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Íåèíâàçèâíàÿ ïðåíàòàëüíàÿ äèàãíîñòèêà õðîìîñîìíûõ áîëåçíåé ïðåäñòàâëÿåòñÿ àêòóàëüíûì íàïðàâëåíèåì ñîâðåìåí-
íîé ïðåíàòàëüíîé ìåäèöèíû. Îïðåäåëèòü õðîìîñîìíûé ñòàòóñ ïëîäà, íå ïðèáåãàÿ ê èíâàçèâíûì ïðîöåäóðàì âçÿòèÿ ïëîäíî-
ãî ìàòåðèàëà, ìîæíî ïóòåì àíàëèçà åäèíè÷íûõ êëåòîê òðîôîáëàñòà, öèðêóëèðóþùèõ â ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè áåðåìåííûõ
æåíùèí óæå íà ðàííèõ ñðîêàõ áåðåìåííîñòè. Â ïðåäñòàâëåííîé ñòàòüå èçëîæåíû ðåçóëüòàòû ìîäåëüíîãî ýêñïåðèìåíòà ïî
âûäåëåíèþ êëåòîê òðîôîáëàñòà èç îáðàçöîâ ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè ìåòîäîì ôèëüòðàöèè ÷åðåç ïîëèêàðáîíàòíûå ôèëüòðû
ñ ïîñëåäóþùèì àíàëèçîì ãåíåòè÷åñêîãî ìàòåðèàëà åäèíè÷íûõ êëåòîê ìåòîäîì ñðàâíèòåëüíîé ãåíîìíîé ãèáðèäèçàöèè.
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Ââåäåíèå

Ðàáîòà íàä ñîçäàíèåì ìåòîäîâ íåèíâàçèâíîé ïðåíà-
òàëüíîé äèàãíîñòèêè íàñëåäñòâåííûõ çàáîëåâàíèé ïðî-
äèêòîâàíà ñòðåìëåíèåì ñîâðåìåííîãî îáùåñòâà ê ìèíè-
ìèçàöèè ïðåíàòàëüíûõ ïîòåðü, ñî÷åòàþùèìñÿ ñ íåîáõî-
äèìîñòüþ ïîëó÷åíèÿ èíôîðìàöèè î ãåíåòè÷åñêîì ñòà-
òóñå ðàçâèâàþùåãîñÿ ïëîäà. Àíàëèç åäèíè÷íûõ òðîôîá-
ëàñòîâ, öèðêóëèðóþùèõ â ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè áåðå-
ìåííûõ æåíùèí, ìîæåò ñòàòü ïåðñïåêòèâíûì íàïðàâëå-
íèåì â íåèíâàçèâíîé äèàãíîñòèêå íàñëåäñòâåííûõ çà-
áîëåâàíèé ïëîäà. Îñîáåííîñòüþ, îòëè÷àþùåé êëåòêè
òðîôîáëàñòà îò îñòàëüíûõ êëåòîê ïëîäíîé ïðèðîäû, ïî-
ñòóïàþùèõ â ïåðèôåðè÷åñêèé êðîâîòîê âî âðåìÿ áåðå-
ìåííîñòè, ÿâëÿåòñÿ èõ ýïèòåëèàëüíàÿ ïðèðîäà, îïðåäå-
ëÿþùàÿ êðóïíûé ðàçìåð è õàðàêòåðíóþ ìîðôîëîãèþ
ýòèõ êëåòîê. Ýòè êëåòî÷íûå õàðàêòåðèñòèêè ïîçâîëÿþò
ïðèìåíèòü äëÿ âûäåëåíèÿ òðîôîáëàñòîâ ìåòîä ôèëüòðà-
öèè (ISET — Isolation by Size of Epitelial Tumor cells),
â õîäå êîòîðîãî êðóïíûå êëåòêè çàäåðæèâàþòñÿ íà ïî-
âåðõíîñòè ôèëüòðà ñ îïðåäåëåííûì äèàìåòðîì ïîð, òîã-
äà êàê áîëüøèíñòâî êëåòîê ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè ïðî-
õîäÿò ÷åðåç ïîðû [9]. Â îòëè÷èå îò ìåòîäîâ, òðàäèöèîí-
íî ïðèìåíÿâøèõñÿ äëÿ ðåøåíèÿ ïðîáëåìû îáîãàùåíèÿ
èññëåäóåìîãî îáðàçöà ìàòåðèíñêîé êðîâè ðåäêèìè
êëåòêàìè ïëîäíîé ïðèðîäû, òàêèõ êàê ãðàäèåíòíîå öåí-
òðèôóãèðîâàíèå è êëåòî÷íàÿ ñîðòèðîâêà, âûäåëåíèå
èíòåðåñóþùèõ èññëåäîâàòåëåé êëåòîê èç îáðàçöîâ ïî
òàêîìó ôèçè÷åñêîìó ïàðàìåòðó, êàê êëåòî÷íûé äèà-
ìåòð, ïðåäñòàâëÿåòñÿ ëèøåííûì ñåðüåçíîãî íåäîñòàòêà
ïåðå÷èñëåííûõ ìåòîäèê — çíà÷èòåëüíîãî óðîâíÿ ïîòåðü
è áåç òîãî ðåäêèõ êëåòîê ïëîäíîé ïðèðîäû. Òàê, áûëî

ïîêàçàíî, ÷òî ãðàäèåíòíîå öåíòðèôóãèðîâàíèå ïðèâî-
äèò ê ïîòåðå 60—80% ïëîäíûõ êëåòîê, ñîäåðæàùèõñÿ
â îáðàçöå ìàòåðèíñêîé êðîâè [3].

Öåëüþ äàííîãî èññëåäîâàíèÿ áûëà îöåíêà âîçìîæíî-
ñòè àíàëèçà ãåíåòè÷åñêîãî ìàòåðèàëà òðîôîáëàñòîâ ìå-
òîäîì ñðàâíèòåëüíîé ãåíîìíîé ãèáðèäèçàöèè ïîñëå èõ
âûäåëåíèÿ èç îáðàçöîâ âåíîçíîé êðîâè ìåòîäîì ôèëü-
òðàöèè.

Ìàòåðèàëû è ìåòîäû

Ìàòåðèàëàìè äëÿ èññëåäîâàíèÿ ïîñëóæèëè 12 îáðàç-
öîâ èñêóññòâåííî ñîçäàííûõ, àðòèôèöèàëüíûõ ñìåñåé,
ïîëó÷åííûõ ïóòåì äîáàâëåíèÿ ñóñïåíçèè êëåòîê õîðèî-
íà ñ èçâåñòíûì êàðèîòèïîì â îáðàçöû ïåðèôåðè÷åñêîé
âåíîçíîé êðîâè âçðîñëûõ èíäèâèäóóìîâ. Àðòèôèöèàëü-
íûå ñìåñè ÿâèëèñü èìèòàöèåé êà÷åñòâåííîãî ñîñòàâà
ïåðèôåðè÷åñêîé âåíîçíîé êðîâè áåðåìåííûõ æåíùèí.
Âåíîçíàÿ êðîâü âçðîñëûõ èíäèâèäóóìîâ ñ íîðìàëüíûì
êàðèîòèïîì çàáèðàëàñü â âàêóóìíûå ïðîáèðêè ñ ãåïàðè-
íîì. Èñòî÷íèêîì êëåòîê õîðèîíà ñ èçâåñòíûì êàðèîòè-
ïîì áûë ìàòåðèàë íåðàçâèâàþùèõñÿ áåðåìåííîñòåé.
Âîðñèíû õîðèîíà ïðåïàðèðîâàëè ñ ïîìîùüþ èãëû è
ïèíöåòà ñ èñïîëüçîâàíèåì áèíîêóëÿðíîé ëóïû ñ öåëüþ
èõ î÷èùåíèÿ îò ôðàãìåíòîâ ìàòåðèíñêèõ òêàíåé. Äëÿ
ïðèãîòîâëåíèÿ êëåòî÷íîé ñóñïåíçèè èç âîðñèí õîðèîíà
èñïîëüçîâàëè ðàñòâîð òðèïñèí-ÝÄÒÀ, â êîòîðîì âîðñè-
íû õîðèîíà îñòàâëÿëè íà íî÷ü ïðè 4°Ñ, à çàòåì èíêóáè-
ðîâàëè 30 ìèíóò ïðè 37°Ñ.

Ê îáðàçöó âåíîçíîé êðîâè îáúåìîì 1 ìë äîáàâëÿëè
0,5 ìë ïîëó÷åííîé ñóñïåíçèè êëåòîê õîðèîíà. Ïîëó÷åí-



íóþ àðòèôèöèàëüíóþ ñìåñü ðàçâîäèëè ôèëüòðàöèîí-
íûì áóôåðîì (0,2% ôîðìàëüäåãèäà, 0,1% àëüáóìèíà,
0,1% òðèòîí Õ100, 0,0372% ÝÄÒÀ) â ñîîòíîøåíèè 1:10 è
îñòàâëÿëè íà 10 ìèíóò ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Âû-
äåëåíèå êëåòîê òðîôîáëàñòà èç îáðàçöîâ àðòèôèöèàëü-
íûõ ñìåñåé îñóùåñòâëÿëîñü ñ ïîìîùüþ âàêóóìíîé
ôèëüòðàöèè ÷åðåç êðóãëûå ïîëèêàðáîíàòíûå ôèëüòðû
ñ äèàìåòðîì ïîð 8 ìêì, ïîìåùåííûå â óñòðîéñòâî äëÿ
ôèëüòðàöèè. Óñòðîéñòâî äëÿ ôèëüòðàöèè ïðåäñòàâëÿåò
ñîáîé êîëáó Áóíçåíà ñ ôèëüòðîäåðæàòåëåì è åìêîñòüþ
äëÿ îáðàçöà. Ïîñëå ôèëüòðàöèè îáðàçöà ôèëüòð ïðîìû-
âàëñÿ ñîëåâûì ôîñôàòíûì áóôåðîì äëÿ óäàëåíèÿ äåá-
ðèñà ýðèòðîöèòîâ. Çàòåì ôèëüòðû ïîìåùàëèñü íà ïðåä-
ìåòíîå ñòåêëî è âûñóøèâàëèñü íà âîçäóõå.

Äëÿ äåòåêöèè êëåòîê òðîôîáëàñòà íà ôèëüòðå èñïî-
ëüçîâàëîñü èììóíîöèòîõèìè÷åñêîå îêðàøèâàíèå ñ ìî-
íîêëîíàëüíûìè àíòèòåëàìè ê öèòîïëàçìàòè÷åñêîìó
áåëêó öèòîêåðàòèíó 7 (ÑK7) ñ èñïîëüçîâàíèåì íàáîðà
EnVision+ System-H RP (Dako, Äàíèÿ). Êëåòêè òðîôîá-
ëàñòà äåòåêòèðîâàëèñü íà ôèëüòðå ïî õàðàêòåðíîìó
îêðàøèâàíèþ öèòîïëàçìû ïðè ìèêðîñêîïè÷åñêîì èñ-
ñëåäîâàíèè ïîëó÷åííûõ öèòîëîãè÷åñêèõ ïðåïàðàòîâ
ïðè óâåëè÷åíèè 200õ è 400õ. Åäèíè÷íûå ÑÊ7-ïîëîæè-
òåëüíûå êëåòêè èçîëèðîâàëèñü ñ öèòîëîãè÷åñêèõ ïðåïà-
ðàòîâ ñ ïîìîùüþ ñèñòåìû ëàçåðíîé ìèêðîäèññåêöèè
Carl Zeiss PALM MicroBeam (Carl Zeiss, Ãåðìàíèÿ). Äèñ-
ñåêòèðîâàííûé ìàòåðèàë ñîáèðàëñÿ â ïðîáèðêè-êîë-
ëåêòîðû îáúåìîì 0,2 ìë, â êîòîðûõ äàëåå ïðîâîäèëñÿ
ýòàï ïîëíîãåíîìíîé àìïëèôèêàöèè ãåíåòè÷åñêîãî ìà-
òåðèàëà åäèíè÷íûõ êëåòîê ñ èñïîëüçîâàíèåì íàáîðà
WGA4-50RXN GenomePlex Single Cell Whole Genome
Amplification Kit (SIGMA-ALDRICH, ÑØÀ). Äëÿ ïðî-
âåäåíèÿ ïîëíîãåíîìíîé àìïëèôèêàöèè ñ êàæäîãî öèòî-
ëîãè÷åñêîãî ïðåïàðàòà áûëî èçîëèðîâàíî ïî 2 åäèíè÷-
íûå êëåòêè. Àíàëèç ãåíåòè÷åñêîãî ìàòåðèàëà ïîëó÷åí-
íûõ êëåòî÷íûõ îáðàçöîâ ïðîâîäèëè ìåòîäîì ìåòàôàç-
íîé ñðàâíèòåëüíîé ãåíîìíîé ãèáðèäèçàöèè (CGH) [1].

Àíàëèç èçîáðàæåíèÿ ïðîèçâîäèëñÿ ñ ïîìîùüþ ïðî-
ãðàììû «LUCIA CGH», óñòàíîâëåííîé â êîìïëåêñå
ñ ýïèôëþîðåñöåíòíûì ìèêðîñêîïîì «Eclipse 90i» (Ni-
kon, ßïîíèÿ) è CCD êàìåðîé «ProgResMF»
(JENOPTIK, Ãåðìàíèÿ).

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Ðàíåå íàìè áûëè îïóáëèêîâàíû ðåçóëüòàòû ìîäåëüíî-
ãî ýêñïåðèìåíòà ïî âûäåëåíèþ êëåòîê òðîôîáëàñòà èç îá-
ðàçöîâ ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè ìåòîäîì ãðàäèåíòíîãî öåí-
òðèôóãèðîâàíèÿ [3]. Îäíàêî ñîïðÿæåííûå ñ äàííîé ìåòî-
äèêîé êëåòî÷íûå ïîòåðè, ñâÿçàííûå â ïåðâóþ î÷åðåäü
ñ ìíîãî÷èñëåííûìè îòìûâêàìè êëåòîê, à òàêæå ìíîãî-
ýòàïíîñòü è òðóäîåìêîñòü ïðîòîêîëà, ïðîäèêòîâàëè èñ-
ïîëüçîâàíèå àëüòåðíàòèâíîãî ìåòîäà âûäåëåíèÿ ðåäêèõ
êëåòîê, îñíîâàííîãî íà èõ ðàçìåðå. Íà ïåðâîì ýòàïå ðàáî-
òû áûëà ïîëó÷åíà êîëëåêöèÿ öèòîëîãè÷åñêèõ ïðåïàðàòîâ
êëåòîê òðîôîáëàñòà íà ïîâåðõíîñòè ôèëüòðîâ, âûäåëåí-
íûõ èç 12 îáðàçöîâ àðòèôèöèàëüíûõ ñìåñåé. Ïîëó÷åííàÿ
êîëëåêöèÿ ñîäåðæàëà îáðàçöû êëåòîê òðîôîáëàñòà êàê
ñ íîðìàëüíûì õðîìîñîìíûì íàáîðîì, òàê è ñ àíîìàëèÿ-
ìè êàðèîòèïà (òàáëèöà).

Íà ýòàïå ôèëüòðàöèè êëþ÷åâûì ÿâëÿåòñÿ âûáîð îï-
òèìàëüíîãî äèàìåòðà ïîð ôèëüòðà, êîòîðûé äîëæåí íå
òîëüêî çàäåðæèâàòü íà ïîâåðõíîñòè ôèëüòðà êðóïíûå
êëåòêè, íî è ïðîïóñêàòü ïîäàâëÿþùåå áîëüøèíñòâî
êëåòîê ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè, íå ïðåäñòàâëÿþùèõ èí-
òåðåñà äëÿ èññëåäîâàíèÿ. Ñðåäíèé äèàìåòð êëåòîê êðî-
âè ñîñòàâëÿåò 8—11 ìêì, êëåòêè öèòîòðîôîáëàñòà èìå-
þò äèàìåòð 14—30 ìêì [9]. Ïðè òåñòèðîâàíèè ôèëüòðîâ
ñ ðàçëè÷íûìè äèàìåòðàìè ïîð (îò 8 äî 14 ìêì), áûëî
óñòàíîâëåíî, ÷òî äèàìåòð 8 ìêì ÿâëÿåòñÿ îïòèìàëüíûì,
òàê êàê çàäåðæèâàåò íà ïîâåðõíîñòè ôèëüòðà ìåíåå 0,1%
êëåòîê êðîâè [6].

Ïîñëå ïðîâåäåíèÿ èììóíîöèòîõèìè÷åñêîãî îêðà-
øèâàíèÿ ñ àíòèòåëàìè ê öèòîêåðàòèíó 7 âèçóàëèçàöèÿ
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Öèòîãåíåòè÷åñêàÿ õàðàêòåðèñòèêà îáðàçöîâ àðòèôèöèàëüíûõ ñìåñåé

¹ ï/ï Êàðèîòèï ëèìôîöèòîâ ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè Êàðèîòèï ìàòåðèàëà íåðàçâèâàþùåéñÿ áåðåìåííîñòè

1 46,ÕÕ 46,XY

2 46,ÕÕ 47,XY,+16

3 46,ÕY 46,XX

4 46,ÕÕ 46,XY

5 46,ÕY 47,XX,+13

6 46,ÕY 46,XX

7 46,ÕY 46,XX

8 46,ÕY 46,XX

9 46,ÕÕ 47,XY,+21

10 46,ÕY 46,XX

11 46,ÕÕ 46,XY

12 46,ÕÕ 46,XY



òðîôîáëàñòîâ íà ôèëüòðàõ îñóùåñòâëÿëàñü ïðè ìèêðî-
ñêîïè÷åñêîì èññëåäîâàíèè îáðàçöîâ. Êëåòêè òðîôîáëà-
ñòà èäåíòèôèöèðîâàëèñü íà ïîâåðõíîñòè ôèëüòðà ïî õà-
ðàêòåðíîìó îêðàøèâàíèþ èõ öèòîïëàçìû (ðèñ. 1).

Âàæíûì ýòàïîì ýêñïåðèìåíòà ÿâèëñÿ ýòàï èçîëÿöèè
åäèíè÷íûõ ÑÊ7-ïîëîæèòåëüíûõ êëåòîê ñ ïîëèêàðáî-
íàòíîãî ôèëüòðà. Ìåòîä ëàçåðíîé ìèêðîäèññåêöèè
ïðåäïîëàãàåò èñïîëüçîâàíèå ñïåöèàëüíûõ ïðåäìåòíûõ
ñòåêîë, ïîêðûòûõ ïîëèìåðíîé ìåìáðàíîé, ÷òî îïòèìè-
çèðóåò ïðîöåññ äèññåêöèè è ïîçâîëÿåò èçáåæàòü ïî-
âðåæäåíèÿ âûðåçàåìûõ îáúåêòîâ. Ïîëèêàðáîíàòíûé
ôèëüòð ÿâëÿåòñÿ êðàéíå íåïðîñòûì ìàòåðèàëîì äëÿ ëà-
çåðíîé ìèêðîäèññåêöèè â ñèëó ñîáåííîñòåé åãî õèìè÷å-
ñêîãî ñîñòàâà è òîëùèíû. Â ïðîöåññå ïîäáîðà ðàáî÷èõ
óñëîâèé ìèêðîäèññåêöèè óäàëîñü äîáèòüñÿ ïîëíîãî
ïðîðåçàíèÿ ìàòåðèàëà ôèëüòðà áåç ïîâðåæäåíèÿ ðàñïî-
ëîæåííîé íà äàííîì ó÷àñòêå êëåòêè è ïîñëåäóþùåãî
êàòàïóëüòèðîâàíèÿ âûðåçàííîãî ó÷àñòêà âìåñòå ñ åäè-
íè÷íîé êëåòêîé â ïðîáèðêó-êîëëåêòîð (ðèñ. 2).

Äëÿ ïðîâåäåíèÿ ëàçåðíîé ìèêðîäèññåêöèè è ïîñëå-
äóþùåãî àíàëèçà ãåíåòè÷åñêîãî ìàòåðèàëà åäèíè÷íûõ
êëåòîê áûëè âûáðàíû öèòîëîãè÷åñêèå ïðåïàðàòû, ñî-
äåðæàùèå òðîôîáëàñòû ñ àíîìàëüíûìè êàðèîòèïàìè, à
èìåííî: ïëîäà æåíñêîãî ïîëà ñ òðèñîìèåé ïî õðîìîñî-
ìå 13 (47,XX,+13), è ïëîäà ìóæñêîãî ïîëà ñ òðèñîìèåé
ïî õðîìîñîìå 16 (47,ÕY,+16). Â ðåçóëüòàòå ïðîâåäåííîé
ïîëíîãåíîìíîé àìïëèôèêàöèè äèññåêòèðîâàííûõ åäè-
íè÷íûõ CK7-ïîëîæèòåëüíûõ êëåòîê ñðåäíåå çíà÷åíèå
êîíöåíòðàöèè ÄÍÊ â îáðàçöàõ ñîñòàâèëî 1105 íã/ìêë.
Òàêèì îáðàçîì, ïîëíîãåíîìíàÿ àìïëèôèêàöèÿ ÿâèëàñü
âàæíûì ýòàïîì, áëàãîäàðÿ êîòîðîìó óäàëîñü ïîëó÷èòü
ìíîãîêðàòíîå óâåëè÷åíèå êîëè÷åñòâà ÄÍÊ â îáðàçöå,
äîñòàòî÷íîå äëÿ ïîñëåäóþùåãî àíàëèçà.

Ñðàâíèòåëüíàÿ ãåíîìíàÿ ãèáðèäèçàöèÿ áûëà ïðîâå-
äåíà c îáðàçöàìè àìïëèôèöèðîâàííîé ãåíîìíîé ÄÍÊ,
ïîëó÷åííîé èç äâóõ äèññåêòèðîâàííûõ ñ êàæäîãî îáðàç-
öà êëåòîê. Àíàëèç ïîëó÷åííûõ ïðîôèëåé ãèáðèäèçàöèè

ïîêàçàë, ÷òî âèðòóàëüíûé êàðèîòèï êëåòîê â îáîèõ ñëó-
÷àÿõ ñîîòâåòñòâîâàë ðåçóëüòàòàì ñòàíäàðòíîãî öèòîãåíå-
òè÷åñêîãî èññëåäîâàíèÿ (ðèñ. 3). Îáðàùàåò íà ñåáÿ âíè-
ìàíèå ïðåðûâèñòîñòü ïðîôèëÿ ãèáðèäèçàöèè ñîîòâåòñò-
âóþùèõ õðîìîñîì, ÷òî ìîæåò áûòü ñâÿçàíî ñ èçáèðà-
òåëüíîé àìïëèôèêàöèåé ãåíåòè÷åñêîãî ìàòåðèàëà åäè-
íè÷íûõ êëåòîê è/èëè ìàëûì ñòàðòîâûì êîëè÷åñòâîì
ÄÍÊ. Ïîäáîð îïòèìàëüíîãî ïðîòîêîëà ïîëíîãåíîìíîé
àìïëèôèêàöèè ÿâëÿåòñÿ âàæíîé çàäà÷åé áóäóùèõ ýêñ-
ïåðèìåíòîâ. Íà îñíîâàíèè ïðèâåäåííûõ âûøå äàííûõ
ìîæíî óòâåðæäàòü, ÷òî âûäåëåííûå èç àðòèôèöèàëüíîé
ñìåñè ÑÊ7-ïîëîæèòåëüíûå êëåòêè ÿâëÿþòñÿ ïëîäíûìè
ïî ñâîåìó ïðîèñõîæäåíèþ. Àíàëèç ìîëåêóëÿðíîãî êà-
ðèîòèïà ìåòîäîì ìåòàôàçíîé CGH ïðåäñòàâëÿåòñÿ àê-
òóàëüíûì â ñèëó âûñîêîé èíôîðìàòèâíîñòè ïðè âûÿâ-
ëåíèè àíåóïëîèäèé, à òàêæå íèçêîé ñòîèìîñòè ïî ñðàâ-
íåíèþ ñ ìèêðîìàòðè÷íûì CGH-àíàëèçîì.

Òðóäíîñòè èñïîëüçîâàíèÿ ïëîäíûõ êëåòîê â êà÷åñòâå
îáúåêòà íåèíâàçèâíîé ïðåíàòàëüíîé äèàãíîñòèêè â íà-
ñòîÿùåå âðåìÿ àññîöèèðóþòñÿ ñ èõ êðàéíå íèçêèì ñî-
äåðæàíèåì â êðîâè áåðåìåííîé æåíùèíû. Â ñðåäíåì
â 1 ìë êðîâè áåðåìåííîé æåíùèíû ñîäåðæèòñÿ
2—6 êëåòîê ïëîäíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ, ïðè÷åì áîëüøàÿ
÷àñòü ýòèõ êëåòîê èìååò òðîôîáëàñòíóþ ïðèðîäó [4, 5].
Êëåòêè òðîôîáëàñòà ïîÿâëÿþòñÿ â êðîâè æåíùèíû óæå
íà 5-é íåäåëå áåðåìåííîñòè è íå ñîõðàíÿþòñÿ â ìàòå-
ðèíñêîì îðãàíèçìå ïîñëå ðîäîâ [7]. Âñëåäñòâèå êðàéíå
íèçêîé ïðåäñòàâëåííîñòè êëåòîê òðîôîáëàñòà â ïåðèôå-
ðè÷åñêîé ìàòåðèíñêîé êðîâè êðàéíå àêòóàëüíîé ÿâëÿ-
åòñÿ ðàçðàáîòêà ïîäõîäîâ ê ýôôåêòèâíîé èçîëÿöèè
ïëîäíûõ êëåòîê èç èññëåäóåìîãî îáðàçöà.

Èçîëÿöèÿ êëåòîê, îñíîâàííàÿ íà èõ êðóïíîì ðàçìå-
ðå — ñîâðåìåííûé ïîäõîä, ïîçâîëÿþùèé îñóùåñòâèòü
öèòîëîãè÷åñêóþ, èììóíîìîðôîëîãè÷åñêóþ è ìîëåêó-
ëÿðíî-ãåíåòè÷åñêóþ õàðàêòåðèñòèêó öèðêóëèðóþùèõ
â ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè êðóïíûõ ýïèòåëèàëüíûõ êëå-
òîê. Âûäåëåííûå åäèíè÷íûå êëåòêè ìîãóò áûòü èçîëè-
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Ðèñ. 1. ÑÊ7-ïîëîæèòåëüíûå êëåòêè íà ïîâåðõíîñòè ïîëèêàðáîíàòíîãî ôèëüòðà. Èììóíîöèòîõèìè÷åñêîå îêðàøèâàíèå ñ èñïîëüçîâàíèåì ìî-
íîêëîíàëüíûõ àíòèòåë ê öèòîêåðàòèíó 7, 400õ óâåëè÷åíèå:
1 — ÑÊ7-ïîëîæèòåëüíûå êëåòêè; 2 — ïîðû ôèëüòðà.



ðîâàíû ñ ôèëüòðà ëàçåðíîé ìèêðîäèññåêöèåé, à èõ ÄÍÊ
àìïëèôèöèðîâàíà, ÷òî ïîçâîëÿåò âûÿâèòü àíîìàëèè
òàðãåòíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ãåíåòè÷åñêîãî ìàòåðèà-
ëà. Èñïîëüçîâàíèå â äàííîé ìåòîäèêå ïîëèêàðáîíàòíûõ
ôèëüòðîâ ñ âûäåëåííûìè êëåòêàìè â êà÷åñòâå öèòîëî-
ãè÷åñêîãî ïðåïàðàòà ïîçâîëÿåò îñóùåñòâèòü êîìáèíè-
ðîâàííîå ìîðôîëîãè÷åñêîå è èììóíîöèòîõèìè÷åñêîå
èññëåäîâàíèÿ ýòèõ êëåòîê.

Ìåòîä ISET áûë âïåðâûå ïðèìåíåí äëÿ âûäåëåíèÿ è
èññëåäîâàíèÿ îïóõîëåâûõ êëåòîê èç îáðàçöîâ ïåðèôå-
ðè÷åñêîé êðîâè ïàöèåíòîâ, ñòðàäàþùèõ îíêîëîãè÷å-
ñêèìè çàáîëåâàíèÿìè [8]. Â ïîñëåäóþùèõ èññëåäîâàíè-

ÿõ ïî âûäåëåíèþ îïóõîëåâûõ êëåòîê èç îáðàçöîâ ïåðè-
ôåðè÷åñêîé êðîâè áûëà ïîêàçàíà âûñîêàÿ ýôôåêòèâ-
íîñòü ìåòîäà èçîëÿöèè êðóïíûõ îïóõîëåâûõ êëåòîê ïî
ðàçìåðó â ñðàâíåíèè ñ ìàãíèòíî-àêòèâèðîâàííîé êëå-
òî÷íîé ñîðòèðîâêîé [6]. Ìåòîä èçîëÿöèè ýïèòåëèàëü-
íûõ êëåòîê, îñíîâàííûé íà èõ ðàçìåðå, ëèøåí íåäî-
ñòàòêîâ, õàðàêòåðíûõ äëÿ ìåòîäèê, â îñíîâå êîòîðûõ ëå-
æèò äåòåêöèÿ ýêñïðåññèè êëåòêàìè òåõ èëè èíûõ ìîëå-
êóëÿðíûõ ìàðêåðîâ. Âñëåäñòâèå âîçìîæíîé íåäîñòàòî÷-
íîñòè ýêñïðåññèè èëè ïîòåðè êëåòêîé ìîëåêóëÿðíûõ
ìàðêåðîâ ìîæíî ñòîëêíóòüñÿ ñ ïðîáëåìîé íèçêîé ÷óâ-
ñòâèòåëüíîñòè ïîäîáíûõ ìåòîäîâ.
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Ðèñ. 3. Ðåçóëüòàòû ñðàâíèòåëüíîé ãåíîìíîé ãèáðèäèçàöèè ãåíåòè÷åñêîãî ìàòåðèàëà äâóõ åäèíè÷íûõ ÑÊ7-ïîëîæèòåëüíûõ êëåòîê, èçîëèðî-
âàííûõ ñ êàæäîãî èç àíàëèçèðóåìûõ öèòîëîãè÷åñêèõ ïðåïàðàòîâ íà ôèëüòðàõ. Îáðàçöû àðòèôèöèàëüíûõ ñìåñåé, àíàëèçèðóåìûõ ìåòîäîì
CGH, ñîäåðæàëè òðîôîáëàñòû ïëîäà:
À — ìóæñêîãî ïîëà ñ òðèñîìèåé ïî õðîìîñîìå 16; Á — æåíñêîãî ïîëà ñ òðèñîìèåé ïî õðîìîñîìå 13.

Ðèñ. 2. Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ýòàïîâ èçîëÿöèè åäèíè÷íûõ êëåòîê öèòîòðîôîáëàñòà ñ èñïîëüçîâàíèåì ñèñòåìû ëàçåðíîé ìèêðîäèññåêöèè Carl
Zeiss PALM MicroBeam (Carl Zeiss, Ãåðìàíèÿ).
À — ïîëíîå ïðîðåçàíèå ìàòåðèàëà ôèëüòðà ïî çàäàííîé òðàåêòîðèè âîêðóã êëåòêè, 200õ óâåëè÷åíèå;
Á — âèä ôèëüòðà ïîñëå êàòàïóëüòèðîâàíèÿ äèññåêòèðîâàííîãî ó÷àñòêà, 200õ óâåëè÷åíèå;
Â — äèññåêòèðîâàííûé ó÷àñòîê ôèëüòðà â êàïëå âîäû íà êðûøêå ïðîáèðêè-êîëëåêòîðà, 50õ óâåëè÷åíèå.



Ïîëó÷åííûå äàííûå ìîãóò ÿâëÿòüñÿ îñíîâîé äëÿ ýê-
ñïåðèìåíòîâ ïî äàëüíåéøåìó îïðåäåëåíèþ îïòèìàëü-
íûõ óñëîâèé âûäåëåíèÿ ïëîäíûõ êëåòîê, à òàêæå ïîäáî-
ðó íàèëó÷øèõ óñëîâèé àìïëèôèêàöèè êðàéíå ìàëîãî
êîëè÷åñòâà ãåíåòè÷åñêîãî ìàòåðèàëà íå òîëüêî â ðàìêàõ
ìîäåëüíîãî ýêñïåðèìåíòà, íî è ïðè èñïîëüçîâàíèè íà-
òèâíûõ îáðàçöîâ ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè áåðåìåííûõ
æåíùèí.
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Filtration as a method for isolation of trophoblasts from maternal blood
and analysis of single fetal cells

Musatova E.V.1, Martynov A.V.1, Markova Zh.G.1, Vityazeva I.I.2, Shilova N.V.1
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Non-invasive prenatal diagnosis of chromosomal disorders is a topical area of modern prenatal medicine. Identification of chro-
mosomal status of the fetus avoiding invasive procedures perhaps by analyzing of trophoblasts circulating in peripheral maternal
blood. In this article, we present the results of a model experiment for isolation of trophoblast cells from peripheral blood samples by
filtration through polycarbonate filters. Isolation of single cells was performed by laser microdissection followed by a whole genome
amplification step. Analysis of genetic material isolated cells was performed by comparative genomic hybridization.

Keywords: non-invasive prenatal diagnosis; trophoblasts; ISET; cytokeratin 7; comparative genomic hybridization
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