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загальне ХАРАКТЕРИСТИКА РОБОТИ

Актуальність темі: Хромосомні хвогоби займав^ ьеддче 

місце в спадковій патології лвдини. Серед причте загибелі 

ембріонів або плодів, а такої багатьох вродиених вад і ано­

малій розвитку g новонароджених хрокосомнии аномалія* нале­

жить одне з-перших місць (Фогель Ф., Мотульскі А., .1989; 

Ворсанова С.Г., 19°1). До 50% всіх діагностованих спонтанних 

абортів обдиовлені хроиосоиним дисбалансом, а в 10 з 1000 

кивонароджених дітей спостерігаться хроиосоині зміни (Боч­

ков Н.П. та ін., 1984; Ворсанова С.Г, Іров І.Б., 198?).

Найбільш розповсшдженими є анеуплоідії по ,:ромосоиам 13, 18,

21, X і 9. що супргзодиуиться тяжкими генотипними проявами, 

які потребують їх ранньої пррнатальної діагностики dubs Н., . 

Ruddle F., 1970; 3acobs P.. 1977; Epstein С..*986;'Kuo R.et

al, 1991) з «етою елімінації для. попередження дитячої смерт­

ності. Це1 поясняє необхідність вивчення методів афективної 

діагностики хрожосомнсї патології, як в пост іатальний, так і 

в пренатальний періоди розвитку плода.

Одним з найбільн сучасних і перспективних напрямків в 

діагностиці хромосомних хвороб є иетод гібридизації нук­

леїнових кислот in situ, оснований на технології отримання 

рекоибінзнтних молекул ДНК І' використанні їх у вигляд' 

ДНК-зондів для діагностики хромоеомної патології. Цей метбд 

має важливу перевагу в порівнянні ? інними способами 

дослідження хромосомних аномалій в постнатапьній і прена­

тальній діагностиці, так як він дозволяє аналізувати окремо f 

хромосоми практично у всіх стадіях клітинного циклу, в.тему 

числі на ійте;$азі (Сгеиег Т. et.al, 1986; Julien С. et «1, 

1986; Lichter. P. et al, 1988; Pinkel D. et al, 1988; бирса- - 

нова С.Г., Йров В.Б., 1991; Klinger К. et al, 1992)
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Застосовуючи молекулярно-цмтогенетичний метод (метод гібри­

дизації нуклеїнових кислот in situ),  ̂можна біль* точно і 

ефективно визначити особливості хромосомного набору людини і 

розв’язати ряд- практичних завдань в області вивченні хро­

мосомних поруиень. Таким чином, розробка нових, вдосконален­

ня попередніх методів діагностики хромосомної патології є 

актуальними проблемами сучасної медичноі генетики.

, МЕТА! ЗАВДАННЯ РОБОТИ. Основна мета роботи - вивчити 

ефективність комплексного цитогенетичного і «олекулярно-ци- 

тогенетичного досліджень в. постнатальній і пренатальній 

діагностиці хромосомних аномалій. Для досягнення вказаної 

мети були поставлені слідуючі завдання:
»

1. Оцінити потребу ИГК в проведенні молекулярно-цитогене- 

тичного аналізу на різних клітинах в постнатальний і прена­

тальний період.

2. Оптимізувати умови нераміоактивної гібридизації in 

situ (FISH-флюоресцентної in situ гібридизації) для іден­

тифікації індивідуальних хромосом людини в метафазних і 

інтерфазних клітинах людини з викооистанням клонованих са- 

телітних ДНК людини.

3; Оцінити можливість використання ДНК-зондів, спе­

цифічних для хромосом 13, 18, 21, X і 9 людини при прове­

денні .пренатальної і постнатальної ді^ностики за допомогою 

гібридизації нуклеїнових кислот'in situ.

4..Застосувати дані клонованої послідовності для іден- 

.тифікації аберрантних хромосом при основних, соціально знач­

них формах хромосомних хвороб (трисомія 18, 21, аномалії го- 

носом. включаючи мозаїкові форми).

НАУКОВА НОВИЗНА РОБОТИ, Вперше оцінена достовірність не- 

радіоактивної гібридизації in situ для метафазпого та Інтер-
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разного аналізу аномалій каріотипу у людини.

Вперше визначені умови е шористаннг цього нбього, ефек- 

т и е 'іого метода в постнатальній і пренатальній діагностиці 

хромосомних аномалій. Показано, що хромосомоспецмфічні5
ДНК-зонди для центромірних районів хромосом людини (ІЗ, 18, 

21, X і Зі мовна ефективно використовувати для виявлення 

аномалій каріотипу.

Встановлено, що- комплексне - цитогенетичне . молекулярно- 

цитогенетичне дослідження пігвищуять точність медично-гене­

тичного прогнозу. Застосовані методи дозволили виявити ті 

форми хромосомної патології,, які часто залишалиося недіаг- 

востованими (маркерні хромосоми, мозаїцизм з числом аномаль­

них клітин до 20Z).

Для- діагностики мозаїцизму гоносом використане молекуляр- 

но-ціїтогенетичне дослідження інтерфазних ядер.

ПРАКТИЧНА ЦІННІСТЬ РОБОТИ. Використання нерадіоактивного 

варіанта гібридизації in situ присчоршє отримання точного 

цитогенетич^ого діагнози ь 2-3 рази проти методу радіоак­

тивного. Отримані дані дозволили підвицити ефективність і 

точність ранньої пренатальної діагностики хромосомних хвороб 

плоду. Розроблені підходи до більв точної молекулярно-цитс - 

генетичної діагностики, які дозволяють скоротити час 

дослідження і підвищити його ефективність під час вгчо-- 

ристання в роботі медично-генетичних центрів.

' АПРОБАЦІЯ РОБОТИ. Матері?чи дисертації били представлені 

на засіданні відділів МНДІ педіатрі: і дитячої хірургії 

(відділу вроджених і спадкових захворювань у дітей з- пору- 

венням психіки і лабораторії молекулярної цитогенетики нер­

вово-психічних захворювань; лаборатпії цитогенетики Науко­

вого центру психічного здоров.’я РАіІН) (Москва, 1993); І Мів-



народному Симпозиумі "Зльтразвукова «іагностика в перинато- 

логії і гінекології" (Балаклея, 199-33; І з’їзді Російської 

асоціації лікарів 93Д перинаталогіТ і Гінекології СМосква, 

1992); IIW інтернаціональній конференції з ранньої прена­

тальної діагностики (Єрусалим. Ізраїль, 1994).

ПУБЛІКАЦІЇ. На теку дисертації опубліковано 5 робіт. Мо- 

лекулярнс-цитогенетичні дослідження і більша частина постна- 

тальних і пренатальних аналізів зроблені автором.

ЗМІСТ І ОБСЯГ РОБОТИ. Дисертаційна робота викяадена на 

143 стор. маиинописного тексту, складається з вступу, огляду 

літератури, опису матеріалів і методів дослідкення, чо­

тирьох розділів дослідженню з викладанням отриманих резуль­

татів. закінчення, висновків і списка цитованої літератури.

Робота містить 10 таблиць, 11 малюнків.

ПОЛОЖЕННЯ, ЩО ВИНОСЯТЬСЯ НА ЗАХИСТ'. 1. Нолекулярно-цито- 

генетичний аналіз інієрфазних клітинних я д р о , гібридизованих 
in situ, є високодостовірним методом, що дозволяє здійснюва­

ти ефективну діагностику хромисомниХ анеуплоідій і складних 

випадків хромосомного мозаїцизму.

2. Використання комплексного цитигенетичного і моле“уляр- 

но-цитогенетичного аналіза у хворих з високим ризиком хро­

мосомних аномалій дозволяє виявляти носіїв маркерних хро­

мосом і мозаїк з невеликим числом аномальних клітин,

3. Оптимізовані умови флворесцентної гібридизації in situ 

ДНК-зондів для центромірних районів хромосом 18, X і 9 доз­

воляють ьадійно ідентифікувати ці хромосоми в інтерфазних 

клітинах.

4. ДНК-зонди альфа-RI-lS і альфа-ИІ-6 для центромірних 

районів хромосом 13 і 21 дозволявть точно ідентифікуваїи ці 

хромосоми тільки в метафазних ядрах. .

_ 4 -
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ЗМІСТ РОБОТИ

МАТЕРІАЛИ 1 МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ. Виходячи з поставлених 

завдань, основним матеріалом дослідженняя були клітини вор­

син хоріона (КВХ), лімфоцити пуповинної крові, лімфоичти 

периферійної крові. *

Вказаний матеріал був взятий: в групі індивідуумів,.нап­

равлених на цитогенртмчне дослідження по показам, прийнятим 

в клінічній генетиці (І група); в групі вагітних іінок, нап­

равлених на ПД по генетичним показам (II група); в конт­

рольній групі, що складалась із здорових індивідуумів.

Нами було проаналізовано 360 постнатальк <х і 52 прена­

тальних випадків, з них в 38 проводилось комплексне молрку- 

лярно-цитогенетичне-дослідження. Крім того, цитогенетичними 

методами оистекено 50 індивідуумів контрольної групи.

Для кожного'індивідуума, з І і .30 з контрольної групи про­

ведено традиційне цитогенетичне дослідвення з застосування* 

методу культивування лімфоцитів периферійної крові.В II 

групі в- Зі випадку проведений аналіз препаратів виготовлених 

із некультивованих КВХ (Баранов B.C. та ін., 1989), а в 21 

випадку - дослідження пуповинної крові плоду, отриманої з 

допомогою кордоцентеза і дослідженої стандартним методом 

культивування лімфоцитів (Захаров Й.Ф. та ін., 1982). Р 

контролі для II групи, що владається з 20 вагітних, направ­

лених на переривання через особисті мотиви, проведений 

аналіз препаратів, виготовлених із КЕП.

Молекулярно-цитогенетичний аналіз був проведений з вико­

ристанням ДНК-зондів альфа-RI-ie, альфа-РІ-6, альфа-Р1-22, 

pYAM 10-40; pPD18, специфічних для цгнтромірних районів хро­

мосом 13, 21, 18, v і S відповідно . В роботі використовува­

ли метод радіоактивної гібридизації нуклеїнових кислот in



situ (Gal 1 3. £., Pardue M. L., 1971; Chandler М. E., Yunis

П.З., 1978) з модифікаціями, запропонованими Вровиь Ю.5.

(1984) і метод нерадіоактивної гібридизації in situ (Pinkel 

D. et al., 1986). Результати обробляли з допомогою стандарт­

них статистичних методів (Ззкс Л.. 1976).

РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕННЯ 

ЦИТОГЕКЕТИЧНІ ПОСТМТЙЛЬНІ ДОСЛІДЖЕННЯ. Цитогенетичне

обстеження проведене 360 індивідуумам. Серед них хворі з

■первинною аменореєю, недорозвитком вторинних статевих ознак, 

затриманням статевого дозрівання в поєднанні з розумовою 

відсталістю або девіантнош формой поведінки (11,9%); з

підозрою на синдром Вереиевського-Тернера і синдром Клайн- 

фельтера (14,3%); з аномаліями статевого диференціювання в 

дорослих і дітей (2,22); з багатьма вродженими вадами роз­

витку і (або) НЙР (35.32); з мертвонародженням,. з підозрою 

на ту чи інау форму -анеуплоідії (36,12). У 96 (26,62) обсте­

жених виявлені хромосомні аномалії. Хромосомні порушення 

зустрічались у вигляді: 1) численних аномалій аутосом - у

44: 2) численних аномалій гоносом - у г , 3) мозаїкових форм

- у 40; 4) структурних перебудов - у 4: 5) маркерних хро­

мосом - у 1 (табл. 1). В контрольній групі хромосомних ано­

малій не виявлено. Касова частка хромосомних аномалій в

групі ‘з МВПР і (або) МАР склала 55>22; при підозрі на синд-9
ром Тернера і синдром Клайнфельтера - 34,42; в групі з аме­

нореєю - 9,42; при поруненні статевого диференціювання - 12 

від загальної кількості виявлених патологій, що відповідає 

даним, які наводяться в літературі (мал. 1).

З 360 обстелених индивідууміо цитогенетичними методами в 

19 (5,272) випадках було неможливо ідентифікувати гоносоиний

- 6 -



мозаїцизм з незначною часткою аномального клону. Тому в цих 

випадках були застосовані модекуларно-ичтогенетичні методи.

ЦИТОГЕНЕТИЧНІ ПРЕНАТАЛЬНІ ДОСЛІДЖЕННЯ. Використовуючи ме­

тоди отримання '.'прямих" хромосомних препаратів з біоптата 

хоріона і хромосомних препаратів з кільтури лімфоцит5в ntjnoJ 

винної крові плоду, проведене обстеження матеріалу від 52 

вагітних жінок, направлених на ПД з такими генетичними по­

казами: 1J попереднє народження дитини з синдромом Дауна (14 

випадків) або багатьма ВПР (10 випадків); 2) похилий вік 

вагітної жінки (12 випадків); 3) тератогенна дія на плід (9 

випадків); 4) спонтанні аборти на ранніх "ермінах (4 випад­

ки);^) захворюванню. пов’язані з статтю (3 випадки).

В результаті пренатального обстеження 52 вагітних жінок, 

хромосомна патологія в плоду виязлена в 4 випадках і в 2 ви­

падках. обстежених в зв’язку з гемофілією, виявлена чоловіча 

стать плоду. Встановлені слідуючи каріотипи з хромосомн&в 

патологією: 46.ХХ/45.X; 47,ХУ,+21/46,ХЗ и в д е о х  випадках 

47.ХУ.+21. Вагітності, п^и виявленні хромосомних аномалій, 

були перервані і діагнозі» веріфіковані.

Після проведення інвазивних процедур у вагітних жінок 

повідомлена про спонтанні викиди не зареєстровані'. Всі 

вагітності закінчились нормальними пологами, народились діт" 

без будь-якої вродменої Пс.ОЛОГІЇ.

МОЛЕКНЛЯРНО-ЦИТОГРНЕТИЧНІ ПОСТНАТЯЛЬНІ ДОСЛІДЖЕННЯ. Після 

проведення постнатальної цитогенетич-ої діагностики в 19 ви­

падках (1.27Z) не вдалось встановити точний діагноз. З них: 

1 випадок з маркерною додатковою хромосомою; 4 - з анеуп- 

лоїдією аутос-м; 12 - з гоносомним мозаїцизмом: 1 - з поєд­

наною патологією синдрома Тернера і Едвардса; і - з герма- 

фродитизмом (табл. 2J.
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S пацієнта з фенотипними ознаками синдрома Дауна 

досяіджєння з допомогою диференційного пофарбування дозво­

лили Ідентифікувати походження маркерної хромосоми. Після 

прбведення радіоактивної гібридизації in situ з застосуван­

ням хромосомоепецифіч}*ого ДНК-зонду альфа-ЙІ-6 вдалось з'я­

сувати походження маркерної хромосоми, яка була дериватом 

(der) 21 хромосоми. -

З 12 пробандів з підозров на гоносомний мозаїцизм після 

проведення "класичної" цитогенетичнсї діагностики. 8 прове­

дена радіоактивна гібридизація нуклеїнових кі.:лот in situ і 

, 4 - FISH гібридизація.■ 3 них: 4 - з припущеним аномальним

клоном 45,X (синдром Іереиевського-Тернера), 5 - з синдромом 

Клайнфєльтера і 2 - з синдромом трипло-Х. На основі схеми 

аналізе мозаїцизму ц всіх 12 випадках обстенених цитогене- 

тичними методами мовна було виключити аномальний клон, так 

як на 17-23 нормальні клітини чустрічались 1-2 аномальні. 

Проте, враховувчи лрисутність клінічних ознак хромосомної 

хвороби в пацієнтів, а також виявлгння аномальних клітин, 

нами була проведена молекулярно-цитогенетична діагностика. 9 

всіх випадках з гонасомним мозаїцизмои проведений аналіз 

хромосом, як в. метафазних, так і в інтерфазних клітинах. 

Після чого в індивідів з підозрои на трипло-Х в одному ви­

падку діагноз підтвердився (10% аномальних клітин), а в 

інаому. - всі клітини виявились нормальними.
а

При обстеженні пацієнтів з синдромом Тернера і синдромом 

Клайнфег тєра діагнози, встановлені цитогенетичними метода- 

•ми, підтверджені.

Таким чином, з допомогою ДНК'діагностики вдалось підтвер­

дити 11 (91/6Z) припущених діагнозів з 12, направлених на 

молекулярно-цитогенетичну діагностику ~ підозров на гоносом-
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ний мозаїцизм.

З 4 випадків анеуплоідії аутосом в 'дному пипадкм прове­

дена радіоактивна гібридизація in situ, в трьох - FISH 

гібридизація. З них: 3 - з мозаїковою формой синдрома Деуна, 

I - з  синдромом Едвардса. При Застосуванні хроме;омоспе- 

цифічного ДНК-зонду зльфа-іи-22 встановлений діагноз синдро­

ма Едвардса в інтегфазних і метафазних клітинах, причому мо­

заїкова форма з аномальним клоном ЗОЗС. При використанні 

ДНК-зонда, специфічного для хромосом 13 1 21, в метафазних 

клітинах був підтверджений у всіх трьох випадках мозаїковий 

варіант хвороби Даунз.

Комбінуючи цитогенетичний і молекулярно-цитогенет'-'чниґ. 

метод аналіза аномалій хромосом, при використанні двох хро- 

мосомоспецифічних ДНК-зондів альфа-ЯІ-22, pYP.M 10-40, вста­

новлений в одному випадку каріотип 46,ХХ/45,Х/47,XX»+ і8 з 

співвідношенням клонів 50Z/40Z/10Z, а при застосуванні 

ДНК-зонда pPDl8 підтверджений каріотип 46,ХУ/45,Х , причому 

з незначною часткою (122) нормального клона 46,Х9.

Таким чином, з допомогою хромосомоспецифічних ДНК-зондів 

можна проводити ефективну діагностику складних випадків хро­

мосомного мозаїцизму, визначати численні зміни анеуплоідії 

аутосом.

Молекулярно-цитогенетичні методи аналізу каріотипа людини 

і клоновані фрагменти ДНК людини (хромосомоспецифічні 

ДНК-зонди) дозволяють більа точно 1 елективно визначати 

особливості хромосомного набору. Проте, застосування метода 

нерадіоактивної гібридизації in situ усгладнюеться тому, чо 

ДНК-:..шди прі. різноманітних умовах гібридизації козуть міти­

ти окремі гомологічні хромосоми і окремі групи хромосом.

Змінюючи умови проведення нерадіоечтивноі гібридизації in
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situ вдалось встановити, цо ДНК-зонди зльфа-і*І-22, рУЙМ 

10-40, pPD1В специфічні для ценгромірних районів хромосом 

18, X і 9 відповідно при гібридизації в специфічних умовах 

експеримента (гібридизація в суміжі 2xSSC, 502 формамід при 

42 С і відмивка хромосомних препаратів у суміїі O.lxSSC, 50Z 

формамід) дозволяють надійно ідентифікувати хромосоми 18, X 

і У в метафазних і інтерфазних клітинах. Використовуючи 

ДНК-зонди альфа-і*І-18 І альфа-ЙІ-б, специфічні для цент- 

ромірних районів хромосом 13 і 2і, при гібридизації в оп- 

тимізованих умовах експеримента не дозволяють ідентифіку­

вати ці хромосоми р Ь.терфазних ядрах з-за артефактів, 

иов'язаних з асоціаціями акуоцентргічних хромосом в інтерфаз- 

ному ядрі.

Для оцінки можливості використання метода нерадіоактивної 

гібридизації з метою визначання числа хромосом 13, 18, 21, X 

і 9 в інтерфазних клітинах пооаначізува™ 8 зразків пери­

ферійної крсві пацієнтів з нормальним каріотипом.

В досліджуваних . зразках без патології визначали 

співвідноження частот ядер з різноманітним числом сигналів 

нерадіоактивної мітки (габл. З, 4).- Результати досліджень 

статевих хромосом показали, що: 1) б1гъве 96Z ядер в кліти­

нах з каріотипом 46,ХУ містять один сигнал нерадіоактивної 

мітки при використанні ДЙК-зонда рУйИ 10-40 і більие 352 

ядер - містять один сигнал при.використанні ДНК-зонда рРВІЯ; 

2) більме 90Z ядер в клітинах з '-аріотипом 46,XX мають два 

сигнала біотинільованої мітки при використанні ДНК-зонда 

pYftK lft-40, а аналіз жіночого каріотипу з допомогою ДНК-зон-
- V

да pPD18, специфічного для хромосоми У, продемонстрував 

відсутність сигналу в 982 інтерфазних ядер (мал. 2). Таким 

*иноч, інтерфазний аі а н і з з використанням ДНК-зондів рУЙМ



10-40, pPD18, специфічних для центрокірних районів хромосом 

X і 9 відповідно, дозволяє легко розрізняти ЖІНОЧИЙ І 40- 
лизічий каріотип.

Результати аналізу аутосом, отримані при дослі„генні нор­

мальних зразків з допомогов ДНК-з<-'Ндів альфа-Кі-І8, с.льг 

фа-RI-O, альфа-РІ-22, специфічних для центромірних районів 

хромосом 13, 21 і 18 відповідно показали, що: 1) при вико­

ристанні ДНК-зонда альфа-ЯІ-22 в середньому 90Z гібридизова­

них інтерфазних ядер дем-нструють два сигнала біо;инільова- 

ної мітки, - і не більше У/, ядер дають три гібридизаційних 

сигнала; 2) ппи використанні ДНК-зондів альфа-ІИ-18 і аль- 

фа-Rl-O найбільша кількість' інтерфазних клітин містили 4 

сигнала нерадіоактивної мітки, що склало в середньому для 

хромосом/ 13-52,2%; для хромосоми 21-48,4£ (мал. 3). Роз­

поділ ядер з трьома сигналами в нормальних зразках, дозволиз 

зробити висновок про те, що при гібридизації ДНК-зонд аль- 

®a-RI-22 точно ідентифікує хромосоми 18 а інтерфазному ядрі, 

а ДНК-зонди альфа-Р.І-18 і альфа-RJ-G не дозволяють точно 

визначати числа хромосом 13 і 21 в інтерфазному ядрі.

В процесі дослідження можливості використання інтерфазно- 

го аналіза в медичн'й практиці нами булм проаналізовані три 

зразки з аномальним каріотипом. (46,ХХ/47,XX,+ 18; 45,Х/4б,ХУ; 

46,X9/47,XXU) і проведенил порівняльний аналіз частоти роз­

поділу нерадіоактивної мітки в зразках з нормой і патологіє»! 

(мал. 4 (а, б, в)). Проведений статистичний аналіз розподіль 

сигналів нерадіоактивної іітки о інтерфазних ядрах дозволяє 

зробити висновок про те, що аномельні і нормальні каріотипи 

достовірно мпшна розрізнити.

Таким чином, отримані дані свідчать про моїливість прове­

дення діагностики хромосомної па-ології, аналізуючи не тіль
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ки метафазні, але і інт'-рфазні ядра після нерадіоактивної 

гібридизації з хромосомоспецифічними ДНК-зондами рРАМ 10-40, 

pPD18 і альфа-ЯІ-22,

МОЯЕКУЯЗРНО-ЦИТОГЕНЕТИЧНІ ПРЕНАТАЛЬНІ ДОСЛІДІЕНН9. Метод 

флворосцентної гібридизації нуклеїнових кислот (FISH) бує 

застосований пренатально в 1? випадках на • некультивованих 

клітинах ворсин хоріона. На культивованих клітинах лімфо­

цитів пуповинної крові плоду нерадіоактивну гібридизацію ви­

користовували в двох випадках, В результаті мопекулярного 

дослідження з використанням ДНК-зонда рУАЙ 10-40, встановле­

ний каріотип 46.ХХ/45Д, а при використанні ДНК-зонда аль- 

<pa-RI-6 виявлений каріотип 47.ХУ.+21, що повністю підтверди­

ло достовірність “класичного” цитогенетичного дослідження, 

проведеного нами на зразках пуповинної крові. В першому 

спостереженні з синдромом Яережевського-Тернера було прове­

дено, дослідження як-метафазних. так і інтерфазних клітин. 

Встановлено, що результати інтерфазного аналіза повністю 

співпадають з діагнозам, виявлений на метафазних пластинках 

крові плоду.

В двох інших спостереженнях з трисомією по хромосомі 21 

(47,XX,+21; 4б,ХУ/47,Хи,+21), виявлених в некулъгивованих

«арсинах хоріона, проведена гібридизація нуклеїнових кислот 

in situ для евключення або підтвердження мозаїцизма. При 

застосуванні хромосомоспецифічного ДНК-зон^а альфа-йІ-6 на 

метафазних клітинах були підтверджені цитогенетичні діагно­

зи; синдром Дауна в першому випадку і мозаїкова форма 

трисомії ї ї  з аномальним клоном в 302 - в другому.

В 15 зразках з нормальним каріотипом, встановленим в КВХ, 

аолекулярно-цитогенетичне дослідження позводили з метою вик- 

пцчрння покилки в пост вленні діагнозів і для визначення
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надійності пренатальної ідентифікації статі плоду. При 

гібридизації у всіх зразках застосовувались ДНК-з;онди аиь- 

фа-RI-S на метафазних пластинках і рУйМ 10-40 або pPDt8, як 

на метафазних, так і на інтерфазних пластинках. На основі 

інтерфазного аналізу хромосом післ* флюоресцентно! гібриди? 

зації нуклеїнових кі:лот були виявлені 9 плодів чоловічої і

6 жіночої статі. В одному випадку встановлена помилка в 

діагностиці статі цитогенетичним методом. Використання мето­

да флюоресцентно! гібридизації демонструє сувору спе­

цифічність хромосом X, У і підтверджує повну надійність пре­

натальної ідентифікації статі, як на стадії метафази,- так і 

в Інтерфазі.

Таким чином, метод флшоресцентної гібридизації нуклеїно­

вих кислит дозволяє здійснювати діагностику уюмосомної па­

тології Санеуплоідії, мозаїпизма) в пренатальний період на 

стадії йбтафази. При використанні ДНК-зондів, специфічних 

для центромірних районів хромосом X, У - і в інтерфазному 

ядрі. При обстеженні каріотипу методом флюоресцентно!" гібри­

дизації вдається здійснити швидке визначення основних хро­

мосомних хвороб на протязі 2-3 днів піс..я отримання цитоге- 

нетичних препаратів на зідміну від 7-9 днів при використанні 

радіоактивного метиду, що суттєво підвищує ефективніс-ь 

діагностики.

ВИСНОВКЧ

1) Проведено 412 цитогенетичних дослідження у вагітних та 

хворих з підозрою на спадкову патологію. У 100 (24,3%) з них 

ви’яв..йні хромосомні аномалії, уточьення яких було необхідним 

в 38 випадках- мог’килярно-цитогенеті шими методами.

2) Оптимізован' умови флюоресцентно! гібридизації in sl+u
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ДНК-зондів для центромірних районів хромосом 16, X і У. які 

дозволявть надійна ідентифікувати ці хромосоми в інтерфазних 

клітинах при проведенні пост- і пренатальної діагностики.

3) Асоціації акроцентричних хромосом, наявність накладень 

в інтерфазних клітина* і Феномен гетероморфізме гомологічних 

хромосом по змісту центромірних послідовностей ДНК приво­

дить до зменкення числа інформативних ядер, що не дозволяє 

застосовувати ДНК-зонди, специфічні для хромосом 13 і 21 при 

інтерфазному аналізі в постнатальній і пренатальній діаг­

ностиці .

4) Флюоресцентна гібридизація in situ з використанням

ДНК-зондів, загальних для x p o m o c g m  13 і 21, дозволяє ефек­

тивно ідентифікувати ці хромосоми тільки в метафазних кліти­

нах. '

5) Практичне застосування хромосомоспецифічних ДНК- 

зондів, які маркують центромірні райони хромосом 13, 18, 21, 

X і У, дозволяє здійснювати комплексну молелулярно-цитогене- 

тичну діагностику основних хромосомних аномалій у людини, 

пов'язаних з численними порушеннями статевих хромосом і ау­

тосом (синдром Клайнфельтера, синдром Їереяевського-Тернера, 

синдром трипло-Х, синдром іїдвардса, синдром Дауна)'.
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Мал- 1- Питома вага хрон осоннях аномалій в постиатаиьнїй 
діагностиці •L  J  - гермафродитизм “

- а м е н о р е я ;  іЕШ - синдроми Тернера і Кі зйн^ельтера;О  - МВПР і ( або) МАР

Таблиця 1
Результати аналіза хромосомних аномалій в цитогекетичній постнаталь- 
ній діагностиці

В с ь о г о Х р о м о с о м н і  а н о м а л і ї

число
обстеїеюіх
випадків

анеушюідії
аутосом

анеуплоідії 
гоносом ,'

мозс-'кові Істрірстурні Ікаркерні 
випадки !перебудови '.хромосоми 

» •1 t 
» *

ЗБС 44 (12,22) 7 (1,9%)
,

« І » »
40 Ш „ Ш ;  4 (1,1%) ! і (0.3Z)

* . *1 1



Таблицг 2
Результати молєкулярно-цитогенеіичної постнітальної 
діагностики

число
ви­
пад­
ків

Цйтогенетйчна
постнатальна
діагностика

Метод, який 
використовували

Молекулярно-
цитогенетична
діагностика

радіоак. F1SH.

І. 46 ДХ/45 Д + — визначення числа 
аномальних клітин 
902/102

2 . 45 ДХ/45 Д + 8”2/132

3 . 46 ДХ/45. X + - 902/102

4. 46.ХХ/45.Х - + 842/162

5. 46 ДХ/47.XXX + - 902/102

б. 46 ДХ/47 ДХХ - + 46 ДХ

7. 46ДУ/47ДХ9 + - 882/122

8 . 46 ДЗ/47 ДХУ + -- 902/102

9. 45.ХУ/47.Ш - + 872/132

10. 46ДУ/47ДХУ + 802/202

1І. 46.ХЧ/47 ДХУ + - 852/152

12. 4 0 .1 9 /4 7  ,Х П + - 822/ 1*2

13. 46 ДХ/45,Х/47ДХ.+18 - + 502/402/102

14, 46Д9/45Д - + 122/882

15. 46 ДХ/47 ДХ.+18 - ' + 702/302

16. 46 ДХ/47 ДХ.+21 • + - 602/402

17. 46 Д У  /47ДУ.+21 - +■ 252/752

18. 46 ДХ/47 ДХ,+21 - + 80*:'202

19.' 47 ДХ.+шаг ' • ! - der 21

-  16 -
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Та*п*ад З
Сп^відьоиення частот ядер с різним числом сигналів нерадіоактивної 
мітки іти використанні ДНК-зонда pYAM 10-40

N
дос­
ліде

! Число сигналів нерадіоактивної мітки 
Кдпіптип! .... .

: о * і : 2 
• і t

3 4

1.

і і і 

46,XX ! 3(0,6%) ; 30(6,4% ; 438(31,2%) 4(0,8%) 5(1,1%)
2. 46,XX : 7(0,7%) .: 51(5.3%) : 8ббС90,2%) 17(1,8%) 19(2,0%)
3. 46,XX : 4(0,7%) : 43(7,3%) : 532(30,8%) 5(0,9%) 2(0,3%)
'4. 46,XX 1 12(1,0%); 57(4,7%) : 1121(92,8%) 10(0,8%) 8(0,7%)
5. 46,ХУ : 8(1,5%) : 491(96,7%) ! 9(1,8%) - -
6. 46,ХУ : 6(0,7%) : 840(97,2%) і 18(2,1%) -
7. 46,ХУ ; 9(0,9%) ; 1025(97,6%')! 16(1,5%) - -
8. :
__ . .

46,ХУ : 8(0,9%) І 907(97,5%) і 15(1,6%)
» . « * і і і

- -

Таблиця 4
Співвідношення частот ядер з різним числом сигналів 
нерадіоактивної мітки при використанні ДНК-зонда рРВ18

N
дос-
ліда

Каріотип
Число сигналів нерадіоактігної мітки

0 - : і 2

1. 46,XX 423(38,3%) ! 5(1,2%) 2(0,5%)
2. 46,XX 862(98,6%) ! 7(0,8%) 5(0.6%)
3. 46,XX 1237(99,0%) 1 9(0,7%) .4(0,3%)
4. 46,XX 66"(98,4%) : 7(1,0%) 4(0,6%)
5. 46,ХУ • к з , 2%) : 326(95,9%) 3(0,9%)
6. 46,ХУ 16(2.8%) 553(36,2%) 6(1,0%)
7. 46,ХЧ ' 15(2,8%) : 516(96,3%) 5(0,9%)
8.

tV*'-'' «і»
46,ХУ 16(2,3%)

1_ .і
630(97,0%) 5(0,7%)
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Пал- 2- Результати Флуоресцентної гіЄридизації в зразках з 
нормальней кар і отитт-я пни використанні ДНК-зондів рУАИ 10-40 
і pPD18, специфічних до центром і рмих районів хроносои X і U 
відповідно: '- для хрсЛіосшти х; 3 J  - для хроносоня «

Мал- 3- Результати *л»оресцентиої гібстідазаиїї стрн дослід­
женні' зразків з норкальнмн каріотипои з допомого» ЯНК-зондів 
аль«а-П!-18, аль»а-ВІ-22, аль»а-Я1-6, специфічних до центро- 
Н і р ю т  районів хролоеон 13і 18, 21 відповідно:

- для тровосон* ІЗ? __  BSS * ДЛЯ хрОНОСОКИ 18;
• ?| - ДЛЯ ХРОИОСОЯН 21
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М ал- 4 .  Р о з п о д іл  с и г н а л і  н е р а д і о а к т и в н о ї  м іт к и  в  з р а з к а х  э  
н о р м ал ь н и м  і  а н п п а л ь н и и  к а р і о т и п о м :
а )  p e3V .lL  Ті. ги S'TSH г і б р и д и з а ц і ї  б  - р а з к а х  з  к а р іо т и п о м  4 6 , ХЧ і
6 , Х Ч / 4 7 ,XXV ( с п ів в ід н о ш е н н я  к л о н і в  ВО'/,/20'/.) п р и  в и к о р и с т а н н і  
Я Н К -зо н д а  pYAM Ю -_40 , с п е ц и ф іч н о г о  д л я  ц е н т р —н і  р к о г о  рай->на 
х р о м о со м и  У : -  п ри  н о р и  і ;  § g g  -  п р и  п а т о л о г  і  ї ;
б )  р е о в л і іт а т и  F IS H  г і б р и д и з а ц і ї  в  з р а з к а х  з  к а р іо т и п о м  4 6 ,Х 9
і 4 5 ,X / 4 f t ,X 4  ( с п ів в ід н о ш е н н я  к л о н і в  ВВУ./12У,) п р и  в и к о р и с т а н ­
н і  ДНК-'-.ОКДЭ. р Р П ІВ , -Т7<?ЦИ¥ІЧНОГО -л я  ц е н т р о в і  р н о г о  р а й о н а  
х р о н о с о и и  У - jsSS3~ п ри  н о р м і ;  Р*3£ -  п р и  п а т о л о г і ї ?
в >  р е з у л ь т а т и  F T S H r і б р и д и з а ц і ї  в  з р а з к а х  з  K a F і о т в п с а  4 6  ,Х ! і  
4 f t ,Щ ? / 4 7 7Х Х , * 1В < п і - в в і  д н сш ен н я  к л о н in  7 0 Х /3 0 Х )  п р и  в и к о - ч с -  
т а н н і  ’’ Н К -зо н д а  а л ь ф а - П І - 2 2 ,  с п е ц и ф іч н о г о  д л я  д іл я н к и  ц е н т р о -  
м ір н о г о  р а й о н а  х р о м о с о м и  1 8  S

RxN; - при ногяі ; 9 В  ~ ' Ри патолої і .
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В данной работе представлены результати практического 

применения метода нерадиоактивной гибридизации in situ в 

постнатальной и пренатальной диагностике при медико-генети- 

ческом консультировании. Показано, что метод флюоресцентной 

гибридизации нуклеиногих кислот позволяет осуществлять диаг­

ностику хромосомной гатологии (анеуплоидий. мозаицизма) как 

в постнатальный, так и в пренатальный период.

Khristlch fl.' U. Molecular-cytogenetics investigations of 

chroaosoae 'abnoraalities for postnatal and prenatal diagno- 

sis in aedical-genetic consultation. Dissertation on compe­

tition of academic degree of candidate of biological scien­

ces. Speciality 03.00.15"- genetic, Ukrainian Advansed Trai­

ning Institute for Doctors, Kharkov, 1994.

The results of the practical application of non-radioac­

tive hybridization in situ for'postnatal and prenatal diag­

nosis in eedical-genetic consultation неге represented at 

this »ork^ It has been shoiieu, that the «ethod of fluores­

cent hubridisatiori of nuclei acids allots to diagnosticate 

the chromosomal pathology m  postnatal and prenatal period.

Кличові cijBa: молекулярно-цитгенетичні досліднення,

анеуплоідії, хоріо’-ент.ез, кордоцентез, гібридизація нуклеї­

нових кислот in situ, хромосомні аномалії, мозаїцизм.
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