомии отражает перераспределение ридов в пользу 
21-й хромосомы.

Формирование набора образцов
В исследовании были использованы данные секвенирова­
ния вкДНК из предыдущей работы (Pantiukh et al., 2016), 
посвященной методам неинвазивной пренатальной диаг­
ностики анеуплоидий.

Для определения концентрации фетальной вкДНК 
применяли два взаимодополняющих метода: количествен­
ный анализ Y-хромосомы и метод SeqFF, основанный на 
регрессионном анализе перепредставленных фетальных 
последовательностей (Kim et al., 2015; van Beek et al.,  
2017).

Необходимость группировки образцов обусловлена 
особенностями исходных данных, где среднее покрытие 
составляло всего  0.3×. При таком уровне покрытия на 
стандартный DHS длиной 150 нуклеотидов приходилось 
в среднем лишь одно чтение, что делало невозможным 
надежный количественный анализ на индивидуальном 
уровне. Для решения проблемы низкого покрытия образцы 
были отсортированы по возрастанию концентрации фе­
тальной ДНК и равномерно распределены на четыре груп­
пы (P1–P4) (рис. S2).

Сформированный набор клинических образцов включал 
данные 958 случаев с нормальным кариотипом плода и 
54 образца с трисомией по хромосоме 21 (синдром Дауна). 

Алгоритм анализа данных  
полногеномного секвенирования
Все выбранные образцы вкДНК были картированы на 
референсный геном человека GRCh38 с использованием 
программы bowtie2 (Langmead, Salzberg, 2012) в режиме 
глобального выравнивания (--end-to-end) с параметром 
--sensitive. Доля успешно картированных чтений соста­
вила 97.05 %, при этом некартированные чтения были 
исключены из дальнейшего анализа. Для каждого образца 
рассчитали покрытие каждого нуклеотида в предваритель­
но отобранных регионах.

Агрегированные данные разделили на группы: небере­
менные женщины, беременные с нормальным кариоти­
пом плода (с дальнейшим разделением по концентрации 
фетальной ДНК) и беременные с трисомиями плода. 
В DHS наблюдалось статистически значимое увеличение 
покрытия между группами беременных женщин с нор­
мальным кариотипом плода (рис. 1, а) и у беременных 
женщин по сравнению с небеременными (это объясняется 
тем, что у фетальной ДНК хроматин на данном участке 
генома закрыт и не подвергается воздействию ДНКазы I) 
(см. рис. 1, б). Также различия отмечались для беремен­
ных с трисомией 21-й хромосомы у плода (см. рис. 1, б). 
Увеличение покрытия в DHS позволило установить, что 

https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2026-30/appx37.zip
https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2026-30/appx37.zip
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с помощью предложенного метода можно детектировать 
фетальные анеуплоидии.

Интересно, что в некоторых регионах выявлялись мно­
жественные участки с повышенным покрытием у беремен­
ных. Проверка в геномном браузере UCSC подтвердила 
наличие дополнительных DHS в таких регионах (рис. S3), 
что согласуется с известными данными о кластеризации 
регуляторных элементов в геноме (Thurman et al., 2012).

Формирование критериев и выбор регионов
Основная задача состояла в поиске регионов, наиболее 
эффективно различающих беременных и небеременных. 
Для этого были предложены следующие критерии: длина 
максимального окна, в котором разность между средним 
покрытием у небеременных и средним покрытием у бере­
менных меньше нуля; максимальная площадь под кривой 
разности в окне из 100 нуклеотидов; зависимость величи­
ны покрытия от концентрации фетальной вкДНК; а также 
функциональная значимость. Функциональная значимость 
оценивалась на основе критериев, предложенных в работе 
(Thurman et al., 2012). Промоторными сайтами считались 
те, у которых координаты пересекаются с сайтом начала 
транскрипции из референсной аннотации генома человека 
GENCODE (Harrow et al., 2012), или ближайший DHS к 
сайту начала транскрипции в 5′-направлении. Энхансе­
рами считались те, что находятся на расстоянии не более 
500 000 нуклеотидов от промоторного сайта и имеют с дан­
ным промоторным сайтом высокую корреляцию (R ≥ 0.7) 
по данным DNase-seq.

Чтобы определить, какой из предложенных критериев 
лучше всего подходит для выбора регионов, был построен 
бинарный классификатор на основе метода случайного 

леса, который отличает образцы беременных женщин от 
образцов небеременных на основании среднего покры­
тия в 20 наилучших по данным критериям участках. Мы 
использовали алгоритм случайного леса Random Forest 
Classifier из библиотеки scikit-learn в стандартной конфи­
гурации (Pedregosa et al., 2011). Качество предсказаний 
определяли F-мерой для предсказаний образцов небере­
менных, поскольку количество таких образцов меньше, 
чем беременных. Для определения наиболее эффективного 
правила отбора регионов мы оценивали предсказательную 
способность каждого критерия в отдельности и их воз­
можных комбинаций. Наилучшая F-мера была получена 
на регионах, отобранных по сочетанию трех критериев: 
критерия подсчета площади под кривой разности; крите­
рия наличия в регионе зависимости величины покрытия 
от концентрации плодной ДНК; критерия того, является 
ли сайт промоторным или энхансерным.

Затем для координаты каждого нуклеотида было найдено 
среднее значение нормализованного покрытия (Z-score) по 
всем классам: для образцов небеременных; для образцов 
беременных (по группам с разной концентрацией вкДНК); 
для образцов беременных с трисомией по 21-й хромосоме. 
После этого все регионы конкретной хромосомы были 
отсортированы по убыванию величины, определенной в 
выбранном критерии, и отбиралось заданное количество 
регионов.

Секвенирование отобранных районов
Для анализа 40 отобранных геномных регионов (табл. S2) 
у 283 образцов использовали метод таргетного секвениро­
вания на основе мультиплексной ПЦР. Специфичные прай­
меры были разработаны для каждого региона (табл. S3), 

Рис.  1. Нормализованное покрытие (Z-score) в целевых регионах на примере хромосомы  21: a – в подгруппах 
беременных с нормальным кариотипом плода; б – в группах небеременных, беременных с нормальным кариоти-
пом плода и беременных с трисомией у плода.
Статистическая значимость различий между группами оценивалась с помощью U-критерия Манна–Уитни (критерий Уилкоксо-
на для независимых выборок).
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что позволило одновременно амплифицировать все це­
левые участки в одной реакции. Перед секвенированием 
провели молекулярное баркодирование исходных молекул 
ДНК на этапе амплификации, что обеспечило точный 
подсчет количества исходных молекул и минимизировало 
влияние ПЦР-артефактов. Картирование чтений было про­
ведено таким же образом, как описано в разделе «Алго­
ритм анализа данных полногеномного секвенирования».

Построение и валидация модели
Для 201 образца с нормальным кариотипом плода и 82 с 
трисомией был произведен подcчет количества молекул 
вкДНК, соответствующих 40 выбранным регионам. Чтобы 
достоверно оценить пригодность этих регионов для ис­
пользования в тест-системе, мы обучили и протестировали 
модель на основе LASSO-регрессии, применяя стратифи­
цированный метод повторных случайных подвыборок и 
взвешивание классов (см. Материалы и методы).

Высокие показатели чувствительности и специфично­
сти (рис. 2, а), а также AUC (см. рис. 2, б) модели позво­
ляют сделать вывод о возможности предсказания наличия 
трисомии у плода по данным секвенирования DHS сво­
бодно циркулирующей вкДНК.

Обсуждение
До того момента, как анализ вкДНК плазмы крови стал 
доминирующим подходом в неинвазивном пренатальном 
тестировании, научное сообщество находилось в активном 
поиске альтернативных методов, позволяющих получить 
генетический материал плода без инвазивного вмешатель­
ства (Simpson, Elias, 1993).

Основными мишенями в этих исследованиях выступали 
два типа клеток: трофобласты (Bruch et al., 1991) и ядро­

содержащие эритроциты плода (фетальные эритробласты) 
(Simpson, Elias, 1994). Трофобласты, являющиеся произ­
водными плаценты, представлялись логичной целью, так 
как они содержат полный геном плода и теоретически 
могли бы служить идеальным материалом для анализа 
(Covone et al., 1984). Параллельно велись исследования в 
области выделения фетальных эритробластов (Bianchi et 
al., 1990). Преимущество этого подхода заключалось в том, 
что незрелые ядросодержащие эритроциты в норме прак­
тически отсутствуют в периферической крови здорового 
взрослого человека, что теоретически позволяло отличить 
их на фоне материнских клеток.

Однако практическое применение клеточного подхода 
столкнулось с серьезными ограничениями (Holzgreve et 
al., 1992). Основной проблемой была чрезвычайно низкая 
концентрация фетальных клеток в материнской крови, что 
делает их выделение технически сложным и ненадежным.

На этом фоне начало принципиально иному пути поло­
жило открытие, сделанное Деннисом Ло и его коллегами 
в 1997  г., которое продемонстрировало наличие значи­
тельного количества вкДНК плода в плазме крови матери 
(Lo et al., 1997). Несмотря на то что вкДНК представляла 
собой фрагментированную плацентарную ДНК, а не пол- 
ный геном плода, этот подход обладал решающими прак­
тическими преимуществами: относительно высокой кон­
центрацией генетического материала и технологической 
доступностью для анализа с помощью ПЦР (Lo et al., 
1998).

Современные коммерческие НИПТ, использующие ме­
тоды высокопроизводительного секвенирования, пока­
зывают высокую точность, но их широкое применение 
все еще сдерживается относительно высокой стоимостью 
(Gil et al., 2017). 

Рис. 2. Характеристики модели: а – распределение метрик (AUC (площадь под кривой), чувствительность и спе
цифичность); б – ROC, построенная на 100 независимых разбиениях.
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Наш метод, основанный на таргетном анализе 40 эпи­
генетических маркеров (DHS), предлагает экономически 
выгодное решение. Подобные подходы требуют секвени­
рования менее 1 % генома, что существенно сокращает 
расходы на реагенты и обработку данных (Schmitt et al., 
2015). Следует отметить, что для такого анализа может 
быть использована не только платформа NGS, но и более 
доступная технология цифровой ПЦР (dPCR), что до­
полнительно снижает стоимость и упрощает внедрение 
метода в рутинную клиническую практику (Li et al., 2022). 
Это особенно актуально для небольших лабораторий, не 
имеющих доступа к дорогостоящим системам секвениро­
вания. При этом сохраняются все ключевые преимущества 
НИПТ: неинвазивность, возможность ранней диагностики 
и высокая точность определения хромосомных аномалий 
(Zhang et al., 2026). 

Важным аспектом исследования стала разработка стро­
гих критериев отбора информативных регионов. Наш ме­
тод учитывает комплекс параметров, включая не только 
статистические показатели дифференциальной доступ­
ности, но и функциональную значимость сайтов, а также 
зависимость сигнала от концентрации фетальной ДНК. 
Такой комплексный подход позволяет создать надежную 
диагностическую панель, устойчивую к техническому 
шуму. А применение в работе молекулярных баркодов 
решает такую важную проблему количественного анализа 
вкДНК, как точный подсчет исходных молекул при на­
личии ПЦР-амплификации.

Заключение
Перспективы практического применения разработанного 
подхода выглядят многообещающе. Во-первых, метод 
принципиально позволяет расширить спектр детектируе­
мых хромосомных аномалий без существенного увели­
чения стоимости анализа. Во-вторых, его адаптация для 
различных технологических платформ открывает воз­
можности для создания гибких диагностических систем, 
которые могут быть оптимизированы под конкретные 
клинические задачи и бюджетные ограничения.

Дальнейшие исследования могут быть направлены на 
оптимизацию панели маркеров для одновременного выяв­
ления широкого спектра хромосомных аномалий и стан­
дартизацию протоколов для использования в рутинной 
клинической практике. Предложенный метод имеет все 
предпосылки стать основой для нового поколения скри­
нинговых тестов, сочетающих высокую надежность и 
экономическую эффективность.
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