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1. Ресурсы: Базы данных, программы предсказания (85%?) и др

1. Описание вариантов : http://www.hgvs.org/mutnomen

2. Инструменты для обеспечения правильной 

номенклатуры: https://mutalyzer.nl, 

https://variantvalidator.org/

3. Референсная последовательность:

MANE Select (https://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/MANE/)
1. RefSeq (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/RefSeq)

2. Locus Reference Genomic (http://www.lrg-sequence.org)

4.   Геномные координаты в соответствии: GRCh37/hg19;

GRCh38/hg18, T2T (CHM13v2.0/hs1)

Номенклатура



1. Классификация вариантов

1. Патогенный 
• Очень сильный

• Сильный 

• Средней тяжести 

• Вспомогательный

2. Доброкачественный
• Очень сильный

• Сильный 

• Средней тяжести 

• Вспомогательный
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1. Уточнение использования «существующих» критериев

PVS1 LOF-варианты, приводящие к прекращению синтеза белка, в генах, где 

данный тип варианта является известной причиной развития заболевания 

✓ нонсенс-мутации;

✓ мутации со сдвигом рамки считывания;

✓ изменения канонических ± 1 или ±2 нуклеотидов сайта сплайсинга;

✓ варианты, приводящие к исчезновению стартового-кодона;

✓ делеции/дупликации одного или нескольких экзонов.

Принять во внимание: 

➢ Существуют гены, где варианты, приводящие к прекращению синтеза белка, не являются патогенными 

(например, GFAP, MYH7)

➢ Будьте внимательны при интерпретации вариантов, расположенных близко к 3’ концу гена

➢ Будьте внимательны со сплайс-вариантами, которые прогнозируемо приводят к пропуску экзонов, но 

оставляют оставшуюся часть белка нетронутой и не меняют рамку считывания

➢ Будьте осторожны при наличии нескольких транскриптов.







Данный алгоритм предполагает, что связь ген/заболевание находится на сильном или 

максимальном уровне клинической значимости

1. Уточнение «существующих» критериев



1. Уточнение «существующих» критериев

1. Рекомендуется использовать PVS1, если:

Клиническая значимость гена СИЛЬНАЯ и выше

И

>10% вариантов, связанных с фенотипом, являются LOF (должны располагаться более чем в 1 экзоне)*

2.Рекомендуется снижать уровень силы критерия на 1 уровень (PVS1→PVS1_strong), если:

Клиническая значимость гена УМЕРЕННАЯ и выше

И

описано 2 или более LOF вариантов, ассоциированных с фенотипом (должны располагаться более чем в 1 экзоне)*

И

Модельные нокаутные животные воспроизводят фенотип заболевания

3.Рекомендуется снижать уровень силы критерия на 2 уровня (PVS1_strong→PVS1_moderate), если:

Клиническая значимость гена УМЕРЕННАЯ и выше

И ЛЮБОЙ ИЗ:

описано 2 или более LOF вариантов, ассоциированных с фенотипом (должны располагаться более чем в 1 экзоне)*

ИЛИ

Модельные нокаутные животные воспроизводят фенотип заболевания

4.Если нет доказательств того, что варианты LOF вызывают болезнь, PVS1 не следует применять (PVS1_N/A).
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Варианты находящиеся вне канонических 
±1,2 нуклеотидов сайта сплайсинга

SpliceAI Δ score ≤0,1 SpliceAI Δ score >0,1 и <0,2 SpliceAI Δ score ≥0,2

BP4 PP3 не используется PP3

Синонимичные (сайлент) и 
интронные варианты не находящиеся 

в донорной/акцепторной области 
сплайсинга

Рассмотреть 
миссенс/индел

предсказания для 
экзонных вариантов

BP7 BP7 н/д

Да Нет



Variant Under 
Assessment (VUA)

Baseline 
computational/predi
ctive code applicable 
to VUA

Position of comparison variant 
relative to VUA

PS1 code applicable to VUA

with P comparison 
variant

with LP comparison 
variant

Outside canonical
dinucleotide

PP3 Same nucleotide PS1 PS1 Moderate

Outside canonical
dinucleotide

PP3
Within same splice motif
(including within canonical
dinucleotide)

PS1_Moderate PS1_Supporting

Canonical
dinucleotide

PVS1
Within same canonical
dinucleotide

PS1_Supporting N/A

Canonical
dinucleotide

PVS1
Within same splice motif, but
outside canonical dinucleotide#

PS1_Supporting PS1_Supporting

Canonical
dinucleotide

PVS1_Strong,
PVS1_Moderate, or
PVS1_Supporting

Within same canonical
dinucleotide

PS1 N/A

Canonical
dinucleotide

PVS1_Strong,
PVS1_Moderate, or
PVS1_Supporting

Within same splice motif, but
outside canonical dinucleotide#

PS1_Moderate PS1_Support
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2. Анализ митохондриальной ДНК

ACMG/A
MP 
criteria 
codes

Original 
ACMG/AMP rule 
summary

Very strong Strong
Mo
der
ate

Supporting Comments

PVS1

Null variant in a 
gene where LOF is a 
known mechanismof 

disease

Large heteroplasmic 
mtDNA deletions, 
where at least one 
gene is completely 

deleted

Assessment of small deletions, nonsense, and frameshift variants in protein-
coding genes should follow established guidelines (Abou Tayoun et al., 2018)

Nonsense mediated 
decay is not known to 

occur for mtDNA, 
however ClinGen SVI 

PVS1 guidelines (Abou
Tayoun et al., 2018) 
will be utilized when 

applicable (see Figure 
2).

PS1

Same amino acid 
change as a 
previously 
established 

pathogenic variant 
regardless of 

nucleotide change

-

Applied 
per 

original 
ACMG/

AMP 
guidelin

es

- -

PS2

De novo (both 
maternity and 

paternity confirmed) 
in a patient with the 

disease and no 
family history

De novo (maternity confirmed or identical 
full mtDNA sequence) in a patient with the 

disease and no family history; with weighting 
per ClinGen SVI guidance

Older sequencing techniques such as Sanger sequencing 
cannot reliably detect heteroplasmy levels below 30–

50%. Current NGS techniques can typically detect 
heteroplasmy levels as low as 1.5%. It is recommended to 

test several tissues in the mother to fully assess for the 
presence and level of the mtDNA variant in question. 

Utilize ClinGen SVI recommendation for applying these 
criteria 

(https://clinicalgenome.org/site/assets/files/3461/svi_pr
oposal_for_de_novo_criteria_v1_0.pdf), the 

mitochondrial genome would best fit with Table 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7717623/#R1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7717623/#R1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7717623/figure/F2/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7717623/figure/F2/
https://clinicalgenome.org/site/assets/files/3461/svi_proposal_for_de_novo_criteria_v1_0.pdf
https://clinicalgenome.org/site/assets/files/3461/svi_proposal_for_de_novo_criteria_v1_0.pdf
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7717623/table/T1/


3. Расширение списка вторичных находок



78

2022

ACMG SF v3.2 list for reporting of
secondary findings in clinical exome
and genome sequencing: A policy
statement of the ACMG

59
2017

Recommendations for reporting of secondary 
findings in clinical exome and genome 
sequencing, 2016 update (ACMG SF v2.0): a 
policy statement of the ACMG

56
2013

ACMG recommendations 
for reporting of incidental 
findings in clinical exome 
and genome sequencing
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• Определение: патогенные и вероятно патогенные варианты, являющиеся причиной моногенных 

заболеваний, не связанных с направляющим диагнозом 

• ACMG рекомендуют сообщать о патогенных и/или вероятно патогенных вариантах в 78 генах, 

мутации в которых приводят к заболеваниям, поддающимся лечению, РОМГ – в 69 генах

* By: Sarah Sharman, PhD, 
Science writer
Illustrated by: Cathleen Shaw

3. Расширение списка вторичных находок



3. Расширение списка вторичных находок





3. Расширение списка вторичных находок

1.Есть ли необходимость расширять или

использовать ACMG список?

2.Как часто обновлять?

3.По каким параметрам включать?

4.Кто будет курировать?



4. Необходимость подтверждения варианта 
альтернативными методами



4. Необходимость подтверждения варианта 
альтернативными методами

Источник

Американская коллегия медицинской 
генетики и геномики (ACMG)

Все каузативные варианты требуют 
валидации

Европейское общество генетики человека
NGS не следует внедрять в клиническую 

практику без валидации выявленных 
вариантов

Руководство по интерпретации данных 
последовательности ДНК человека, 
полученных методами массового 
параллельного секвенирования

Все варианты нуклеотидной 
последовательности, указанные в 

заключении больного, должны быть 
подтверждены секвенированием по 

Сэнгеру



4. Необходимость подтверждения варианта 
альтернативными методами

Источник

Клинические рекомендации от 

2020 года «Классическая 

фенилкетонурия и другие виды 

гиперфенилаланинемии»

Молекулярно-генетическая диагностика (ДНК-диагностика) может быть 

проведена» с использованием «полногеномного массового 

параллельного секвенирования с последующим подтверждением 

результатов методом секвенирования по Сенгеру

Клинические рекомендации от 

2022 года «Эпилепсия и 

эпилептический статус у 

взрослых и детей»

Все выявленные варианты нуклеотидной последовательности требуют 

валидации

Клинические рекомендации от 

2022 года «Гемолитико-

уремический синдром (ГУС)»

При подозрении на атипичный ГУС и подготовке к трансплантации при 

любой форме тромботической микроангиопатии, приведшей к 

терминальной стадии хронической болезни почек, рекомендовано 

проведение молекулярно-генетического исследования методом 

секвенирования нового поколения (NGS) и секвенирования по Сэнгеру

для идентификации генетических мутаций



4. Необходимость подтверждения варианта 
альтернативными методами

➢Увеличение стоимости диагностики

➢ «Нагрузка» на лаборатории

➢Увеличение времени окончательной постановки диагноза

➢Отсрочка терапии!



4. Необходимость подтверждения варианта 
альтернативными методами (литературные данные 
WES – Sanger)

1. Zheng, J. et al. A comprehensive assessment of Next-Generation Sequencing variants validation using a secondary

technology. Mol Genet Genomic Med 7, e00748 (2019).

2. Sikkema-Raddatz, B. et al. Targeted next-generation sequencing can replace Sanger sequencing in clinical

diagnostics. Hum. Mutat. 34, 1035–1042 (2013).

3. Mu, W., Lu, H.-M., Chen, J., Li, S. & Elliott, A. M. Sanger Confirmation Is Required to Achieve Optimal

Sensitivity and Specificity in Next-Generation Sequencing Panel Testing. J. Mol. Diagn. 18, 923–932 (2016).

4. Nelson, A. C. et al. Criteria for Clinical Reporting of Variants from a Broad Target Capture NGS Assay without

Sanger Verification. (2015).

5. Arteche-López, A. et al. Sanger sequencing is no longer always necessary based on a single-center validation of

1109 NGS variants in 825 clinical exomes. Sci. Rep. 11, 5697 (2021).

6. Baudhuin, L. M. et al. Confirming Variants in Next-Generation Sequencing Panel Testing by Sanger Sequencing.

J. Mol. Diagn. 17, 456–461 (2015).

7. Beck, T. F., Mullikin, J. C., NISC Comparative Sequencing Program & Biesecker, L. G. Systematic Evaluation of

Sanger Validation of Next-Generation Sequencing Variants. Clin. Chem. 62, 647–654 (2016).



4. Необходимость подтверждения варианта 
альтернативными методами

FILTER=PASS, 

QUAL >= 100, 

DP >= 20X 

allele frequency (AF)  >= 0.2%



4. Необходимость 
подтверждения варианта 
альтернативными методами

Sanger validation of WGS variants -

when to?

Arina Kopernik1, Gaukhar Zobkova2, Natalia

Doroschuk2, Anna Smirnova2, Daria Molodtsova-

Zolotukhina2, Olesya Sagaydak2, Oxana Ryzhkova3,

Sergey Kutsev3, Maria Vorontsova1, Eugene Albert1,

Viktor Bogdanov*1, Pavel Volchkov*1,

*corresponding author

В процессе публикации



4. Необходимость подтверждения варианта 
альтернативными методами

Table 1. Classification statistics based on different thresholds 

Quality 

thresholds 

“High 

quality” 

variants 

(unconfirme

d variants) 

“Low 

quality” 

variants 

(unconfirme

d variants) 

Sensitivity Specificity F1-score 

FILTER = 

PASS 

QUAL > 100 

DP > 20 

AF > 0.28 

1506 (0) 250 (5) 100% 2% 0.925 

DP > 15 

AF > 0.25 

1657 (0) 99(5) 100% 5% 0.972 

QUAL > 100 1735 (0) 21(5) 100% 23,8% 0.995 
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Выносить в заключение варианты, согласно правилу:

▪ При обнаружении патогенных вариантов, хорошо характеризующих фенотип пациента и не

противоречащих типу наследования (1 вариант при заболевании с доминантным типом

наследования, 2 и более в одном гене при АР и Х-сцепленном рецессивном типе

наследования), в заключении отражать только их, другие выявленные варианты в заключении

отражать не следует.

▪ При обнаружении одного патогенного и одного и более вероятно патогенного вариантов

нуклеотидной последовательности в одном гене, хорошо характеризующих фенотип

пациента, при заболевании с АР и Х-сцепленном рецессивном типе наследования, в

заключении отражать только их, с пояснением о необходимости исследования цис-, транс-

положения. Другие выявленные варианты в заключении отражать не следует.

▪ В остальных случаях отражать все выявленные варианты, относящиеся к группам

патогенный, вероятно патогенный и неопределенного значения.
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

 

Пациент: Фамилия                                         

                   Имя 

                   Отчество 

Пол: М/Ж 

Дата рождения: дд.мм.гг 

Вид материала: Кровь (венозная) 

Дата забора: дд.мм.гг 

Диагноз: Симптоматическая эпилепсия. 

1. Патогенные варианты нуклеотидной последовательности, являющиеся вероятной 

причиной заболевания. 

 
Ген Положение 

(GRCh37/hg19) 

Генотип Экзон Положение 

в кДНК 

Замена АК Частота 

аллеля* 

Референсная 

последовательность 

Глубина 

прочтения 

TPP1 chr11:6638271G>A A/A 6 c.622C>T p.Arg208* 0.0173159% NM_000391.3 176x 

*Частоты аллелей приведены по базе Exome Aggregation Consortium (выборка до 60702 

человек). н/д = нет данных (не описан) 

 

ИНТЕРПРЕТАЦИЯ 

 

У ФИО был проведен поиск патогенных мутаций, ассоциированных с наследственными 

эпилепсиями, а также с другими наследственными заболеваниями со сходными 

фенотипическими проявлениями. 

 

Выявлен ранее описанный вариант нуклеотидной последовательности в 6 экзоне гена TPP1 

(chr11:6638271G>A, rs119455955) в гомозиготном состоянии, приводящий к появлению сайта 

преждевременной терминации трансляции в 208 кодоне (p.Arg208Ter, NM_000391.3). Вариант 

описан как мутация, которая в гомозиготной или в компаунд-гетерозиготной форме с другими 

мутациями приводит к развитию нейронального цероидного липофусциноза, тип 2 (OMIM: 

204500) основными симптомами которого являются атаксия, миоклонические приступы, 

постепенный регресс интеллектуального развития [ссылки на источники: или 2 статьи или 

база данных, в которой указано сколько раз встретился вариант (обязательно больше 2)]. 

Частота варианта в контрольной выборке ExAC составляет 0.0173%. 

 

Других значимых изменений, соответствующих критериям поиска, не обнаружено. 

 

Все варианты, указанные в заключении, подтверждены методом прямого секвенирования по 

Сенгеру. 

 

Оценка клинической значимости (патогенности) выявленных вариантов проводилась на 

основании российских рекомендаций для интерпретации данных, полученных методами 

массового параллельного секвенирования (MPS). 

Клиническое заключение по результатам данного исследования может быть дано только 

врачом-генетиком. 

 

ОПИСАНИЕ ИССЛЕДОВАНИЯ (стандартное, не зависит от типа выявленных 

вариантов) 
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Но: Критерии ACMG/российские рекомендации

➢ Характеризуют «биологическую» значимость (патогенность)

вариантов

➢ Не определяют «причинность» вариантов (носительство,

рецессивные формы)

➢ Большинство вариантов попадает в категорию VOUS, даже если

биоинформатик уверен в их причинности

➢ Так же в категорию VOUS попадают варианты формально

«проходящие» по критериям.



5. Заключения

А если 1 патогенный вариант в AR?

А если 2 варианта в AR 1 из которых 
неопределенного значения?



5. Заключения

фокус внимания врачей…

Патогенный вариант 

= причина 

заболевания

VOUS не имеют 

отношения к 

заболеванию



5. Заключения

Разделить варианты на 2 блока: 

a) вероятно каузативные 

- Доминантное наследование - 1 П/ВП в гетеро-

- Рецессивное наследование - 1 П/ВП в гомо-/геми-

зиготном состоянии, П+П, П+ВП, ВП+ВП

b) варианты, имеющие возможное отношение к 

фенотипу 



Требования к качеству исследования: 

• среднее покрытие при исследуемой области при секвенировании

полного(WES)/«клинического» экзома и панелей генов должно быть не менее

х70, полного генома (WGS) не менее х30.

• при исследовании WES/WGS/«клинического» экзома необходимо указывать

% областей с покрытием менее x10.

• при исследовании панелей генов необходимо указывать все регионы с

покрытием менее x10

• При обнаружении только одного гетерозиготного варианта при заболевании с

рецессивным типом наследования при любом типе исследования

необходимо указывать все области гена с покрытием менее х10.



Презентация и рекомендации для правки:

https://docs.google.com/document/d/1_tFCEzjARo3dx3

cTWFa-4BPLgOpf8Lh7xYpr2ncp5bw/edit?usp=sharing

Ngs.med-gen.ru

https://docs.google.com/document/d/1_tFCEzjARo3dx3cTWFa-4BPLgOpf8Lh7xYpr2ncp5bw/edit?usp=sharing
https://docs.google.com/document/d/1_tFCEzjARo3dx3cTWFa-4BPLgOpf8Lh7xYpr2ncp5bw/edit?usp=sharing
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