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Резюме
Вродените малформации и интелектуалният дефицит (ВМ/

ИД) представляват сериозен проблем, поради тяхната висока чес-
тота (3-5%). ВМ/ИД са причина за 33% от неонаталната смърт-
ност. В приблизително 40% от случаите генетичният дефект 
остава неясен. Много от тях имат хетерогенна етиология и зато-
ва те са трудни за диагностициране. Цитогенетичният метод не 
е достатъчен за поставяне на диагноза при голям процент от ВМ/
ИД, които остават без уточнена етиология. 

В пост–геномната ера новите диагностични подходи ще 
позволят по-добро разбиране на молекулните основи на вродени-
те аномалии. Два от най-информативните методи за диагноза са 
микрочиповата сравнителна геномна хибридизация (array CGH, СГХ) 
и секвениране от следващо поколение (NGS). Тенденцията през по-
следните години е тези технологии да се използват за откриване 
на кандидат гени за ВМ/ИД и диагностициране на пациенти с неу-
точнена клинична картина.

Ключови думи: вродени аномалии, секвениране от следващо 
поколение, микрочипова СГХ.
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Abstract
Congenital malformations and intellectual disabilities (CM/ID) 

represent a serious problem due to their high frequency (3-5 %). CM/ID 
are responsible for 33% of neonatal mortality. In about  40% of the cases 
the underlying genetic defects are still unidentified. Congenital anomalies 
are etiologically heterogeneous which makes them a serious diagnostic 
problem. 

The cytogenetic method is often insufficient for the diagnosis of a 
large number of anomalies which thus remain with unknown etiology.

The new methodological approaches in the post-genomic era will 
allow a better molecular understanding of congenital anomalies. Two of 
the most informative methods for diagnosis are microarray comparative 
genomic hybridization (array CGH) and next-generation sequencing (NGS).

The tendency in the recent years is to use these genomic 
technologies to detect candidate genes in CM/ID and to diagnose patients 
with uncertain clinical findings.
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Въведение
Неонаталната детска смъртност е сериозен про-

блем, причинен в немалък процент от случаите от вродени 
аномалии. Причината за около 40% от тях все още остава 
неясна.

Поради трудното поставяне на диагноза, ВМ/ИД се 
превръщат в един от най-актуалните проблеми в медици-
ната. Сложността произхожда и от тяхната значителна 
клинична и генетична хетерогенност. В България се раж-
дат всяка година около 3500 нови болни с генетично забо-
ляване. ВМ/ИД засягат сериозно обществото като цяло и 
в частност семейната единица. Те  водят до нарастване 
на заболеваемостта и смъртността и влияят негатив-
но на раждаемостта. Цената за отглеждане и лечение на 
генетично болните е изключително висока. Финансово ан-
гажиран е всеки член на обществото посредством бюдже-
та, социалното и здравно осигуряване. 

При около 40-60 % от случаите причините за ано-
малиите, не могат да бъдат открити с конвенционално 
кариотипиране. Този метод е с ниска резолюция, отнема 
много време, трудоемък е и труден за автоматизиране. 
През последните три десетилетия използването на мо-
лекулярни и молекулярно-цитогенетичен техники като 
FISH (Fluorescent in Situ Hybridization), QF-PCR (Quantitative 
Fluorescence Polymerase Chain Reaction), MLPA (Multiplex 
Ligation-dependent Probe Amplification), подобри диагностика-
та на много неясни дисморфични синдроми, но се изисква 
предварителна информация за подозираната хромозомна 
аномалия и  местоположението й.

Високият процент на вродени малформации с неясна 
етиология и бързото развитие на геномиката, разкриват 
необходимостта от прилагане на скринингови методи с 
висока разделителна способност за диагностика, консул-
тиране, превенция и лечение на вродени аномалии.

Новите геномни технологии за провеждане на скрининг 
като сравнителна геномна хибридизация(aCGH) и следващи-
ят – секвениране от следващо поколение(NGS), комбинират 
предимствата на конвенционалните технологии, като поз-
воляват цялостен геномен скрининг с висока резолюция.

В тази статия ще разгледаме използването на aCGH 
и NGS технологиите при диагностиката на пациенти с 
вродени аномалии.

Дискусия
Микрочиповите технологии все по-често намират 

приложение като основен генетичен скринингов метод за 
диагностициране на пациенти с нарушения в развитието. 
Този метод позволява откриване на субмикроскопски хро-
мозомни нарушения.

Високата разделителна способност на микрочипова-

та СГХ я прави основен метод на избор при детекцията на 
кандидат-районите за гени, отговорни за различни гене-
тични заболявания [1]. В някои случаи с неясна етиология 
са открити фамилни микроструктурни аберации, предава-
ни в небалансиран вид в поколението. Поради ограничени-
ята на конвенционалните методи тези геномни аберации 
остават недиагностицирани. Разбирането на същината 
на небалансираните геномни аберации посредством СГХ 
при пациенти, доведе до описването на нови синдроми и до 
доизясняване на описаните вече [2-9].

В Катедрата по Медицинска генетика за първи път 
в България се проведе цялостен геномен скрининг чрез 
микрочипов ДНК анализ на пациенти с ВМ/ИД [10]. Устано-
виха са 17,3% честота на патологични микроструктурни 
аберации. Открити бяха за първи път пет комбинирани 
микроструктурни делеции и дупликации. В друго проучва-
не на Авджиева-Тзавелла и сътр. са изследвани 83 деца с 
аутистично поведение, съпроводено или не с дисморфич-
ни стигми и/или умствена недостатъчност, с цитогене-
тични, молекулярно-цитогенетични и молекулярни методи 
[11-13]. Като краен резултат от всички проведени изслед-
вания молекулната причина е разкрита при 12 деца (14%). 
Чуждестранни проучвания в областта също показват по-
ложителните страни на използвания метод [14].

Mикрочиповите технологии са разработени в края на 
90- те години от Solinas – Тoldo и сътр. и Pinkel и сътр. 
[15, 16]. Най-често използваните от тях – CNVs чиповете, 
се базират на конкурентна хибридизация между белязани с 
различни флуорохроми контролна и тествана ДНК върху 
фиксирани на твърд носител ДНК фрагменти. Методът 
е високо ефективен при анализ на болести зависими от 
генната доза, тъй като в една реакция може да се изследва 
за варияции в броя копия в целия геном. Предлагат се два 
варианта чипове: таргетни и чипове за цялостен геномен 
анализ(ЦГА) [9, 17, 18]. Предимствата на ЦГА са няколко: 
скриниране на генома в рамките на единична реакция, от-
криване на нови микроделеционни и микродупликационни 
синдроми [19], изследване на болни, чиито симптоми са 
извън критериите на познатите генетични синдроми и уд-
вояваме детекцията на патологични CNVs [20]. Известни 
недостатъци са цената на метода и необходимостта в 
някои случаи от изследване на родителите – при CNVs с 
неясно клинично значение.

В научната литература се натрупват все повече 
данни, показващи предимствата на микрочиповите тех-
нология пред конвенционалните методи. Едни от тях са:

• високата разделителна способност.
• детекция на ниско-степенен мозаицизъм.
• откриване на хромозомен дисбаланс при привидно

балансирани преустройства.
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Методът има и своите ограничения. С него не могат 
да се открият балансирани транслокации, моногенни де-
фекти и кратни промени на хаплоидния хромозомен набор. 

Благодарение на високата си резолюция и чувстви-
телност, микрочиповата технология се превърна в ключов 
подход при диагностицирането на пациенти с множество 
вродени малформации, и/ или умствено увреждане [21].

Именно високата разделителна способност на мето-
да доведе до значително увеличаване на броя идентифици-
раните гени чрез молекулярно кариотипиране, а вероятно 
предстои идентифициране и на още много с прилагането 
на тази технология.

Въпреки, че използването на микрочиповия ДНК ана-
лиз доведе до разкриване на молекулната природа при 15-
17% от неясните случаи с ВМ/ИД, все още значителна част 
остават с неизвестна етиология. Предполага се, че поло-
вината имат генетична причина. Очевидна е нуждата от 
нови методи с по-висока резолюция за търсене на скрити 
генетични дефекти. Научно-изследователските възмож-
ности в областта на генетиката се увеличиха извънред-
но много след разработването на секвенирането от ново 
поколение (NGS – next generation sequencing). Скринирането 
на целия геном в една реакция при неограничена резолюция 
практически дава възможност за откриване на огромен 
брой генетични варианти. Преди три години България бе-
ше сред първите пет страни в Европа след Англия, Герма-
ния, Швейцария и Холандия, която въведе секвенирането 
от ново поколение. С въвеждането на тази нова геномна 
технология у нас стана възможно да се направи трансфер 
на върхови научни постижения в клиничната практика.

Секвениращите технологии претърпяха силен тласък 
в развитието си през последните няколко години. Полу-
автоматичното секвениране по Sanger, което се прилага 
рутинно в България от много години, е златен стандарт 
в лабораторната диагностика, но има редица ограничения: 
времеемко е, трудоемко, изисква квалифицирани умения и 
има висока цена. Появата на секвенирането от ново поко-
ление съществено промени пейзажа на геномната меди-
цина, превъзхождайки класическото секвениране по много 
показатели – бързина (в една реакция могат да се изслед-
ват целия геном, екзом или панел от голям брой гени); точ-
ност на резултата; скрининг на генома без необходимост 
от предварителна информация относно суспектната ге-
нетична аномалия; ниска цена на анализа. Трябва да бъдат 
споменати и някои ограничения на технологията: неточно 
секвениране на повторени ДНК секвенции (несигурен резул-
тат при динамични мутации); грешки при секвенирането 
на къси фрагменти (средно 200-500 нуклеотида); сложност 
на анализа на данните (необходимост от задълбочени по-
знания в областта на биоинформатиката) [22-26].

Ресеквенирането на генома чрез NGS намира все 
по-голямо приложение в много области: геномната ме-
дицина – идентификация на нови гени и регулаторни еле-
менти, участващи в патологичните процеси; подобряване 
на диагнозата и профилактиката на болестите; фарма-
когеномиката – дизайн на лекарствата въз основа на 
структурата на гените; изследване на ДНК мутации, асо-
циирани с предразположеност към заболяване или чувст-
вителност към лекарства; еволюцията и сравнителната 
биология – сравняване на ДНК между различни организми 
може да разкрие историята на тяхната еволюция; публич-
ното здравеопазване и епидемиология – секвенирането на 
генома на редица бактерии и вируси улесни идентификаци-
ята на нови вирулентни фактори и т.н [24].

NGS предлага три главни типа анализи – анализ на 
таргетни панели от гени, екзомно секвениране и цялост-
но геномно секвениране. Понастоящем по-малко от 10% 
от човешкия геном е характеризиран добре и ползата от 
секвенирането на целия геном на пациент би имало твър-
де ограничена полза при търсенето на генотип/фенотипни 
корелации. Следователно много по-подходящо за целите на 
медицинските проучвания би било секвенирането само на 
екзома (2% от генома, представляват протеин-кодиращи 
региони или екзони), менделианома (кодиращите региони на 
2993-те известни до момента болестни гени) или използ-
ването на таргетни панели от гени за определени заболя-
вания [27, 28]. 

В последните няколко години екзомното секвенира-
не се прилага усилено при търсенето на кандидат гени за 
различни заболявания [29-31]. To улеснява идентификация-
та на мутации при патологични фенотипи с неизвестна 
генетична причина [32]. 

Технологията на NGS обхваща 3 главни стъпки: (1) 
подготовка на пробата; (2) секвениране и визуализация и 
(3) анализ на данните.

Подготовка на пробата. Подготовката на пробата 
включва създаване на библиотека от нуклеинови кисе-
лини (ДНК или комплементарна ДНК) и амплификацията 
им. Секвенционните библиотеки се конструират чрез 
фрагментиране на ДНК пробата и лигиране на адапторни 
секвенции (синтетични олигонуклеотиди с известна по-
следователност) в краищата на ДНК фрагментите. Така 
подготвените библиотеки се амплифицират преди секве-
нирането им [22].

Секвениране и визуализация. Основният принцип на 
метода се основава на „секвениране чрез синтез“, включ-
ващо синтез на голям брой ДНК секвенции, които впо-
следствие се секвенират едновременно. Фрагментите 
от библиотеката служат като матрици, върху които се 
синтезират новите ДНК фрагменти. При включването на 
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нукеотидите в растящата ДНК верига, те се регистрират 
дигитално като секвенция. Детекцията на инкорпорирането 
на нуклеотидите може да стане по два разични механизма: 
отчитане на pH промяна, индуцирана от освобождаването 
на водороден йон при свързването на нуклеотидите или де-
текция на флуоресценция, генерирана при инкорпорацията 
на флуоресцентно белязани нуклеотиди [22].

Анализ на данните. След приключване на секвенира-
нето суровите данни преминават последоватено през ня-
колко вида анализ. Достъпни са редица софтуерни пакети 
за анализ на NGS - данните [33-36]. Първичната обработка 
на информацията включва отстраняване на адапторните 
секвенции и секвенционните разчитания с ниско качество. 
Същинският анализ може да са подраздели на 4 първични 
операции: (1) идентификация на отделните нуклеотиди/
бази (base calling); (2) коректно позициониране на късите 
разчетени ДНК секвенции (50-400 bp) в генома спрямо ре-
ферентна секвенция (read alignment); (3) идентификация на 
ДНК вариантите в анализираната секвенция спрямо рефе-
рентен геном (variant calling); (4) анотация на вариантите 
(variant annotation) – дава информация за природата на ва-
рианта в зависимост от локализацията (в нетранслиру-
ем регион, екзон, интрон); функционалния тип (missense, 
nonsense, frameshift); структурния вид (делеции, инсерции, 
инверсии); клиничното значение (доброкачествени, веро-
ятно доброкачествени, с неясно клинично значение, веро-
ятно патологични, патологични) и др. (Диаграма 1).

По-долу са изброени някои от методите за секвенира-
не следващото поколение. Това са: (MPSS) - massively parallel 
signature sequencing, Polony sequencing, 454 pyrosequencing, 
Illumina (Solexa) sequencing, SOLiD sequencing,Ion Torrent 
semiconductor sequencing, DNA nanoball sequencing, Heliscope 
single molecule sequencing and Single molecule real time (SMRT) 
sequencing.

Методи в развитие са: Nanopore DNA sequencing, 
Tunnelling currents DNA sequencing, Sequencing by hybridization, 
Sequencing with mass spectrometry, Microfluidic Sanger 
sequencing, Microscopy-based techniques, RNAP sequencing, In 
vitro virus high-throughput sequencing.

Приложението на NGS осигурява изобилно количество 
данни за множество генетични варианти. В мнозинство-
то от случаите идентифицирането на патологичните 
мутации представлява сериозно предизвикателство при 
търсенето на нови гени [37]. Сложността при обработ-
ката на данните, анализа и интерпретацията на резул-
татите изисква мощни биоинформатични подходи [38]. 
Много полезно при оценката на клиничното значение на 
генетичните варианти е сравняването на собствените 
данни с публично достъпни бази данни [39, 40]. Като цяло 
функционалните варианти в гените, отговорни за менде-
ловите болести се толерират по-малко в сравнение с те-
зи в гените, които не са асоциирани с известни болести 
[41]. Генетичните варианти могат да окажат ефект вър-
ху фенотипа чрез промяна нивата на генната експресия. 
Промяната на генната доза може да доведе до промяна 
в нивата на иРНК, което да се отрази на количество-
то на синтезирания протеин. За определени гени и био-
химични процеси, за които количеството количеството 
на дадения протеин е критично, това може да доведе до 
болестен процес. Промяната на генната експресия, може 
да се дължи както на делеции, така и на дупликаци. При 
доза-зависимите гени делецията на един алел може да до-
веде до болестен фенотип, в случай, че оставащия върху 
хомоложната хромозома алел е с рецесивна патологична 
мутация. 

При интерпретацията на вариациите се прави ин-
дивидуална оценка на всеки отделен вариант въз основа 
на участващия ген (асоцииран или не с менделовите бо-
лести); функционалния тип (missense, nonsense, frameshift); 
структурния тип (делеции, инсерции, инверсии и др); тип 
на унаследяване (доминантно, рецесивно или де ново). Гене-
тичните варианти се категоризирт в 5 групи съобразно 
клиничното им значение – (1) доброкачествени, (2) веро-
ятно доброкачествени, (3) с неясно клинично значение, (4) 
вероятно патологични и (5) патологични. При интерпре-
тацията и оценката на различните варианти се спазва 
специфичен алгоритъм. 

Диаграма 1. Принцип на NGS технологията, включваща 3 главни 
стъпки: подготовка на пробата; секвениране и анализ на данните.
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Все още познанията ни относно значението на раз-
личните варианти са недостатъчни, което затруднява 
клиничната оценка на вариациите и откриването на яс-
ни генотип-фенотипни корелации. Интерпретацията на 
вариантите с неясно клинично значение (VUS - variants of 
unknown clinical significance) засега са голямо предизвика-
телство при анализа на NGS данните. За да се разбере 
ролята им за заболяванията при човека, първоначално 
трябва да се изследва голяма контролна популация, за да 
се характеризира структурата, честотата, разпределе-
нието и неравновесната скаченост на всеки вариант [42]. 
Развитието на геномните технологии за скриниране на це-
лия геном разкри неочаквано голям брой вариации. При ин-
терпретацията на VUS клиничните лаборатории, освен на 
обществено достъпни бази данни, могат да се основават 
и на собствени бази данни с нормални варианти, получени 
при валидирането на дадена NGS платформа, преди въвеж-
дането й в рутинната практика. В допълнение от огромно 
значение за определяне на клиничното значение на тези 
варианти е институциите да си обменят информация. 
Публикуваните неотдавна резултати от секвенирането 
на 1092 човешки генома, проведено от “The 1000 Genomes 
Project Consortium” улесняват не само интерпретацията 
на данните от различни генетични асоциативни проучва-
ния, но също така предлагат практичен модел за дизайн 
и интерпретация на NGS-базирани изследвания [42]. Вече 
е известно, че редица редки варианти, асоциират с някои 
комплексни заболявания, както и с редки генетични и Мен-
делови болести [27]. Разкриването на природата и разпре-
делението на генетичните варианти ще допринесе не само 
за изясняването на биологичното значение на де ново въз-
никналите и редките наследствени варианти, асоциирани 
с редките и менделовите болести, но и за установяването 
на варианти, увеличаващи риска за някои мултифакторни 
болести [43-45]. Важен етичен въпрос е дали да се съоб-
щават на пациента случайни находки. Честотата на ви-
соко пенетрантни патологични или вероятно патологични 
варианти е под 3,4% при индивиди с европейски произход 
и под 1,2% при индивиди с африкански произход [46]. Понас-
тоящем има консенсус, че животоспасяваща информация 
и данни за непосредствено клинично приложение следва да 
се оповестяват незабавно [47].

Заключение
Прилагането на секвениране от следващо поколение 

увеличи драматично броя на откритите нови синдроми и 
гени както и детекцията на генетичните дефекти в голям 
брой вече описани синдроми с неизвестна етиология.

Безспорно разработването на NGS технологията е 
един от най-големите пробиви в областта на геномиката 

в наши дни. Приложението й в последните няколко годи-
ни, заедно с прилагането на микрочипови ДНК технологии 
доведе до драстично увеличение не само на новооткрити 
синдроми и гени, но също така и до разкриване на гене-
тичния дефект при голям брой вече описани синдроми с 
неизвестна етиология [48-53]. Разкриването на молекул-
ните причини за ВМ/ИД ще доведе както до подобряване 
на генетичната диагностика и консултиране, така и до 
изработването на стратегии за профилактика и лечение.
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