
117

Биобанкирование

Влияние многоцикличного замораживания- оттаивания 
плазмы крови на результаты проведения неинвазивного 
пренатального тестирования
Уланова П. В., Антоненко А. Н., Доморацкая Е. А., Белов Р. О., Золотопуп А. А., 
Леонова В. С., Криницына А. А., Беленикин М. С.
Медико- генетическая лаборатория ООО "Эвоген". Москва, Россия

Цель. Оценить допустимость факта прохождения неинвазивного 
пренатального тестирования (НИПТ) в роли информативного кри-
терия для определения качества плазмы крови (ПК) и внеклеточ-
ной дезоксирибонуклеиновой кислоты (ДНК) (вкДНК) в случае, 
когда на преаналитическом этапе используются пробирки со ста-
билизирующим составом, на примере образцов ПК, подвергнутых 
продолжительному хранению при комнатной температуре (+18о С) 
и многоцикличному замораживанию- оттаиванию.
Материал и методы. Образцы ПК подвергали 20 циклам замо-
раживания-оттаивания (-80о С/+18о С), 20-дневному хранению при 
температуре +18о С с промежуточной оценкой состояния вкДНК. 
Количественный выход оценивали флуорометрически, степень 
фрагментации — с помощью полимеразной цепной реакции (ПЦР) 
в реальном времени, результаты НИПТ — через высокопроизводи-
тельное секвенирование.
Результаты. После многоцикличного замораживания- оттаивания 
и длительного хранения ПК при комнатной температуре (+18о С) 
наблюдается снижение целостности вкДНК, уменьшение концен-
трации вкДНК к 20 циклу оттаивания и тенденция к увеличению 
концентрации к 20 сут. хранения ПК; несмотря на это, результаты 
НИПТ исследованных образцов показали высокую степень совпа-
дения с результатами НИПТ референсных образцов.
Заключение. Показано, что один только факт успешного прове-
дения НИПТ не может рассматриваться в качестве надежного и до-

статочного критерия оценки качества исходной ПК и правильной 
преаналитики. Это подчеркивает особую важность контроля усло-
вий транспортировки и хранения образцов ПК и цельной крови.
Ключевые слова: внеклеточная ДНК, условия хранения плазмы 
крови, биобанкирование, преаналитические факторы, неинвазив-
ные пренатальные тесты.
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Effect of multiple plasma freeze-thaw cycles on non-invasive prenatal testing
Ulanova P. V., Antonenko A. N., Domoratskaya E. A., Belov R. O., Zolotopup A. A., Leonova V. S., Krinitsyna A. A., Belenikin M. S.
Medical genetics laboratory "Evogen". Moscow, Russia

Aim. To assess non-invasive prenatal testing (NIPT) as an informative 
criterion for quality of blood plasma and cell-free deoxyribonucleic 
acid (DNA) (cfDNA) in the case of using stabilization tubes at the 
preanalytical phase, in the example of plasma samples subjected to 
long-term storage at room temperature (+18о С) and multiple freeze-
thaw cycles.
Material and methods. The plasma samples were subjected to 20 
freeze-thaw cycles (-80о С/+18о С), 20-day storage at +18о С with an 
intermediate cfDNA assessment. The quantitative yield was assessed 
by fluorometry, while the fragmentation and NIPT data — using real-
time polymerase chain reaction (PCR) and high-throughput sequen-
cing, respectively.

Results. After multiple freeze-thaw cycles and long-term plasma 
storage at room temperature (+18о С), a decrease in the integrity 
and the concentration of cfDNA by the 20th thawing cycle, as well as 
a tendency to an increase in concentration by 20 days of storage were 
observed. Despite this, the NIPT results of the studied samples showed 
a high degree of coincidence with the NIPT data of the reference 
samples.
Conclusion. The mere fact of successful NIPT cannot be considered 
as a reliable and sufficient criterion for assessing the quality of initial 
plasma and correct preanalytics. This emphasizes the particular 
importance of monitoring the conditions for transporting and storing 
plasma and whole blood samples.
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Ключевые моменты
Что известно о предмете исследования?

•  Преаналитические факторы обработки и хране-
ния плазмы крови (ПК) имеют непосредствен-
ное влияние на проведение исследований вне-
клеточной дезоксирибонуклеиновой кислоты 
(вкДНК).

•  Не определены четкие границы максимально 
допустимого превышения циклов заморажи-
вания-оттаивания и  времени хранения ПК 
при использовании стабилизирующих проби-
рок с консервантом в сравнении с пробирками 
с ЭДТА для целей неинвазивного пренатально-
го тестирования (НИПТ). 

Что добавляют результаты исследования?
•  НИПТ с  использованием пробирок со стаби-

лизирующим составом для сбора образцов при 
несоблюдении преаналитических факторов хра-
нения ПК (продолжительное хранение и много-
цикличное замораживание- оттаивание) не мо-
жет рассматриваться достаточным критерием 
оценки хорошего качества преаналитической 
обработки ПК. 

•  В большинстве работ, описывающих манипу-
ляции с  вкДНК, рекомендуется однократное 
замораживание-оттаивание ПК (что связано 
с  использованием пробирок с  ЭДТА); однако 
проведенные исследования с  ПК, стабилизи-
рованной в  пробирках с  консервантом, позво-
ляют сделать предположение о  корректировке 
этих параметров (продолжительное хранение 
и многоцикличное замораживание- оттаивание) 
в сторону увеличения.

Key messages
What is already known about the subject?

•  Preanalytical factors for processing and storing 
blood plasma have a  direct impact on cell-free 
deoxy ribonucleic acid (cfDNA) studies.

•  Clear boundaries have not been defined for the 
maxi mum permissible excess of freeze-thaw cycles 
and plasma storage time when using stabilization 
tu bes with a preservative compared to EDTA tubes 
for noninvasive prenatal testing (NIPT).

What might this study add?
•  NIPT using stabilization tubes without observing 

the preanalytical factors for plasma storage (long-
term storage and multiple freeze-thaw cycles) can-
not be considered a sufficient criterion for assessing 
the good quality of preanalytical plasma processing.

•  Most studies describing manipulations with cfDNA 
recommend a  single plasma freeze-thaw (which is 
as sociated with the use of EDTA tubes); however, 
studies conducted with plasma stabilized in tubes 
with a preservative make it possible to assume that 
these parameters (long-term storage and multiple 
freeze-thaw cycles) should be adjusted upward.

вкДНК — внеклеточная ДНК, ДНК — дезоксирибонуклеиновая кислота, НИПТ — неинвазивное пренатальное тестирование/неинвазивный пренатальный тест, ПК — плазма крови, ПЦР — полимеразная цепная 
реакция.

Keywords: cell-free DNA, blood plasma storage conditions, bioban-
king, preanalytical factors, noninvasive prenatal testing.
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Введение 
Внеклеточные дезоксирибонуклеиновые кис-

лоты (ДНК) (вкДНК, циркулирующие ДНК), цир-
кулирующие в  плазме крови (ПК) человека и  дру-
гих биологических жидкостях организма, появ-
ляются в  результате таких процессов как апоптоз, 

некроз, активная секреция, кроме того, обнаружи-
ваемые в  ПК вкДНК могут относиться к  ДНК па-
тогенов (бактерий, вирусов). Присутствие вкДНК 
в  ПК у  здоровых людей обусловлено процессом 
апоптоза гемопоэтических клеток [1, 2]. В  крово-
токе беременных присутствуют фетальные вкДНК, 
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основными механизмами возникновения которых 
являются апоптоз гемопоэтических клеток плода, 
перенос вкДНК плода через плаценту и  разруше-
ние трофобласта [3]. Количество циркулирующей 
ДНК плода зависит, помимо срока гестации и тече-
ния беременности, от других факторов, таких как 
наличие заболеваний у матери, масса тела, анеупло-
идии, многоплодная беременность [4]. Функцио-
нальная роль вкДНК активно изучается, в  частно-
сти они могут образовывать нуклео- протеиновые 
комплексы [5].

Из всех преаналитических переменных при 
обработке образцов цельной крови и  ПК усло-
вия их хранения оказывают существенно влияют 
на качество вкДНК [6-12], однако информация 
по влиянию особенностей хранения ПК на каче-
ство вкДНК значительно варьирует. Общие поло-
жения сводятся к  тому, что ПК, полученную по-
сле центрифугирования образца цельной крови 
с  дальнейшим отбором супернатанта, отделенного 
от фракции клеток крови, рекомендуют кратко-
срочно хранить при -20о C или долгосрочно при 
-80о C. Считается, что данные температурные режи-
мы позволяют подавить процесс ферментативного 
расщепления ядерной и  вкДНК дезоксирибону-
клеазами (ДНКазами) [13]. По данным [11] хране-
ние ПК при -80о C без влияния на количественные 
характеристики вкДНК при последующей экс-
тракции должно продолжаться не >9 мес. При бо-
лее длительном хранении ПК выход вкДНК может 
приводить к снижению количества экстрагируемой 
вкДНК на ~30% в год [14]. В то же время по другим 
данным [15], даже после 12  лет хранения ПК при 
сходных условиях, количество выделенной вкДНК 
из ПК онкобольных мало изменилось, а ее качество 
позволило провести анализ специфических после-
довательностей. 

Важным аспектом практической работы для 
исследований вкДНК, в  частности для неинвазив-
ного пренатального тестирования (НИПТ), явля-
ется понимание стабильности вкДНК в  ПК, отде-
ленной от форменных элементов крови, в условиях 
без замораживания — при хранении при комнатной 
температуре перед экстракцией вкДНК. Данных 
по этому вопросу немного, поэтому любые коли-
чественные данные о влиянии превышения сроков 
хранения ПК при комнатной температуре предо-
ставят полезную информацию для преаналитиче-
ской работы с вкДНК для проведения НИПТ. 

Помимо сроков и условий хранения ПК очень 
важным параметром является количество циклов 
замораживания- оттаивания образцов ПК. Лите-
ратурные данные разнятся, в  одних работах суще-
ственных изменений концентраций вкДНК не вы-
являли [8], тогда как в других авторы отмечали не-
большое снижение целостности и качества вкДНК 
уже после трех циклов замораживания- оттаивания 

с  -80о C  до комнатной температуры [13, 16], при 
этом даже однократное замораживание- оттаивание 
образцов ПК может привести к снижению процен-
та обнаружения патологии плода при проведении 
НИПТ [17]. Несмотря на некоторые расхождения, 
большинство авторов сообщают об однознач-
но негативном влиянии фактора множественного 
замораживания- оттаивания и  приводят рекомен-
дации предпочтительного хранения вкДНК в  виде 
элюата, а  также разделения образцов ПК на не-
сколько аликвот на этапе обработки цельной кро-
ви для предполагаемого сокращения влияния числа 
замораживаний- оттаиваний [13].

Вопрос о  точном количестве циклов, вызыва-
ющих явную деградацию вкДНК и  являющимся 
критичным для дальнейшего исследования вкДНК, 
остается открытым. Особенно это касается области 
практического применения вкДНК, в  частности, 
проведение НИПТ, при котором значимым этапом 
является работа с  ПК и  вкДНК. В  практическом 
аспекте важно тестирование границ стабильно-
сти и  оптимальной подготовки образцов ПК к  за-
мораживанию для удобства дальнейшей работы 
и  обеспечения максимально возможного качества, 
а  также для обеспечения воспроизводимости ре-
зультатов с  течением времени и  поиска ответа на 
вопрос: какое количество циклов замораживания- 
оттаивания ПК все же возможно без существен-
ного влияния на качество. Еще одним из приклад-
ных результатов ответа на этот вопрос является 
оптимизация хранения образцов ПК в  биобанках. 
Если ориентироваться на хранение биоматериала 
каждого образца в  минимально возможном числе 
криопробирок (пробирок, предназначенных для 
хранения при низких температурах), то в  случае 
образцов, представляющих интерес (например, со-
держащих анеуплоидии), при дальнейших и  вали-
дационных исследованиях может требоваться чрез-
мерное многократное замораживание- оттаивание 
образца. В  то же время, проведение предваритель-
ного аликвотирования всех поступающих образцов 
ПК на большое количество аликвот малого объема 
может привести к  излишнему расходу материалов 
и емкостей хранения. И хотя, как правило, вопрос 
экономики хранения образцов при проведении на-
учных исследований не рассматривается, он может 
вносить значительный вклад экономическую со-
ставляющую проводимых работ. 

Цель настоящей работы − оценить допусти-
мость факта прохождения НИПТ в  роли инфор-
мативного критерия для определения качества ПК 
и  вкДНК, в  случае, когда на преаналитическом 
этапе используются пробирки со стабилизиру-
ющим составом, на примере образцов ПК, под-
вергнутых продолжительному хранению при ком-
натной температуре (+18о C) и  многоцикличному 
замораживанию- оттаиванию.
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Материал и методы 
Образцы. Для проведения исследования использова-

ли образцы ПК пациенток, находящихся на 10-14 нед. ге-
стации после проведения традиционного пренатального 
скрининга. Все женщины подписали информированное 
согласие на проведение исследований и обработку персо-
нальных данных, включая данные анамнеза. 

Для исследования факторов многоцикличного 
замораживания- оттаивания было проанализировано 
5 отдельных кейсов (4 — с наличием повышенного риска 
хромосомной патологии плода, 1 — без), для длительного 
хранения ПК — 10 (5 — с  наличием повышенного риска 
хромосомной патологии плода, 5 — без).

Сбор и подготовка образцов для секвенирования. Ис-
ходным биоматериалом служила периферическая веноз-
ная кровь, собранная в одну пробирку с консервантами, 
стабилизирующими вкДНК (Streck Cell Free DNA BCT, 
США). Обработку первичного материала после взятия 
осуществляли согласно разработанным стандартным опе-
рационным процедурам. Кратко, полученные образцы 
подвергали 2-этапному центрифугированию, после чего 
ПК, за исключением нижней части объемом ~200 мкл, по 
1 мл помещали в  криопробирки. Всего для каждого об-
разца было подготовлено 4 али квоты ПК (каждая в  двух 
повторах)  — 1 контрольная проба (после однократного 
замораживания при -20о C, не подвергавшаяся длитель-
ному хранению) и 3 экспериментальных пробы (для 5, 10 
и 20 циклов и 5, 10 и 20 сут. хранения). Подготовленные 
образцы ПК подвергали 20-кратному замораживанию- 
оттаиванию в  режиме -80о C/+18о C  с  промежуточной 
оценкой степени деградации и  количественного выхода 
вкДНК на 5, 10 и 20 циклах, а также хранению в течение 
20 сут. при температуре +18о C  (комнатная температура) 
с оценкой через 5, 10 и 20 сут. 

ВкДНК выделяли с использованием станции пробо-
подготовки MGISP-960 (MGI, Китай) и набора реагентов 
для выделения вкДНК Nucleic Acid Extraction Kit (BGI, 
Китай) по стандартному протоколу производителя. Под-
готовку библиотек ДНК для проведения НИПТ прово-
дили с использованием той же станции пробоподготовки 
MGISP-960 (MGI, Китай) и  набора реактивов MGIEasy 
Cell-free DNA Library Prep Set (BGI, Китай) с  использо-
ванием стандартных протоколов производителя. Сек-
венирование проводили на BGISEQ-500 (BGI, Китай). 
Результаты высокопроизводительного секвенирования 
обрабатывали с  использованием проприетарного про-
граммного обеспечения.

Оценка количественного выхода и деградации образ-
цов вкДНК. Оценку количественного выхода и  оценку 
деградации вкДНК проводили флуорометрическим спо-
собом с  набором для измерения концентраций DeNovix 
dsDNA High Sensitivity Kit (DeNovix Inc., США) и  с  по-
мощью полимеразной цепной реакции (ПЦР) в  реаль-
ном времени с  применением коммерческого набора для 
количественной и  качественной оценки ДНК человека 
"QuantumDNA-Set" (Евроген, Россия) и  амплификатора 
CFX96 Touch™ Real- Time PCR Detection System (Bio- Rad, 
США) согласно инструкции производителя.

Различия оценивались с  помощью непараметри-
ческого критерия Манна- Уитни путем сравнения вы-
численного эмпирического и  критического значений 
(уровень значимости p=0,05) с  использованием пакета 
Microsoft Excel 2018 (Майкрософт, США).

Результаты 
Влияние многократных циклов заморажива ния-

оттаивания ПК на качество вкДНК. Вначале бы-
ла проведена флуорометрическая количественная 
оценка образцов вкДНК, полученных из ПК, под-
вергшейся многократным циклам замораживания- 
оттаивания -80о C/+18о C. Диапазон концентраций 
вкДНК для контрольных аликвот и  эксперимен-
тальных образцов составил 0,195-0,249 нг/мкл. По-
сле 5 и 10 циклов замораживания- оттаивания проб 
статистически достоверных различий выявлено не 
было, тогда как к 20 циклу показано статистически 
значимое уменьшение концентрации вкДНК (ри-
сунок 1 А).

При этом анализ оценки целостности тех же 
образцов, проводимый методом ПЦР в  реальном 
времени через подсчет соотношений концентраций 
амплифицированных фрагментов разных длин, по-
казал отсутствие четкой корреляции между коли-
чеством циклов замораживания- оттаивания и  сте-
пенью фрагментации вкДНК. В  отдельных пробах 
степень деградации резко увеличивается уже на 
5 цикле, тогда как у  других даже после 10 циклов 
замораживания- оттаивания вкДНК оставалась сла-
бо деградированной. К 20 циклу наблюдалось уве-
личение степени фрагментации вкДНК во всех об-
разцах.

При анализе расчетной концентрации фраг-
ментов вкДНК размером 50 и 150 пар нуклеотидов 
(п.н.) было выявлено, что в  контрольных образ-
цах их концентрации примерно равны между со-
бой (0,077 и  0,075 нг/мкл, соответственно), а  да-
лее, по мере того, как увеличивалось число циклов 
замораживания- оттаивания (5 и  10 циклов), кон-
центрация более длинных фрагментов снижалась, 
тогда как концентрация коротких фрагментов оста-
валась практически на том же уровне (рисунок 1 Б). 
К 20 циклу концентрация более коротких фрагмен-
тов снижалась, тогда как концентрация более длин-
ных фрагментов опять возрастала. Это может быть 
связано с тем, что при большом количестве циклов 
замораживания- оттаивания более длинные фраг-
менты вкДНК, которые также есть в  образце, де-
градируют и начинают давать свой вклад.

Влияние многократных циклов замораживания-
оттаивания ПК на результаты НИПТ. Далее, для 
одного из двух повторов тестовых образцов прово-
дили выборочное секвенирование для определения 
сходимости результатов НИПТ внутри одного об-
разца (таблица 1). 

Для одного из пяти исследуемых образцов (№ 2) 
был выявлен повышенный риск трисомии по 13 хро-
мосоме после 5 циклов замораживания-оттаивания, 
тогда как в контроле и в образцах, подвергшихся 10 
и 20 циклам, трисомии не детектировалось. Кроме 
этого, в  образцах, которые подвергали 5 и  10 ци-
клам замораживания-оттаивания были выявлены 
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делеции в 4, 7 и 3 и 4 хромосомах, соответственно, 
тогда как в контрольном образце и в образце, кото-
рый прошел 20 циклов замораживания- оттаивания, 
таких вариантов не выявлено. Повышенный риск 
трисомии (Z(chr13)=2,03) в данном случае означает, 
что образец попадает в "серую" зону и может оцени-
ваться как образец с наличием риска по хромосом-
ным аномалиям, т.е., ложноположительный резуль-
тат НИПТ, или как образец с отсутствием риска по 
хромосомным аномалиям  — ложноотрицательный 
образец. 

Контрольная проба образца № 4 секвениро-
валась в  двух повторах. Секвенирование одного 
повтора контрольного образца № 4 детектиро-
вало высокий риск наличия дополнительной по-
ловой Х хромосомы и  аналогично кейсу образца 
номер № 2 — данный результат попадает в  "серую" 
зону (Q20 (%)=93,44, Effective data (M)=5,04 при 
[5,+∞]), фетальная фракция ≈4) и  требуется по-

вторное проведение анализа. Результаты НИПТ, 
проводимые для второго повтора, показали улуч-
шение параметров качества секвенирования ((Q20 
(%)=98,95, Effective data (M)=7,39 при [5,+∞]), 
фетальная фракция ≈5) и  отсутствие повышенных 
рисков хромосомных аномалий. В эксперименталь-
ных образцах после 5, 10 и  20 циклов результаты 
НИПТ также соответствовали контролю. 

В  остальных проанализированных образцах 
различий в  результатах НИПТ в  контроле и  после 
многократных циклов замораживания- оттаивания 
не обнаружено. 

Влияние длительного хранения ПК на каче-
ство вкДНК. Количественная оценка содержания 
вкДНК в  образцах ПК, хранившихся продолжи-
тельное время при комнатной температуре (+18о C), 
выявила значительный разброс концентраций вну-
три диапазона 0,18-1,18 нг/мкл. При этом выход 
вкДНК через 10 сут. после хранения довольно  резко 
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Рис. 1     Изменение концентрации вкДНК (А) и соотношений кон-
центраций фрагментов 50 и 150 п.н. (Б), в препаратах ДНК, 
полученных из образцов ПК после разного количества ци-
клов замораживания-оттаивания -80о C/+18о C.

Примечание: вкДНК  — внеклеточная дезоксирибонуклеиновая 
кислота (ДНК), ПК — плазма крови, п.н. — пар нуклеотидов.

Рис. 2     Изменение концентрации вкДНК (А) и соотношений кон-
центраций фрагментов 50 и 150 п.н. (Б), в препаратах ДНК, 
полученных из образцов ПК после разных сроков хранения 
при +18о C.

Примечание: вкДНК  — внеклеточная дезоксирибонуклеиновая 
кислота (ДНК), ПК — плазма крови.
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падал по сравнению с  хранением в  течение 5 сут. 
Через 20 сут. хранения ПК при комнатной темпера-
туре (+18о C) количество выделяемой вкДНК прак-
тически не менялось (рисунок 2 А). 

При оценке индексов деградации было выяв-
лено, что вкДНК в половине исследованных образ-
цов, не подвергавшихся длительному воздействию 
комнатной температуры, имеет индекс деградации 
от 1,5 до 1,8, что трактуется как легкая степень де-
градации. Через 5 суток хранения индекс деграда-
ции незначительно увеличивался (максимальный 
индекс деградации в этой группе образцов составил 
2,18), через 10 сут. хранения в единичных образцах 
наблюдается довольно сильная степень деградации 
вкДНК по сравнению с контрольными образцами, 
хранившимися по температуре -20о C. После 20 сут. 
хранения при +18о C по соотношениям концентра-
ций фрагментов разной длины наблюдается сред-
няя степень деградации образцов. При этом в  об-
разцах снижается расчетная концентрация корот-
ких фрагментов вкДНК (50 п.н.) при практически 
неизменной расчетной концентрации фрагментов 
размером 150 п.н. (рисунок 2 Б). 

Влияние длительного хранения ПК на результаты 
НИПТ. Выборочное проведение НИПТ с  исполь-
зованием образцов ПК после 5, 10 и 20 сут. хране-
ния при температуре +18о C  (таблица 2) не выяви-
ло появления ложноположительных и  ложноотри-
цательных данных по хромосомным отклонениям. 
Однако в  образце № 3 (rt) в  варианте хранения 20 
сут. при температуре +18о C анализ полученных ре-
зультатов показал наличие делеций и  дупликаций 
в  1, 6, 10, 12 и  22 хромосомах. При этом в  образце 
ПК, хранившемся в замороженном состоянии, ни-
каких инделей выявлено не было. 

Обсуждение
Качественные и количественные характеристи-

ки образцов вкДНК, а также расчётные показатели 
концентраций фрагментов разного размера и  доли 
фракции ДНК плода, полученных из ПК, подверг-
шейся влиянию неблагоприятных преаналитиче-
ских факторов (длительное хранение при комнатной 
температуре, многократные циклы замораживания- 
оттаивания), оказались сопоставимыми с характери-
стиками, которые приводили другие исследователи 
в своих работах. Средняя доля вкДНК плода на 11-
й нед. гестации составляет ~10% от общей вкДНК 
в материнском кровотоке [18]. 

Полученные нами данные показывают, что 
мно гоцикличное замораживание-оттаивание ПК: 
(1) негативно влияет на количественный выход 
вкДНК: наблюдалось снижение уровня вкДНК к 20 
циклу замораживания- оттаивания, однако после 
5 и  10 циклов статически достоверных изменений 
концентраций вкДНК не обнаружено (что согласу-
ется с данными [8]); (2) к 20 циклу замораживания- 
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оттаивания приводит к  увеличению степени фраг-
ментации вкДНК во всех исследуемых образцах. 
По мере увеличения количества циклов меняется 
профиль распределения фрагментов по размеру: 
длинные фрагменты, вероятно, деградируют на бо-
лее короткие, что согласуется с информацией авто-
ров в работе [16]. 

При изучении фактора длительного хранения 
ПК при комнатной температуре (+18о C) было об-
наружено, что при длительном воздействии поло-
жительной температуры наблюдается общая зако-
номерность к  увеличению концентраций вкДНК 
к  20 сут. хранения ПК при наблюдаемом увеличе-
нии через 5 сут. и уменьшении через 10 сут. по срав-
нению с  5-ю сут., однако с  бóльшим количеством 
выбивающихся данных по сравнению с  контроль-
ной группой. В  работе [19] показано, что ~90% 
вкДНК в ПК находятся в составе экзосом, которые 
со временем могут распадаться и приводить к даль-
нейшему высвобождению вкДНК в  ПК. Разброс 
данных, вероятно, может быть вызван нарушением 
стабилизации этих комплексов и  полным высво-
бождением вкДНК к 20 сут. хранения. При оценке 
степени фрагментации образцов четкой связи меж-
ду количеством циклов замораживания- оттаивания 
и  степенью деградации не обнаруживается, одна-
ко после 10 и  20 циклов прослеживаются сильная 
и средняя степень деградации и изменения концен-
трации фрагментов вкДНК в  отдельных образцах.

При снижении в образцах содержания феталь-
ной фракции увеличивается вероятность появления 
ложноотрицательных результатов [20], а  снижение 
на ~5% доли выявленных трисомий по 21, 13 и  18 
хромосомам описано даже после однократного за-
мораживания ПК при -80о C [17]. Это связывают не 
только со снижением уровня фетальной фракции 
вкДНК, но и  с  повышением гуанин- цитозинового 

состава ДНК исследуемых образцов. По нашим 
оценкам результаты долговременного хране-
ния при комнатной температуре, а  также циклы 
замораживания- оттаивания приводят к увеличению 
ложноположительных результатов НИПТ. К ложно-
положительным результатам ("появление" в резуль-
татах НИПТ малых структурных перестроек) приво-
дит хранение образцов с нормальным уровнем фе-
тальной фракции вкДНК в ПК в течение 20 сут. при 
комнатной температуре. Перечисленные выше от-
клонения результатов НИПТ свидетельствуют о не-
обходимости четкого соблюдения преаналитических 
условий работы с ПК, поскольку их несоблюдение 
не приводит к явному выпадению результата НИПТ, 
и тем самым направлению биоматериала образца на 
повторный забор биоматериала. 

Заключение
Таким образом, контроль за соблюдением кор-

ректных условий транспортировки и хранения ПК 
особенно важен при проведении НИПТ при ис-
пользовании пробирок с  консервантами, посколь-
ку несоблюдение преаналитических условий не 
всегда может привести к  явному и  однозначному 
неудовлетворительному результату при проведении 
НИПТ, что могло бы служить явным сигналом не-
обходимости повторного проведения исследова-
ния; в  случаях таких отклонений на преаналити-
ческом этапе один только факт успешного прове-
дения НИПТ не может рассматриваться в качестве 
надежного и  достаточного критерия оценки каче-
ства ПК и вкДНК, и может привести к некоррект-
ным результатам. 

Отношения и деятельность: все авторы заявляют 
об отсутствии потенциального конфликта интере-
сов, требующего раскрытия в данной статье.
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