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Â ðàáîòå ïðåäñòàâëåíà ðàçðàáîòàííàÿ ìåòîäèêà ÄÍÊ-äèàãíîñòèêè íàèáîëåå ÷àñòûõ õðîìîñîìíûõ àíåóïëîèäèé, îñíî-
âàííàÿ íà ìåòîäå êîëè÷åñòâåííîé ôëóîðåñöåíòíîé ÏÖÐ ñ èñïîëüçîâàíèåì ìóëüòèïëåêñíîé ÏÖÐ è àâòîìàòè÷åñêîãî êàïèë-
ëÿðíîãî ýëåêòðîôîðåçà íà îñíîâå îäíîâðåìåííîãî òåñòèðîâàíèÿ 15 ìèêðîñàòåëëèòíûõ ìàðêåðîâ õðîìîñîì 13, 18, 21, X, Y.
Âûïîëíåíà ÄÍÊ-äèàãíîñòèêà 200 îáðàçöîâ îò ïàöèåíòîâ èç ãðóïïû ðèñêà ïî õðîìîñîìíîé ïàòîëîãèè. ×èñëîâûå àíîìàëèè
õðîìîñîì èäåíòèôèöèðîâàíû â 18 ñëó÷àÿõ (9%), âêëþ÷àëè òðèñîìèþ õðîìîñîìû 21 (8/200), òðèñîìèþ õðîìîñîìû 18
(5/200), òðèñîìèþ õðîìîñîìû 13 (1/200), òðèïëîèäèþ (3/200), ìîçàè÷íóþ ôîðìó ìîíîñîìèè õðîìîñîìû Õ (êàðèîòèï
45,Õ[50]/46,XY[5]) (1/200). Ðåçóëüòàò ÄÍÊ-äèàãíîñòèêè ïðè ñòàíäàðòíîì âûäåëåíèè ÄÍÊ èç àìíèîòè÷åñêîé æèäêîñòè èëè
âîðñèí õîðèîíà ìîæåò áûòü ãîòîâ ÷åðåç 6 ÷àñîâ ïîñëå âûïîëíåíèÿ áèîïñèè èëè àìíèîöåíòåçà.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: àíåóïëîèäèÿ, êîëè÷åñòâåííàÿ ôëóîðåñöåíòíàÿ ÏÖÐ, ïðåíàòàëüíàÿ äèàãíîñòèêà

Ââåäåíèå

Ïî äàííûì Âñåìèðíîé îðãàíèçàöèè çäðàâîîõðàíå-
íèÿ, ïðèìåðíî 2,5—3% âñåõ íîâîðîæäåííûõ èìåþò ðàç-
ëè÷íûå ïîðîêè ðàçâèòèÿ, èç íèõ îêîëî 1% ñîñòàâëÿþò
ãåííûå áîëåçíè, 0,5% — õðîìîñîìíûå áîëåçíè è îêîëî
2% ïðèõîäèòñÿ íà âðîæäåííûå ïîðîêè ðàçâèòèÿ, îáó-
ñëîâëåííûå ðàçíûìè ôàêòîðàìè [1—2].

Äèàãíîç õðîìîñîìíîé ïàòîëîãèè ñòàâèòñÿ ïîñëå
ïðîâåäåíèÿ êàðèîòèïèðîâàíèÿ. Ìåòîä êàðèîòèïèðîâà-
íèÿ ñ äèôôåðåíöèàëüíîé îêðàñêîé õðîìîñîì ñèõ ïîð
îñòàåòñÿ «çîëîòûì ñòàíäàðòîì» äèàãíîñòèêè õðîìîñîì-
íûõ àíîìàëèé. Îäíàêî ñóùåñòâóþùèå îãðàíè÷åíèÿ ìå-
òîäà íå ïîçâîëÿþò áûñòðî ñäåëàòü çàêëþ÷åíèå î íàëè-
÷èè õðîìîñîìíîé ïàòîëîãèè ó ïëîäà [3]. Ââåäåíèå
â êëèíè÷åñêóþ ëàáîðàòîðíóþ ïðàêòèêó ìîëåêóëÿð-
íî-ãåíåòè÷åñêèõ ìåòîäîâ ïîçâîëèëî äîïîëíèòü ñòàíäàð-
òíûé öèòîãåíåòè÷åñêèé àíàëèç íîâûìè âîçìîæíîñòÿ-
ìè. Íàèáîëüøåå ðàñïðîñòðàíåíèå ïîëó÷èëè ìåòîäû èí-
òåðôàçíîé ôëóîðåñöåíòíîé ãèáðèäèçàöèè in situ

(FISH-ìåòîä), êîëè÷åñòâåííîé ôëóîðåñöåíòíîé ïîëè-
ìåðàçíîé öåïíîé ðåàêöèè (ÊÔ-ÏÖÐ), ìóëüòèïëåêñíîé
ëèãàçíîé öåïíîé ðåàêöèè è ìåòîä ñðàâíèòåëüíîé ãå-
íîìíîé ãèáðèäèçàöèè [4—7].

Ìåòîä ÊÔ-ÏÖÐ îñíîâàí íà ìóëüòèïëåêñíîé ÏÖÐ
ñ èñïîëüçîâàíèåì ôëóîðåñöåíòíî-ìå÷åíûõ ïðàéìåðîâ.
Äëÿ âûÿâëåíèÿ àíåóïëîèäèé èññëåäóþò õðîìîñîìíûå
îáëàñòè, ñîäåðæàùèå ïîëèìîðôíûå òàíäåìíûå ïîâòî-
ðû. Ñ öåëüþ óâåëè÷åíèÿ èíôîðìàòèâíîñòè, êàê ïðàâè-
ëî, èñïîëüçóþò 3—4 ìàðêåðà íà êàæäóþ õðîìîñîìó [8].
Ìåòîä îòëè÷àåòñÿ âûñîêîé òî÷íîñòüþ äàæå ïðè íåáîëü-
øîì êîëè÷åñòâå ìàòåðèàëà, ïîçâîëÿåò îäíîâðåìåííî
îöåíèòü áîëüøîå êîëè÷åñòâî îáðàçöîâ.

Öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû ÿâëÿëàñü ðàçðàáîòêà è âíå-
äðåíèå ýôôåêòèâíîé ìåòîäèêè ÄÍÊ-äèàãíîñòèêè íàè-
áîëåå ÷àñòûõ ÷èñëîâûõ àíîìàëèé õðîìîñîì ÷åëîâåêà.

Ìàòåðèàëû è ìåòîäû

Â êà÷åñòâå áèîëîãè÷åñêîãî ìàòåðèàëà èñïîëüçîâà-
ëàñü ÄÍÊ, âûäåëåííàÿ èç êëåòîê àìíèîòè÷åñêîé æèä-
êîñòè, à òàêæå ôðàãìåíòîâ ìûøå÷íîé òêàíè àáîðòèðî-
âàííûõ ïëîäîâ ñ ðàçëè÷íûìè àíåóïëîèäèÿìè.

Ïðè îòáîðå ìèêðîñàòåëëèòíûõ ìàðêåðîâ õðîìîñîì
13, 18, 21, X, Y ó÷èòûâàëèñü èìåþùèåñÿ â ëèòåðàòóðå
äàííûå î ðàçìåðå è êîëè÷åñòâå àëëåëåé, à òàêæå ñòåïåíè
ãåòåðîçèãîòíîñòè.

Îòðàáîòêà óñëîâèé ïîëó÷åíèÿ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ,
âêëþ÷àþùèõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ìèêðîñàòåëëèòíûõ
ìàðêåðîâ, ïðîâîäèëàñü ïóòåì ïîäáîðà ñîñòàâà àìïëè-
ôèêàöèîííîé ñìåñè è îïòèìàëüíûõ òåìïåðàòóðíî-âðå-
ìåííûõ óñëîâèé ïðîâåäåíèÿ ÏÖÐ. Äëÿ àíàëèçà îáðàç-
öîâ ÄÍÊ â àâòîìàòè÷åñêîì àíàëèçàòîðå â ÏÖÐ-ïðîäóêò
ââîäèëàñü îäíà èç ÷åòûðåõ ôëóîðåñöåíòíûõ ìåòîê. Äëÿ
ýòîé öåëè èñïîëüçîâàíû ìå÷åíûå âàðèàíòû ïðÿìûõ
ïðàéìåðîâ. Îáðàáîòêó äàííûõ è îïðåäåëåíèå àëëåëåé
âûïîëíÿëè ñ ïîìîùüþ ïàêåòà êîìïüþòåðíûõ ïðîãðàìì
GENESCAN.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Äëÿ ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷åñêîãî âûÿâëåíèÿ àíåóï-
ëîèäèé èñïîëüçîâàëè ìåòîä ÊÔ-ÏÖÐ. Äàííûì ìåòîäîì
èññëåäîâàëè õðîìîñîìíûå îáëàñòè, ñîäåðæàùèå ïîëè-
ìîðôíûå òàíäåìíûå ïîâòîðû. Äëÿ îïðåäåëåíèÿ óðîâíÿ
ãåòåðîçèãîòíîñòè è èíôîðìàòèâíîñòè ìèêðîñàòåëëèò-



íûõ ìàðêåðîâ àíàëèç èññëåäóåìûõ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ âû-
ïîëíåí â 50 îáðàçöàõ (100 õðîìîñîì) êîíòðîëüíîé âû-
áîðêè. Â ðåçóëüòàòå ïðîâåäåííîãî èññëåäîâàíèÿ îòîáðà-
íû ìàðêåðû õðîìîñîìû 21: D21S11, D21S1411,
D21S1435; õðîìîñîìû 13: D13S252, D13S305, D13S325,
D13S634; õðîìîñîìû 18: D18S386, D18S390, D18S391,
D18S535; õðîìîñîìû Õ: DXS1187, DXS981; õðîìîñîìû
Y: AMEL è DYS448. Âñå ìàðêåðû îáëàäàþò âûñîêèì
óðîâíåì ãåòåðîçèãîòíîñòè (îò 62% äî 96%) è ìîãóò áûòü
ýôôåêòèâíî èñïîëüçîâàíû äëÿ îïðåäåëåíèÿ íàèáîëåå
ðàñïðîñòðàíåííûõ àíåóïëîèäèé. Íà îñíîâàíèè ïðîâå-
äåííîãî èññëåäîâàíèÿ ðàçðàáîòàí ïðîòîêîë ÄÍÊ-äèà-
ãíîñòèêè íàèáîëåå ÷àñòûõ õðîìîñîìíûõ àíåóïëîèäèé
ñ èñïîëüçîâàíèåì ìóëüòèïëåêñíîé ÏÖÐ, âêëþ÷àþùåé
â ñåáÿ îäíîâðåìåííîå èññëåäîâàíèå 15 ìèêðîñàòåëëèò-
íûõ ìàðêåðîâ õðîìîñîì 13, 18, 21, X, Y, è àâòîìàòè÷å-
ñêîãî êàïèëëÿðíîãî ýëåêòðîôîðåçà. Ïîëó÷åííûå äàí-
íûå àíàëèçèðóþò, îïðåäåëÿÿ êîëè÷åñòâî àëëåëåé ìèê-
ðîñàòåëëèòíûõ ìàðêåðîâ ñîîòâåòñòâóþùèõ õðîìîñîì íà
ýëåêòðîôîðåãðàììå.

Ðàçðàáîòàííûé ïðîòîêîë áûë ïðîòåñòèðîâàí â ãðóï-
ïå ïëîäîâ, àáîðòèðîâàííûõ ïîñëå óñòàíîâëåíèÿ õðîìî-
ñîìíîé ïàòîëîãèè ïî äàííûì öèòîãåíåòè÷åñêîãî àíàëè-
çà (29 îáðàçöîâ ñ ðàçëè÷íûìè àíåóïëîèäèÿìè è òðèïëî-

èäèåé). Äèàãíîçû ñèíäðîìîâ Äàóíà, Ýäâàðäñà, Ïàòàó,
Òåðíåðà, Êëàéíôåëüòåðà è òðèïëîèäèè áûëè òî÷íî âå-
ðèôèöèðîâàíû âî âñåõ îáðàçöàõ: ïðè äèàãíîñòèêå òðè-
ñîìèè õðîìîñîì 13, 18, 21 èëè òðèïëîèäèè íàáëþäàëîñü
ïðèñóòñòâèå òðåõ ïèêîâ ïî÷òè ðàâíîé âûñîòû èëè ïðè-
ñóòñòâèå äâóõ ïèêîâ ñ ñîîòíîøåíèåì èíòåíñèâíîñòè ñî-
îòâåòñòâóþùåé äîçîâîìó ýôôåêòó. Ïðè òåñòèðîâàíèè
îáðàçöîâ ñ ñèíäðîìîì Òåðíåðà íàáëþäàëîñü òîëüêî ïî
îäíîìó àëëåëþ äëÿ ìàðêåðîâ õðîìîñîìû Õ, à ïðè ñèíä-
ðîìå Êëàéíôåëüòåðà — ñèãíàë îò äâóõ õðîìîñîì Õ è
õðîìîñîìû Y.

Òàêæå ñ ïðèìåíåíèåì ðàçðàáîòàííîãî ïðîòîêîëà
(â êà÷åñòâå äîïîëíèòåëüíîãî ìåòîäà) áûëà ïðîòåñòèðî-
âàíà ãðóïïà èç 200 áåðåìåííûõ æåíùèí, èìåþùèõ
ðèñê õðîìîñîìíîé ïàòîëîãèè ó ïëîäà. ×èñëîâûå àíî-
ìàëèè õðîìîñîì áûëè èäåíòèôèöèðîâàíû â 18 ñëó÷àÿõ
(9%), âêëþ÷àëè òðèñîìèþ õðîìîñîìû 21 (8/200), òðè-
ñîìèþ õðîìîñîìû 18 (5/200), òðèñîìèþ õðîìîñîìû 13
(1/200), òðèïëîèäèþ (3/200), ìîçàè÷íóþ ôîðìó ìîíî-
ñîìèè õðîìîñîìû Õ (êàðèîòèï 45,Õ[50]/46,XY[5])
(1/200). Âî âñåõ ñëó÷àÿõ äèàãíîç, óñòàíîâëåííûé ïðè
ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷åñêîì àíàëèçå, áûë ïîäòâåðæäåí
öèòîãåíåòè÷åñêè.

Ðåçóëüòàòû äèàãíîñòèêè ïðåäñòàâëåíû íà ðèñ. 1 è 2.
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Ðèñ. 1. Âàðèàíòû ýëåêòðîôîðåãðàìì ñ ðàçëè÷íûìè àíåóïëîèäèÿìè:
1 — òðèñîìèÿ õðîìîñîìû 21; 2 — òðèñîìèÿ õðîìîñîìû 18; 3 — òðèñîìèÿ õðîìîñîìû 13.



Ïðîàíàëèçèðîâàíû âðåìåííûå õàðàêòåðèñòèêè ðàç-
ðàáîòàííîãî ïðîòîêîëà:

� âûäåëåíèå ÄÍÊ èç áèîëîãè÷åñêîãî ìàòåðèàëà (êðîâü,
òêàíü, êëåòêè àìíèîòè÷åñêîé æèäêîñòè) — 120 ìèí;

�ïîäãîòîâêà è ïðîâåäåíèå àìïëèôèêàöèè ó÷àñòêîâ
ÄÍÊ, ñîäåðæàùèõ ìèêðîñàòåëëèòíûå ìàðêåðû — 180 ìèí;

�ïîäãîòîâêà è àíàëèç ïîëó÷åííîé ñìåñè ôðàãìåí-
òîâ ìåòîäîì àâòîìàòè÷åñêîãî êàïèëëÿðíîãî ýëåêòðîôî-
ðåçà — 45 ìèí.

Òàêèì îáðàçîì, ðåçóëüòàò ÄÍÊ-äèàãíîñòèêè ÷èñëî-
âûõ àíîìàëèé õðîìîñîì ÷åëîâåêà ïðè ïðèìåíåíèè òåõ-
íîëîãèè ÊÔ-ÏÖÐ ìîæåò áûòü ïîëó÷åí ÷åðåç 6 ÷àñîâ ïî-
ñëå âûïîëíåíèÿ áèîïñèè èëè àìíèîöåíòåçà.

Ïðè èíòåðïðåòàöèè ðåçóëüòàòîâ ñëåäóåò ó÷èòûâàòü,
÷òî:

�ìåòîä ÊÔ-ÏÖÐ ìîæåò èñïîëüçîâàòüñÿ â äîïîëíå-
íèå ê äðóãèì ìåòîäàì ïðåíàòàëüíîé äèàãíîñòèêè;

� ðåçóëüòàòû àíàëèçà äàþò èíôîðìàöèþ î ñîñòîÿíèè
òîëüêî îïðåäåëåííîãî ëîêóñà, è ýòîò ìåòîä íå ìîæåò çà-
ìåíèòü ïîëíûé õðîìîñîìíûé àíàëèç;

� ðåçóëüòàòû, ñîîòâåòñòâóþùèå ìîíîñîìèè Õ, êîãäà
âñå ïîëèìîðôíûå ìàðêåðû ñîäåðæàò òîëüêî îäèí àëëåëü-
íûé ïèê, è ïðè ýòîì îòñóòñòâóþò ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
Y-õðîìîñîìû, ìîãóò ïðåäñòàâëÿòü ñëó÷àè íîðìàëüíîãî
æåíñêîãî ãåíîòèïà, ãîìîçèãîòíîãî ïî âñåì èñïîëüçîâàí-
íûì ìàðêåðàì. Ïîýòîìó òàêèå ðåçóëüòàòû äîëæíû áûòü
ïîäòâåðæäåíû äðóãîé ìåòîäèêîé ëèáî èíòåðïðåòèðîâàíû
êàê ñîîòâåòñòâóþùèå ìîíîñîìèè Õ, íî ñ âåðîÿòíîñòüþ
íàëè÷èÿ ó ïàöèåíòà íîðìàëüíîãî æåíñêîãî ãåíîòèïà;

�èñïîëüçóåìûé ìåòîä ïîçâîëÿåò èäåíòèôèöèðîâàòü
óâåëè÷åíèå èëè óìåíüøåíèå êîëè÷åñòâà õðîìîñîìíîãî
ìàòåðèàëà, íî íå îáúÿñíÿåò òèï ïåðåñòðîéêè õðîìîñîì;

�ïðè íàëè÷èè â êàðèîòèïå ÷àñòè÷íûõ òðèñîìèé èëè
ìîíîñîìèé ïî èññëåäóåìûì õðîìîñîìàì, âîçíèêàþùèõ
â ðåçóëüòàòå ðàçëè÷íûõ ñòðóêòóðíûõ ïåðåñòðîåê, äàííàÿ
ïàòîëîãèÿ ìîæåò áûòü íå èäåíòèôèöèðîâàíà, åñëè èñ-
ïîëüçóåìûå ìàðêåðû íå ïîïàäàþò â âîâëå÷åííûé â ïå-
ðåñòðîéêó ëîêóñ;

�ïðè íàëè÷èè â êàðèîòèïå ìîçàèöèçìà ýëåêòðîôîðåã-
ðàììà ìîæåò èìåòü íåñòàíäàðòíûé âèä è â íåêîòîðûõ ñèòó-
àöèÿõ íå ïîëó÷èò èíòåðïðåòàöèè. Äëÿ âûÿâëåíèÿ òàêîé ïà-
òîëîãèè áóäóò òðåáîâàòüñÿ äðóãèå ìåòîäû èññëåäîâàíèÿ.

Çàêëþ÷åíèå

Íà îñíîâàíèè ïðîâåäåííîãî èññëåäîâàíèÿ ðàçðàáîòàíà
ìåòîäèêà ÄÍÊ-äèàãíîñòèêè íàèáîëåå ÷àñòûõ ÷èñëîâûõ
àíîìàëèé õðîìîñîì ÷åëîâåêà c èñïîëüçîâàíèåì ìóëüòè-
ïëåêñíîé ÏÖÐ è àâòîìàòè÷åñêîãî êàïèëëÿðíîãî ýëåêòðî-
ôîðåçà. Ðàçðàáîòàííûé ïðîòîêîë îòëè÷àåòñÿ âûñîêîé òî÷-
íîñòüþ äàæå ïðè íåáîëüøîì êîëè÷åñòâå áèîëîãè÷åñêîãî
ìàòåðèàëà, à ñîâïàäåíèå ðåçóëüòàòîâ ÄÍÊ-àíàëèçà ñ äàí-
íûìè êàðèîòèïèðîâàíèÿ çàôèêñèðîâàíî â 100% ñëó÷àåâ.

Ïîêàçàíî, ÷òî ðåçóëüòàò ÄÍÊ-äèàãíîñòèêè ÷èñëî-
âûõ àíîìàëèé õðîìîñîì ÷åëîâåêà ïðè ñòàíäàðòíîì âû-
äåëåíèè ÄÍÊ èç àìíèîòè÷åñêîé æèäêîñòè èëè âîðñèí
õîðèîíà è ïðèìåíåíèè òåõíîëîãèè ÊÔ-ÏÖÐ ìîæåò
áûòü ïîëó÷åí ÷åðåç 6 ÷àñîâ ïîñëå âûïîëíåíèÿ áèîïñèè
èëè àìíèîöåíòåçà.
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Ðèñ. 2. Âàðèàíòû ýëåêòðîôîðåãðàìì ïî ìàðêåðó AMEL:
1 — íîðìà, æåíñêèé ïîë (îäèí ïèê); 2 — ìîçàè÷íàÿ ôîðìà ìîíîñîìèè õðîìîñîìû Õ (ñîîòíîøåíèå ïèêîâ 3:1); 3 — íîðìà, ìóæñêîé ïîë (äâà
ïèêà — îäèí ñ õðîìîñîìû Õ, âòîðîé ñ õðîìîñîìû Y).
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Rapid prenatal diagnostics of the most frequent numerical abnormalities
of human chromosomes using quantitative fluorescent PCR analysis in Belarus

Asadchuk T.V., Savenko L.A., Novikova I.V.
Republican Scientific and Practical Centre «Mother and Child», Minsk, Belarus; e-mail: t.asadchuk@gmail.com

We present the developed method of DNA-diagnostics of the most common chromosomal aneuploidies based on the method of
quantitative fluorescent PCR using multiplex PCR and automated capillary electrophoresis on the basis of simultaneous testing of 15
microsatellite markers of chromosomes 13, 18, 21, X, Y. There was completed DNA-diagnostics of 200 samples from patients having
risk for chromosomal aberrations. Numerical chromosomal abnormalities were identified in 18 cases (9%) and included trisomy of
chromosome 21 (8/200), trisomy of chromosome 18 (5/200), trisomy of chromosome 13 (1/200), triploidy (3/200), mosaic form of
chromosome X monosomy (karyotype 45,X[50]/46,XY[5]) (1/200). The result of DNA-diagnostics with standard DNA isolation from
amniotic fluid or chorionic villi can be ready in 6 hours after biopsy or amniocentesis.

Key words: aneuploidy, quantitative fluorescent PCR, prenatal diagnostics
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