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ВВЕДЕНИЕ 

Актуальность темы исследования 

Метод анализа дифференциально окрашенных хромосом (GTG − G-бэндинг при 

использовании Trypsin-Giemsa) был и остается «золотым стандартом» в диагностике 

хромосомных болезней. Однако при использовании этого метода возможна диагностика 

хромосомных аномалий размером 10 и более миллионов пар нуклеотидов (м.п.н.)  

[Shevell M. et al., 2008].  Такая чувствительность   не позволяет диагностировать 

микроделеции и микродупликации, являющиеся в отдельных случаях причиной 

умственной отсталости, множественных врожденных аномалий и пороков развития. 

Некоторые микроделеционные синдромы  могут быть клинически заподозрены  и 

диагностированы  FISH-методом  с использованием таргетных локус-специфичных 

ДНК-зондов [Knight S. et al., 1999; Ravnan J. et al., 2006]. Но подавляющее большинство 

микрохромосомных перестроек не  выявляются при таком направленном, таргетном, 

подходе. Эффективность диагностики повышается с использованием другого 

высокотехнологичного молекулярно-цитогенетического метода, позволяющего 

провести скрининг всего генома в одной реакции – метод сравнительной геномной  

гибридизации (CGH - Comparative Genomic Hybridization), который обозначают также 

как   молекулярное кариотипирование [Kallioniemi A., 1992, 2008; Nowakowska B., 2008; 

Bartnik M., 2014]. Использование метода молекулярного кариотипирования является 

актуальным не только в диагностике микрохромосомных перестроек, но и в тех случаях, 

когда методом стандартного цитогенетического исследования невозможно 

идентифицировать хромосомную перестройку. 

Помимо  возможности анализа генома в одном эксперименте, преимуществом  

метода молекулярного кариотипирования  является и то, что для проведения анализа не 

требуется наличия живых, делящихся клеток, нет необходимости в приготовлении 

хромосомных препаратов пациента, поэтому анализ  возможно провести на любом 

материале, из которого можно выделить ДНК [Kallioniemi A., 1992; Kallioniemi OP., 

1993]. Это особенно актуально в случаях внутриутробной гибели плода, когда 

использование метода CGH позволяет определять хромосомный дисбаланс при 
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исследовании образцов ДНК, которые можно получить из любой, доступной для 

анализа, ткани плода [Kirchhoff M., 1998; Миньженкова М.Е., 2014]. 

Метод  метафазной CGH  основан на количественном сравнении  результатов 

конкурентной гибридизации двух образцов ДНК, меченых различными флуорохромами   

- ДНК нормального индивидуума (контрольной) и ДНК пациента (опытной)  с  ДНК   на 

хромосомном препарате индивидуума с  нормальным кариотипом [Kallioniemi OP., 

1993, 1994]. При анализе цифрового изображения  хромосом с помощью специальных 

компьютерных программ оценивается соотношение интенсивностей флуоресцентных 

сигналов при гибридизации референсной и опытной ДНК вдоль каждой хромосомы, что 

графически отображается в виде профиля гибридизации. Для оценки профилей 

гибридизации используются установленные фиксированные интервалы. 

Многочисленными исследованиями было показано, что чувствительность выявления 

хромосомных аномалий при использовании фиксированных интервалов  составляет 10-

12 и более м.п.н. и является недостаточной  по сравнению с FISH и даже со стандартным 

анализом кариотипа, что  позволяет применять его лишь при диагностике достаточно 

крупных перестроек [Weiss M., 1999; Nowakowska B., 2008]. Возможности стандартной, 

базовой, компьютерной программы обработки и анализа изображений CGH   

предполагают активацию опции анализа высокого разрешения на основе создания  

собственных стандартных референсных интервалов [Kirchhoff M., 1998, 2000]. Эти 

интервалы  создаются для каждой пары хромосом  и строятся на интегрированных 

результатах анализа изображений  последовательных гибридизаций с мечеными ДНК, 

полученными от индивидуумов с нормальным кариотипом (гибридизация «норма на 

норму»). В результате создается собственная база индивидуальных профилей 

гибридизации для каждой хромосомы, что позволяет автоматически сформировать 

новые, более узкие по сравнению с фиксированными, так называемые, стандартные 

референсные интервалы, индивидуальные для каждой  пары хромосом. Предполагается, 

что проведение анализа высокого разрешения CGH позволит увеличить 

чувствительность и специфичность выявления хромосомных аномалий.  

 

Степень разработанности темы исследования 

Метод CGH, особенно aCGH (Array Comparative Genomic Hybridization − 

микроматричная сравнительная геномная гибридизация)  широко применяется в 
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диагностике геномного дисбаланса во многих странах Европы и Америки, являясь 

скрининговым методом для выявления хромосомных аномалий (ХА) у пациентов с 

умственной отсталостью (УО) и множественными врожденными аномалиями/пороками 

развития   [Gijsbers A., 2009; Bartnik M., 2014]. К сожалению, В Российской Федерации, 

этот метод практически не используется. Имеются отдельные, в основном обзорные, 

сообщения  по использованию метода CGH в клинической цитогенетике [Островерхова 

Н.В., 2002, 2004]. Тем не менее, метод метафазной CGH в силу своих диагностических 

возможностей и экономической целесообразности, мог бы найти широкое применение в 

повседневной цитогенетической практике.  

Проблемам повышения эффективности выявления ХА при использовании метода 

метафазной CGH посвящены только исследования зарубежных авторов.  Особо стоить 

отметить работы Kirchhoff M. с соавторами, которые впервые предложили использовать 

для детекции геномного дисбаланса стандартные референсные интервалы (СтРИ), и 

таким образом, увеличить разрешающую способность метода (HR-CGH − High 

Resolution Comparative Genomic Hybridization − сравнительная геномная гибридизация 

высокого разрешения) [Kirchhoff M., 1998]. В этих исследованиях заложены 

фундаментальные основы по созданию и применению интервалов при анализе HR-CGH 

в онкологии и клинической цитогенетике [Kirchhoff M., 1998, 2000, 2001, 2004]. 

Поэтому, в нашей работе особое внимание уделено активации функции анализа 

высокого разрешеня − HR-CGH и  оценке эффективности выявления хромосомного 

дисбаланса методом метафазной CGH. В Российской Федерации данной теме посвящена 

первая диссертационная работа. 

 

Цель исследования:  

 Основной целью данного исследования явилась оптимизация метода метафазной  

сравнительной геномной гибридизации для проведения анализа высокого разрешения и 

оценка возможностей метафазной CGH в диагностике хромосомного дисбаланса.   
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Задачи исследования: 

 

1. Определить оптимальные условия культивирования лимфоцитов и 

подготовки хромосомных препаратов − стандартизованной «платформы» для 

достижения интенсивной равномерной гибридизации на хромосомах при проведении 

метафазной CGH. 

2. Cформировать собственные стандартные референсные интервалы (СтРИ) 

для проведения HR-CGH на основе анализа результатов серии последовательных 

гибридизаций с мечеными образцами ДНК, полученными от индивидуумов с 

нормальным кариотипом (гибридизация «норма на норму»). 

3. Определить разрешающую способность метафазной HR-CGH при 

исследовании образцов ДНК с хромосомными аномалиями известного размера.  

4. Сравнить эффективность выявления  хромосомных аномалий методом 

метафазной CGH при  использовании для анализа базовых фиксированных интервалов и 

собственных стандартных референсных интервалов. 

5. Провести сравнительный анализ различных методов диагностики 

хромосомных аномалий при репродуктивных потерях и разработать алгоритм 

молекулярно-цитогенетического исследования материала плода с использованием 

метода метафазной CGH для наиболее эффективного выявления геномного дисбаланса 

при внутриутробной гибели плода на ранних этапах эмбриогенеза. 

6. Оценить возможность дополнительного выявления  хромосомного 

дисбаланса при использовании метода HR-CGH в группе пациентов с умственной 

отсталостью, аномалиями развития и нормальным кариотипом, ранее установленным 

при стандартном цитогенетическом исследовании. 

 

Научная новизна и практическая значимость работы 

 

Впервые в РФ в данной работе выполнено активирование опции анализа высокого 

разрешения метафазной сравнительной геномной гибридизации на основе создания 

собственных стандартных референсных интервалов (СтРИ) для программного 

обеспечения LUCIA CGH. Впервые, при проведении сравнительного анализа 

эффективности выявления хромосомного дисбаланса методом CGH при использовании 
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фиксированных интервалов (ФиксИ) и собственных СтРИ, индивидуальных для каждой 

пары хромосом, установлено, что метод  HR-CGH обладает более высокой 

чувствительностью и специфичностью. Впервые в РФ метод  HR-CGH использован для 

диагностики ХА, не выявленных при стандартном цитогенетическом исследовании, у 

пациентов с умственной отсталостью, аномалиями фенотипа и/или врожденными 

пороками развития. Впервые разработан оригинальный алгоритм исследования 

абортивного материала при репродуктивных потерях, позволяющий повысить 

эффективность диагностики геномного дисбаланса у плода. 

 

Методология и методы исследования 

 

Для проведения исследования в работе использованы различные методы 

диагностики хромосомных аномалий. Анализ кариотипа пациентов проводили 

стандартным цитогенетическим методом (GTG-окрашивание). Молекулярно-

цитогенетические исследования выполняли с использованием методов FISH и 

метафазной CGН. Для проведения молекулярного кариотипирования использовали 

молекулярно-генетический метод - aCGH. 

 

Положения, выносимые на защиту 

1. Создание оптимальной «платформы» для CGH как эквивалента матрицы 

является необходимым и ключевым этапом, повышающим качество и эффективность 

метафазной сравнительной геномной гибридизации, позволяющим достигнуть 

стабильных, достоверных результатов исследования.  

2. Анализ высокого разрешения (HR-CGH) с использованием стандартных 

референсных интервалов, созданных на основе собственной базы данных контрольных 

профилей гибридизации,  позволяет диагностировать хромосомный дисбаланс размером 

4 и более м.п.н. 

3. При сравнительной оценке эффективности выявления хромосомного 

дисбаланса методом метафазной CGH на основе  использования базового варианта 

программы и модифицированного варианта с активированной опцией анализа высокого 
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разрешения определено, что HR-CGH с полученными СтРИ является более 

чувствительным и специфичным, чем CGH с установленными ФиксИ. 

4. Метод метафазной CGH позволяет эффективно выявлять хромосомный 

дисбаланс при репродуктивных потерях и у пациентов с умственной отсталостью, 

аномалиями фенотипа и/или врожденными пороками развития. 

 

Личный вклад автора в проведенные исследования 

 

Определение направления работы, цели и задач исследования, оценка результатов 

исследования проводились автором совместно с научным руководителем к.м.н. 

Шиловой Н.В. Автором самостоятельно  изучена отечественная и зарубежная 

литература по теме диссертации и лично написана рукопись настоящей работы. 

Основная часть экспериментальной работы: разработка протокола и осуществление 

исследования по оптимизации протокола хромосомных препаратов – «платформы» для 

проведения метафазной CGH; выполнение и анализ молекулярно-цитогенетических 

исследований (FISH, CGH, HR-CGH); получение и применение собственных СтРИ; 

формирование групп образцов ДНК выполнена автором самостоятельно. Молекулярная 

часть исследования по выделению ДНК из образцов, проведению ник-трансляции и 

гибридизации осуществлена совместно с сотрудниками лаборатории цитогенетики 

ФГБУ «МГНЦ» РАМН. Сбор клинических данных выполнен совместно с 

поликлиническим отделением ФГБУ «МГНЦ» РАМН, врачами-педиатрами Городской 

клинической больницы № 67 им. Ворохобова (г. Москва), врачами-генетиками 

Государственного казенного учреждения здравоохранения г. Москвы «Научно-

практического центра психического здоровья детей и подростков Департамента 

здравоохранения г. Москвы. Проведение aCGH осуществляли сотрудники лаборатории 

«Геномед» (г. Москва).  
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Степень достоверности и апробация результатов работы 

Достоверность полученных результатов подтверждена верификацией данных 

различными диагностическими методами: цитогенетическим − GTG-метод (ревизия 

кариотипа пациентов на уровне 550 бэндов), молекулярно-цитогенетическим − FISH-

исследование с различными ДНК-зондами, молекулярным − aCGH. Результаты работы 

соответствуют данным, представленным в отечественной и зарубежной литературе. 

Изложенные в диссертационном исследовании положения, выводы и рекомендации 

являются достоверными. 

Результаты, отражающие основные этапы диссертационной работы, были 

представлены в виде устных докладов на конференциях молодых ученых: на IX научной 

конференции «Генетика человека и патология: актуальные проблемы современной 

цитогенетики» (г. Томск, 2011 г.); на конкурсе молодых ученых в ФГБУ «МГНЦ» 

РАМН (I место - г. Москва, 2012 г.); в виде стендовых сообщений на 9-й европейской 

цитогенетической конференции ECA (г. Дублин, 2013 г.), а также опубликованы в виде 

тезисов на ежегодных европейских генетических конференциях ESHG  (2012-2014 гг.), и 

на 8-й и 9-й  европейской цитогенетической конференции ECA (2011 г., 2013 г.), на 

конкурсной конференции молодых ученых ФГБУ «МГНЦ» РАМН (г. Москва, 2012 г.). 

Работа апробирована и рекомендована к защите на заседании научного семинара ФГБУ 

«МГНЦ» РАМН 17 сентября 2014 года.  

Публикации 

 

По теме и материалам диссертации опубликованы 22 печатные работы: 11 статей, 

в том числе 7 в рецензируемых научных журналах, рекомендуемых ВАК МОН РФ и 11 

тезисов, 6 из них напечатаны в иностранных источниках. 

 

Структура и объем диссертации 

 

Диссертационная работа изложена на 111 страницах машинописного текста (без 

учета списка литературы), содержит 7 таблиц, 30 иллюстраций и состоит из следующих 
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разделов: оглавление, введение, обзор литературы, материалы и методы исследования, 

результаты и обсуждение, заключение, выводы, применение результатов и научных 

выводов, список условных сокращений, список работ, опубликованных автором по теме 

диссертации, список цитируемой литературы. Библиографический указатель включает 

208 источников до 2014 года включительно, из них 19 отечественных и 189 – 

зарубежных авторов. 

Автор выражает благодарность научному руководителю Шиловой Н.В. за 

личный вклад в диссертационную работу, сотрудникам лаборатории цитогенетики, в 

частности Марковой Ж.Г. и заведующей лаборатории проф. Золотухиной Т.В. Также 

особую признательность автор выражает проф. Коростелеву С.А. и всем 

сотрудникам лаборатории «Геномед». Отдельная благодарность врачам-генетикам 

Государственного казенного учреждения здравоохранения г. Москвы «Научно-

практического центра психического здоровья детей и подростков Департамента 

здравоохранения г. Москвы и лично заведующей отделением Денисенковой Е.В. 
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ГЛАВА 1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

1.1. Хромосомные аномалии. Характеристика, механизмы формирования и их 

клиническая значимость 

 

Цитогенетика человека – один из основополагающих разделов общей генетики, 

поскольку исследования в данной области касаются не только решения 

фундаментальных проблем структурно-функциональной организации генома человека, 

но и активного внедрения новейших методов анализа для медицинской диагностики.  

Большая часть из этих методов направлена на диагностику различных хромосомных 

аномалий (ХА), так как именно они приводят к нарушению  общего генетического 

баланса, той согласованности в работе генов и системности регуляции, которые 

сформировались в процессе эволюции, и провоцируют развитие хромосомных болезней 

[Gardner R., 2012]. В основе формирования хромосомных болезней лежат геномные или 

хромосомные мутации. Эти две группы мутаций объединяют общим термином 

хромосомные аномалии. Общим для всех типов хромосомных болезней является 

преимущественно множественное поражение систем организма, связанное с изменением 

числа копий хромосомного материала. Так как при анеуплоидиях в патологический 

процесс вовлекается огромное количество генов, определение ведущего механизма 

развития заболевания представляется крайне затруднительным. Поэтому патогенез 

хромосомных болезней остается все еще недостаточно изученным. На сегодняшний 

день можно лишь успешно проводить сопоставление клинического фенотипа 

заболевания с цитогенетическими изменениями, то есть конкретизировать фенотип-

генотип корреляцию. 

Изучение эффектов хромосомных аномалий началось в начале 60-х годов XX 

века, вскоре после открытия  хромосомных болезней и продолжается до сих пор. Основа 

формирования клинической картины хромосомного заболевания зависит от сочетания 

следующих главных факторов: 

- особенность вовлеченной в аномалию хромосомы или ее участка 

(специфический набор генов); 

- тип аномалии и определяемый ею эффект дозы (трисомия, моносомия, полная, 

частичная); 



13 
 

- размер недостающего (при частичной моносомии) или избыточного (при 

частичной трисомии) генетического материала; 

- структурные повреждения генов при разрывах хромосом; 

- наличие мозаичности организма по аберрантным клеткам; 

- родительское происхождение ХА при болезнях геномного импринтинга; 

- генотип организма; 

- условия окружающей среды, в которой развивается организм с ХА. 

Хромосомные болезни  занимают одно из ведущих мест в структуре врожденной 

и наследственной патологии человека [Бочков Н.П., 2012].  Главные эффекты ХА 

проявляются в трёх взаимосвязанных клинических вариантах: летальности или 

сокращённой продолжительности жизни, врожденных пороках развития и умственной 

отсталости. Летальный эффект является одним из главных факторов  внутриутробной 

гибели, достаточно высокой у человека.   Так, по данным, представленным Gardner и 

Sutherland (2012), ХА являются причиной ранних доимплантационных потерь 

(клинически нерегистрируемые беременности) предположительно от четверти до 

половины всех  случаев. Частота ХА при спонтанных абортах (распознаваемая 

эмбриональная и плодная беременность на сроке 5 недель и более) составляет примерно 

30%, и варьирует в зависимости от срока беременности. При сроке беременности 8-11 

недель она составляет 50%. На долю младенческой и детской смертности  вследствие 

ХА приходится 5%-7% случаев [Gardner R., 2012].  

Хромосомные аномалии встречаются при врожденных пороках развития с 

частотой 4%-8%. У пациентов со множественными (3 и более)  врожденными пороками 

развития и наличием умственной отсталости частота хромосомных аномалий по 

литературным данным различна, но в среднем колеблется в пределах 5,5% [Hook E., 

1992].  

В группе пациентов с умственной отсталостью ХА наблюдаются с разной 

частотой. Так, умственная отсталость, которая характеризуется снижением 

коэффициента интеллекта или умственного развития  (IQ) до 70, поражает 2% населения 

[Roeleveld N., 1997]. В группе детей с умственной отсталостью (за исключением 

синдрома  ломкой Х-хромосомы) частота ХА варьирует в зависимости от степени 

тяжести и в целом колеблется от 3% до 35%. При IQ менее 20, что соответствует 

тяжелой степени умственной отсталости, ХА наблюдаются с частотой 3%-10%. При 
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наличии средней степени умственной отсталости и уровнем IQ в пределах от 20 до 49, 

частота ХА составляет 12%-35%, и лишь у детей с легкой степенью умственной 

отсталости (IQ 50-69) эти значения не превышают 3% [Leonard H., 2002]. 

Приведенные цифры свидетельствуют о значительном удельном весе 

хромосомной патологии в  группе наследственных и врожденных заболеваний, что 

доказывает актуальность развития диагностических подходов в цитогенетике, а именно, 

усовершенствование существующих методов диагностики хромосомных болезней и 

внедрения новых технологий. Особую роль в эффективной диагностике хромосомных 

болезней играют молекулярно-цитогенетические методы, которые позволяют более 

подробно охарактеризовать этиологию многих уже известных синдромов, и выявить 

ранее не диагностированные хромосомные аномалии [Slavotinek A., 2008; Vissers L., 

2012].  

Применение современных  методов молекулярной цитогенетики при 

исследовании хромосомных болезней открывает новые возможности для создания 

высокоэффективных комплексных подходов в клинической лабораторной диагностике 

хромосомного дисбаланса, который может возникнуть вследствие геномных и 

хромосомных мутаций.  

 

1.1.1  Геномные мутации 

 

Группа аномалий, касающаяся  числовых изменений хромосом, включает 

анеуплоидии и полиплоидии. Они практически всегда клинически значимы и, как 

правило, формируются de novo, вследствие геномных мутаций. Числовые хромосомные 

аномалии являются одними из наиболее частых генетических нарушений. В целом 10% 

всех сперматозоидов и 25% всех ооцитов являются анеуплоидными, что приводит к 

формированию зигот  с ХА [Lamb N., 2005]. Средняя частота числовых хромосомных 

нарушений у новорожденных составляет 1:400 [Schaaf C., 2012]. Примерно 1/6 часть 

клинически регистрируемых беременностей прерывается спонтанно. Около 50% всех 

самопроизвольных абортов в первом триместре беременности вызваны хромосомными 

нарушениями [Eiben B., 1990; Menasha J., 2005]. Эти цифры не включают большое число 

беременностей, которые остаются незарегистрированными, потому что потеря эмбриона 

происходит на ранних этапах, вскоре после оплодотворения.  
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Анеуплоидия является наиболее частой хромосомной патологией. Не менее 5% 

всех клинически регистрируемых беременностей сопровождается трисомией или 

моносомией [Hassold T., 2007].  Большинство анеуплоидий являются причиной 

нарушения внутриутробного развития и часто приводят к гибели плода на ранних этапах 

эмбриогенеза. Однако некоторые из них совместимы с живорождением (трисомии по 

аутосомам 13, 18, 21, половым хромосомам  и моносомия по хромосоме Х). 

Анеуплоидии возникают в результате ошибок сегрегации хромосом в мейозе или 

митозе. К этим ошибкам относятся нерасхождение гомологичных хромосом в первом 

делении или сестринских хроматид во втором делении мейоза, преждевременная 

сегрегация хроматид в первом мейозе и нарушения кроссинговера. Доказано, что более 

90% случаев анеуплоидий являются следствием мейотического нерасхождения  

хромосом у женщин. Риск числовых хромосомных нарушений во многом зависит от 

возраста матери [Lamb N., 2005; Sherman S., 2006]. 

Не только отдельные хромосомы, но и целые хромосомные наборы могут 

отличаться от нормального числа. Полиплоидии являются причиной внутриутробной 

гибели эмбрионов и плодов в 20-25% случаев, большая доля которых приходится на 

триплоидии (17-18%) [Neuber M., 1993;   Lomax B., 2000]. Триплоидии  и тетраплоидии  

в основном наблюдаются в кариотипе плода при проведении пренатальной 

цитогенетической диагностики, так как эти мутации являются летальными и крайне 

редко приводят к живорождению.  

Полиплоидии являются случайными событиями, возникающими вследствие 

различных ошибок в период оплодотворения [Neuber M., 1993]. Основным механизмом 

формирования триплоидии является диспермное оплодотворение. Также триплоидия 

может образоваться в результате слияния гаплоидной и диплоидной гамет. При таком 

механизме диплоидия в гамете может быть следствием нерасхождения целых 

хромосомных наборов в мейозе. Редким механизмом формирования триплоидного 

кариотипа является эндорепликация одного из родительских геномов в зиготе [Neuber 

M., 1993].  

Тетраплоидии возникают вследствие нарушений цитокенеза при дроблении 

бластомеров. Кроме того причиной возникновения тетраплоидии может стать 

оплодотворение двух диплоидных гамет или оплодотворение яйцеклетки тремя 

гаплоидными сперматозоидами. Тетраплоидия – это летальная мутация на 
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организменном, но не на клеточном уровне. Известно, что ряд клеток (гепатоциты,  

кардиомиоциты, клетки эпителия мочевого пузыря и трофобласта плаценты) могут 

иметь не только тетраплоидный хромосомный набор, но и более высокие степени 

полиплоидизации [Бочков, Н.П., 2012]. Тетраплоидия при вариантах кариотипа 

92,XXXX, 92,XXYY, и триплоидия при вариантах кариотипа 69,XYY и 69,XXX 

являются летальными мутациями. 

1.1.2  Роль геномных мутаций в репродуктивных потерях 

Понятие «репродуктивные потери» означает потерю продуктов зачатия на всех 

этапах развития плода в результате самопроизвольного или вынужденного (по 

медицинским и социальным показаниям) прерывания беременности, мертворождения, а 

также смерть детей первого года жизни. Основная доля в репродуктивных потерях 

приходится на спонтанные аборты, которые являются  достаточно гетерогенной группой 

в отношении клинических и морфологических проявлений. В зависимости от тяжести 

этих проявлений всех пренатально погибших эмбрионов/плодов можно разделить на 3 

группы: собственно спонтанные аборты, неразвивающиеся беременности и 

анэмбрионии [Лебедев И.Н., 2001]. Многолетними исследованиями установлено, что 10-

15 %  регистрируемых беременностей останавливаются в развитии на раннем этапе 

эмбриогенеза [Zinaman M., 1996]. Этиология спонтанных абортов многообразна. Они 

могут быть вызваны генетическими (генные, геномные  и хромосомные мутации, 

иммунологическая несовместимость) и средовыми (заболевания матери, химические и 

физические воздействия) факторами [Лазюк Г.И., 1991]. Причиной  ранней остановки 

развития и внутриутробной гибели эмбриона в первом триместре беременности в 50-

60% случаев являются несбалансированные хромосомные аномалиии (ХА) [Баранов 

В.С., 2007; Byrne J.L., 1994].   Диагностика причин невынашивания беременности 

является немаловажной частью обследования семейных пар с неразвивающимися 

беременностями, особенно если такие случаи происходят повторно [Braekeleer M., 1990; 

Daniely A., 1998]. 

Известно, что наиболее частой хромосомной патологией у плода является 

анеуплоидия [Gersen S. L., 2013]. Не менее 5% всех клинически распознаваемых 

беременностей сопровождается трисомией или моносомией [Hassold T., 1993].  

Большинство анеуплоидий являются причиной нарушения внутриутробного развития и 
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часто приводят к гибели плода на ранних этапах эмбриогенеза. Трисомии выявляются 

при кариотипировании неразвивающихся плодов в среднем в 65% случаев [Fritz B., 

2001]. Спектр трисомий, наблюдаемых в материале спонтанных абортусов, отличается 

от такового при развивающихся беременностях и живорождении. Это обусловлено тем, 

большинство числовых ХА приводят к летальным эффектам, и лишь немногие варианты 

числовых и структурных аномалий совместимы с постнатальным развитием организма и 

ведут к хромосомным болезням [Гинтер Е.К., 2003]. Наиболее распространенной 

анеуплоидией, встречающейся при спонтанных абортах является трисомия по 

хромосоме 16. Частота этой хромосомной аномалии составляет  30% от 

диагностируемых трисомий. Так, трисомия по хромосоме 15 встречается с частотой 

7,5%, трисомия по хромосоме 21 − в 10,5% случаев с диагностируемыми трисомиями 

[Davison E., 1990]. Трисомия по хромосомам  2, 18  встречаются с одинаковой частотой 

(4%) и трисомия по хромосоме 22 – 11,4% [Gersen S., 2013]. 

Двойные трисомии наблюдаются в материале спонтанных абортусов гораздо 

реже. По литературным данным частота двойных трисомий, диагностированных при 

замерших беременностях,  варьирует от 0.21 до 2.8% [Reddy K., 1997]. Их 

возникновение связывают с возрастом матери даже чаще, чем трисомию 21. 

Механизмом формирования двойных трисомий является одновременное нерасхождение 

двух или трех хромосом в период митотического деления [Hassold T., 1993].  

Полиплоидии являются причиной внутриутробной гибели эмбрионов и плодов в 

20-25% случаев, большая доля которых приходится на триплоидии (17-18%) [Neuber M., 

1993; Lomax B., 2000]. Триплоидии  и тетраплоидии  в основном наблюдаются в 

кариотипе плода при проведении пренатальной цитогенетической диагностики, так как 

эти мутации являются летальными и крайне редко приводят к живорождению.  

Клинические проявления зависят от родительского происхождения дополнительного 

набора хромосом. В случае материнского происхождения дополнительного 

хромосомного набора можно говорить о дигенической (digynic) триплоидии. Она 

возникает в результате оплодотворения ооцита с диплоидным хромосомным набором 

гаплоидным сперматозоидом. Примерно  70% триплоидий имеют отцовское 

происхождение и являются диандрическими (diandric). Оплодотворение гаплоидного 

ооцита с участием двух мужских пронуклеусов (двойное оплодотворение) является 

наиболее распространенным механизмом формирования триплоидного хромосомного 
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набора. К другим вероятным причинам триплоидии относят оплодотворение ооцита 

диплоидным сперматозоидом, а также аномалии эндорепликации хромосом при первом 

делении зиготы [Neuber M., 1993]. Диандрическая триплоидия клинически проявляется 

образованием частичного пузырного заноса и сопровождается кистозным разрастанием 

плаценты. При наличии двух гаплоидных наборов отцовского происхождения и 

отсутствии материнского набора хромосом образуется полный пузырный занос, 

характеризующийся выраженным разрастанием плаценты с гиперпролиферативными 

изменениями  трофобласта, отсутствием сформированного плода и высоким риском 

малигнизации с образованием хорионэпителиомы [Szulman A., 1984; Benirschke K., 

1995]. Вследствие этого, дифференциальный диагноз является очень важным для 

прогноза развития онкологических осложнений у женщин. Механизм злокачественной 

трансформации полного пузырного заноса проявляется ослаблением геномного 

импринтинга, при котором происходит экспрессия генов, которые обычно 

супрессированы [Ariel I., 1994]. Предполагается также, что различия в фенотипе 

триплоидов материнского или отцовского происхождения связаны с эффектом 

геномного импринтинга [McFadden D., 1993].  

Триплоидии и полные пузырные заносы являются случайными событиями, 

возникающими вследствие различных ошибок в период оплодотворения. Поэтому, 

значительного влияния на риск развития других хромосомных аномалий при 

последующих беременностях не ожидается или является крайне низким [Berkowitz R., 

1994; Sebire N., 2003].  

 

1.1.3  Хромосомные мутации 

 

К группе хромосомных мутаций относят такие нарушения хромосом, при которых 

изменяется их структура. Различают внутрихромосомные и межхромосомные 

перестройки. К внутрихромосомным перестройкам относятся делеции, дупликации, 

инверсии, кольцевые хромосомы и изохромосомы. К межхромосомным перестройкам 

относятся транслокации и инсерции. Все виды ХА могут быть как унаследованными от 

родителей, так и возникать de novo. Структурные ХА встречаются в популяции реже, 

чем числовые нарушения, с частотой 1 на 375 новорожденных [Schaaf C., 2012]. 

Причиной их возникновения являются разрывы сахаро-фосфатных связей в молекуле 
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ДНК при повреждении одной или нескольких хромосом. Часто хромосомные разрывы 

возникают спонтанно. Однако повреждения хромосом могут быть спровоцированы 

определенными факторами: ионизирующее излучение, вирусные инфекции и различные 

химические вещества.  

Идентификация геномного дисбаланса является существенным этапом 

обследования пациентов с ВПР, умственной отсталостью, а также с репродуктивными 

проблемами и отягощенным анамнезом. Только знание структуры хромосомной 

перестройки, позволяет уточнить механизм ее возникновения и качественно повысить 

генетический прогноз в  семье индивидуума с аномалией физического, психического 

либо полового развития. Определение степени генетического риска, тяжести 

медицинских и социальных последствий предполагаемой аномалии предоставляет 

возможность составления корректной тактики профилактических мероприятий по 

предупреждению рождения больного ребенка.  

Несмотря на то, что подавляющее число ХА возникает спорадически, появляясь в 

гаметах здоровых родителей de novo, часть хромосомных мутаций относится к группе 

унаследованных. В таком случае хромосомная перестройка уже имеется в половых 

клетках одного из родителей, что обусловливает нарушение кроссинговера в мейозе I, 

приводит к формированию несбалансированных гамет и зачастую является причиной 

бесплодия, спонтанных абортов и рождения ребенка с несбалансированной ХА [Schaaf 

C., 2012]. Таким образом, качественная и полная диагностика хромосомного 

заболевания, включающая тип мутации, вовлеченную хромосому, размер хромосомного 

дисбаланса, частота в родословной позволяет корректно проводить медико-генетическое 

консультирование. Все эти данные помогают определить риски повторного 

возникновения заболевания в семье и оценить перспективы применения и 

эффективность методов пренатальной диагностики.   

Клинические проявления хромосомного дисбаланса в значительной степени 

зависят от размера соответствующего участка аберрантной хромосомы и изменения 

числа копий определенных районов хромосом [Бочков Н.П., 2012]. В зависимости от 

расположения и точек разрывов теряется различное количество разных генов или 

нарушается их функционирование, что обусловливает фенотипический эффект при ХА. 

Делеции и дупликации определенных участков хромосом размером менее 5 м.п.н. 

являются микрохромосомными перестройками. Большинство синдромов из этой группы 
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ранее были известны, как доминантные заболевания, обусловленные точечными 

мутациями генов. Однако с внедрением молекулярно-цитогенетических методов 

высокого разрешения, таких как FISH и CGH, появилась возможность 

идентифицировать такие делеции и дупликации. Эти технологии позволили не только 

увеличить спектр микроделеционных и микродупликационных синдромов, но и 

получить объективные данные о генотип-фенотип корреляции у пациентов с 

микроструктурными перестройками хромосом [Shaeffer L., 2007; Slavotinek A.M., 2008]. 

Большинство микроделеционных/микродупликационных синдромов встречаются 

в популяции довольно редко (1:50000-1:100000 новорожденных) [Lupski J., 2006; Vissers 

L., 2012]. Эти аномалии представлены в основном очень мелкими интерстициальными 

или терминальными делециями. Они наблюдаются в популяции чаще, чем дупликации и 

сопровождаются различными фенотипическими и клиническими проявлениями. Многие 

из них имеют четко выраженную клиническую картину, что позволяет заподозрить 

синдромальную форму (синдром Сотоса, Прадера-Вилли, Ангельмана, ДиДжорджи и 

др.). В таких случаях диагноз может быть поставлен при проведении FISH с 

использованием соответствующих ДНК-зондов. Тем не менее, большинство 

хромосомных микроперестроек проявляется достаточно широким и разнообразным 

спектром клинических проявлений, что составляет определенную трудность  их 

диагностики. В некоторых случаях появление микрохромосомных перестроек может 

быть результатом скрытых (criptic) несбалансированных транслокаций [Kirchhoff M., 

2000; Riegel M., 2001; Rio M., 2002; Nowakowska B., 2008].  

С внедрением в диагностику высокоразрешающих молекулярно-цитогенетических 

методов исследования были выявлены новые микрохромосомные аномалии [Vissers L., 

2012]. Известно, что крупные структурные перестройки хромосом приводят к 

возникновению хромосомных болезней. Новые методы диагностики позволили выявить 

микрохромосомные аномалии и сформировать группу, так называемых, геномных 

болезней. Геномные болезни (Genomic disorders) – это такие  состояния перестроек в 

геноме, при которых клинический фенотип является следствием аномальной дозы генов 

или нарушения регуляции одного или более генов [Lupski J., 1998]. Чаще всего это 

интерстициальные хромосомные делеции, которые затрагивают несколько генов [Shaffer 

L., 2001]. В 1986 г. Schmickel впервые ввел термин «смежные генные синдромы» 

(contiguous gene syndromes – CGS) для описания болезней, возникающих в результате 
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микроделеций участка хромосомы [Schmickel R., 1986]. К смежным генным синдромам 

традиционно относятся любые микрохромосомные аномалии: и перестройки, 

возникающие в результате неаллельной рекомбинации гомологичных хромосом 

(Nonallelic homologous recombination – NAHR) и аберрации, происходящие случайно в 

любой области генома. Типичными примерами таких заболеваний являются синдромы 

Прадера-Вилли (del 15q11-q13), Смит-Магенис (del 17p11.2) и Потоки-Лупски (dup 

17p11.2), синдромы Миллера-Дикера (del 17p13.3) и дупликации 17p13.3. В течение 

последнего десятилетия стало очевидно, что молекулярно-генетические механизмы этих 

заболеваний возникают вследствие геномных перестроек, а не точковых мутаций 

отдельных генов [Shaffer L., 2001; Gu W., 2008].  

В результате, формирование клинической картины связано или с 

гаплонедостаточностью всех генов в районе делеции, или с гаплонедостаточностью 

только некоторых генов, затрагиваемых делецией, и даже одного из делетированнных 

генов [Budarf M., 1997]. По сравнению, например, с точковыми мутациями, 

микрохромосомные аномалии часто затрагивают большее число генов. Такие 

дисбалансы приводят к изменению дозы генов, экспрессируемых в соответствующем 

хромосомном сегменте, что приводит к вариабельности клинических проявлений. 

Микрохромосомный дисбаланс, затрагивающий несколько генных локусов, приводит к 

формированию смежных генных синдромов [Stankiewicz P., 2002].  

Наиболее распространенным механизмом формирования микрохромосомных 

перестроек является неаллельная рекомбинация гомологичных хромосом (NAHR). 

Обмен генетическим материалом  между сестринскими хроматидами гомологичных 

хромосом (кроссинговер) - нормальное явление, наблюдаемое в соматических и 

половых клетках. Этот тип обмена обеспечивает смешивание пулов генов и являются 

обязательными для нормального деления клеток. Обмен между неаллельными районами 

хромосом может приводить к структурным хромосомным перестройкам. Вследствие 

того, что поломки хромосом теоретически могут произойти в любом месте генома 

человека и вовлеченная хромосома(ы) может рекомбинировать бесчисленное 

количество раз, число потенциальных перестроек может быть огромным. На практике, 

однако, перестройки встречаются в основном в определенных участках генома, которые 

наиболее восприимчивы  к разрывам и повреждениям, чем другие.  Структура генома 

человека организована таким образом, что восприимчивость  к повреждениям 
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изначально существует в определенных районах хромосом человека, так называемых 

«горячих точках». Было установлено, что геномные районы, в которых наиболее часто 

встречаются микроперестройки, связанные с известными хромосомными синдромами, 

характеризуются наличием хромосомо-специфичных, низкокопийных повторов ДНК 

(Low-Copy Repeates – LCRs) или сегментных дупликаций генома. Многочисленными 

исследованиями было доказано, что многие перестройки происходят вследствие 

рекомбинации между неаллельными областями  гомологичных хромосом. В последнее 

время стала проясняться роль LCRs в формировании структурных перестроек – они 

являются субстратом для этих событий рекомбинации [Lupski J., 1998].  

Район-специфичные  низкокопийные повторы представлены блоками ДНК 

размером 10-200 т.п.н. с высокой степенью (≥97%) идентичности нуклеотидных 

последовательностей [Emanuel B., 2001]. Сегментные дупликации могут содержать 

гены, фрагменты генов, псевдогены, эндогенные ретровирусные последовательности 

или другие аналогичные фрагменты. Кроме того, они могут содержать набор генов и в 

таком случае представлять кластеры генных повторов [Stankiewicz P., 2002]. В отличие 

от других повторов LCRs располагаются преимущественно в прицентромерных и в 

меньшей степени в субтеломерных районах хромосом [Eichler E., 1999].  

Группа  микроделеционных синдромов, возникающих вследствие потери 

субтеломерных районов хромосом, является обособленной и определяется как 

субтеломерные делеции. Некоторые терминальные делеции, захватывающие 

субтеломерные районы хромосом,  приводят к формированию определенного фенотипа 

(4p- синдром Вольфа-Хиршхорна, 5p- синдром «кошачьего крика», и другие), что 

позволяет клиницисту заподозрить диагноз и подтвердить его таргетным FISH-анализом 

[Martin C., 2007]. Однако большинство субтеломерных микроделеций сопровождаются 

гетерогенными клиническими проявлениями, так как субтеломерные районы хромосом 

чрезвычайно богаты генами [Knight S., 1997; De Vries B., 2001].  

Данные о частоте выявления этого типа перестроек в немногочисленных 

исследованиях существенно разнятся и варьируют от 1 до 35% со средней частотой 5% 

(Таблица 1).  
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Таблица 1. Исследование субтеломерных перестроек у пациентов с 

идиопатической умственной отсталостью [De Vries B., 2003]. 

 

Примечание: Микросателлитный анализ – семейный анализ полиморфизма микро- и 

минисателлитных повторяющихся последовательностей ДНК. 

FISH – скрининг на субтеломерные районы хромосом с использованием 

соответствующих ДНК-зондов. 

 

Такой разброс во многом обусловлен клиническими критериями, по  которым 

формируются группы обследуемых пациентов и методами их исследования. На 

основании общих особенностей, наблюдаемых при субтеломерных микроперестройках, 

De Vries с соавторами был сформирован так называемый «checklist» − список критериев 

отбора пациентов для исследования субтеломерных районов хромосом [De Vries B., 

2001]. Эти критерии следующие:  

- повторные (неоднократные) случаи умственной отсталости в семье;  

- внутриутробная задержка развития плода;  

- постнатальные аномалии развития;  
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- две или более лицевые аномалии;  

- наличие одной и более стигм дисэмбриогенеза, помимо лицевых и/или врожденных 

пороков развития.  

Благодаря такому подходу и современным методам диагностики высокого 

разрешения в настоящее время описано несколько хромосомных синдромов, 

обусловленных аномалиями субтеломерных районов практически каждой хромосомы 

человека (1р36, 2q37, 4p16, 7q36, 11q23 и др.) [De Vries B., 2003; Lese M., 2007]. 

Несмотря на широкое разнообразие клинических проявлений, облигатным 

признаком у пациентов с субтеломерными перестройками, впрочем, как и у пациентов с 

интерстициальными микроделециями/микродупликациями, является умственная 

отсталость средней и тяжелой степени выраженности [De Vries B., 2003; Shaffer L., 2007; 

Nowakowska B., 2008]. 

 

1.1.4  Роль хромосомных мутаций в этиологии умственной отсталости 

Задержка умственного развития – умственная отсталость, определяется как 

значительное ограничение интеллектуальной функции и адаптивного поведения у детей 

в возрасте до 18 лет [Luckasson R., 2002]. Это комплексное заболевание проявляется 

замедленным развитием основных моторных и языковых навыков в детстве и приводит 

к существенному снижению общего интеллектуального потенциала во взрослом 

возрасте. Продолжительность течения на протяжении всей жизни и отсутствие 

симптоматического и патогенетического лечения УО подчеркивает значимость 

диагностики данного заболевания, актуальность выявления причин его возникновения и 

профилактики повторного возникновения в семье.  

Термин «умственная отсталость» стал общепринятым в мировом медицинском 

сообществе в течение последних двух  десятилетий, заменив термин «олигофрения», 

который длительное время использовался в нашей и некоторых других странах 

[Сухотина Н.К., 2006]. Как указывалось ранее, умственная отсталость характеризуется 

выраженным снижением интеллектуальных способностей по сравнению со средними, 

что часто выражается как коэффициент интеллекта IQ < 70.  

Распространенность умственной отсталости оценивается  в 2-3% от общей 

численности населения [Leonard H., 2002]. Частота недоразвития интеллектуальных 
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способностей у детей в нашей стране составляет 1-1,2% [Сухотина Н.К. , 2006]. По 

степени интеллектуального дефекта все случаи умственной отсталости делятся на 

группы в соответствии с МКБ-10 (Международная классификация болезней 10-го 

пересмотра) [http://www.mkb10.com]. По этой классификации умственную отсталость 

кодируют в рубрике F70 в зависимости от выраженности интеллектуальной 

недостаточности. В качестве первого диагностического ориентира используют общий 

интеллектуальный показатель, определяемый с помощью методики Векслера. Приняты 

следующие показатели IQ для оценки степени умственной отсталости: 

F70 Умственная отсталость легкой степени. Ориентировочный IQ составляет 50-69.  

F71 Умственная отсталость умеренная. Ориентировочный IQ колеблется от 35 до 49. 

F72 Умственная отсталость тяжелая. Ориентировочный IQ колеблется от 20 до 34. 

F73 Умственная отсталость глубокая. Ориентировочный IQ ниже 20.  

В Российской Федерации среди всех случаев дефектов интеллектуальной 

способности и познавательной деятельности легкая степень УО составляет 70-80%, 

выраженная УО – 20-25% , а глубокое слабоумие − около 5 % [Михейкина О.В., 2012]. 

В целом, этиология умственной отсталости очень неоднородна и более чем в 

половине всех случаев причины УО остаются неизвестны [Bernardini L., 2010). Дефекты 

развития познавательной сферы чрезвычайно гетерогенны по происхождению. 

Соответственно могут существовать многочисленные разнообразные механизмы, 

нарушающие формирование и развитие мозга. Современные исследования в области 

этиологии умственной отсталости свидетельствуют о  том, что ведущая роль в 

происхождении умственной отсталости принадлежит генетическим факторам [Chelly J., 

2006; Raymond F., 2006]. Многочисленными и разнообразными изменениями генома 

обусловлено примерно ¾ всех случаев умственной отсталости. Тем не менее, 

наследственные формы умственной отсталости главным образом обусловлены генными 

мутациями, а на долю хромосомных аномалий приходится примерно 3% всех случаев 

[Chelly J., 2006; Stankiewicz P., 2007].  

Степень УО является важным индикатором хромосомных болезней: так 

называемый «хромосомный» фенотип, который, как известно, наблюдается в случаях 

крупных аберраций хромосом, часто характеризуется средне-тяжелой степенью УО, 

ассоциированной  с одной или более аномалиями развития, включая пороки развития 

внутренних органов [Nowakovska B., 2008]. Хромосомные аномалии отмечаются 
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примерно в 20-30% случаев у индивидуумов с тяжелой и средней степенью УО 

[Raynham H., 1996; Ranvan J., 2006] и только в 3% случаев у пациентов с легкими 

степенями УО [Sagoo G., 2009].  

Как указывалось ранее, несмотря на то, что структурные перестройки хромосом 

сопровождаются значительной вариабельностью клинической картины, одним из 

основных клинических проявлений геномного дисбаланса у пациентов является 

умственная отсталость. Нередко причиной УО являются хромосомные 

микроперестройки, приводящие к частичным анеуплоидиями и  изменяющие дозу и, 

соответственно, уровень экспрессии генов. С появлением высокоразрешающих 

молекулярно-цитогенетических методов исследования, таких как FISH и CGH стало 

возможным определение цитогенетической природы патологических состояний, 

сопровождающихся УО различной степени и множественными пороками развития 

[Rauch A., 2006].  Использование этих методов позволило повысить эффективность 

выявления субмикроскопических хромосомных аномалий у пациентов с УО и 

нормальным кариотипом после стандартного цитогенетического исследования на 5-20% 

[Liang J., 2008; Paciorkowski A., 2009]. Также это способствовало открытию нескольких 

новых синдромов, обусловленных микрохромосомными аномалиями [Shaffer L., 2007; 

Shevell M., 2008; Slavotinek A., 2008]. Более того, определенное число случаев с УО, 

которые еще недавно считались идиопатическими состояниями, сейчас 

классифицируются как синдромальные формы [Li M., 2009].  

Определение основного этиологического фактора того или иного заболевания 

является ключевым моментом диагностики, поскольку позволяет корректно проводить 

медико-генетическое консультирование семей, касающееся прогноза и оценки 

генетического риска. 

 

1.2 Методы диагностики хромосомных аномалий 

Весомый вклад хромосомных аномалий в летальность и наследственную 

патологию человека обусловливает актуальность развития диагностических технологий 

в области цитогенетики. «Золотым стандартом» диагностики ХА считается стандартное 

цитогенетическое исследование кариотипа. Этот метод позволяет идентифицировать 

большинство хромосомных перестроек генома и наиболее часто используется в 
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цитогенетических лабораториях. Между тем, обширный спектр числовых и 

структурных аномалий хромосом, ведущих к возникновению хромосомных болезней, 

требует применения разнообразных методов их детекции.  В последние десятилетия 

цитогенетика человека активно развивалась, что привело к  появлению новых 

диагностических подходов по выявлению геномного дисбаланса. Кроме стандартного 

цитогенетического метода, где объектом исследования служат метафазные хромосомы, 

в настоящее время активно используют молекулярно-цитогенетические и молекулярно-

генетические технологии, которые не требуют приготовления хромосомных препаратов, 

а объектом исследования является хроматин интерфазных ядер или даже геномная ДНК, 

что позволяет проводить исследование генома на любых тканях и любом материале, в 

том числе и архивном. 

  

1.2.1 Стандартное цитогенетическое исследование 

Как и развитие любой отрасли науки, развитие цитогенетики человека 

неразрывно связано с разработкой новых методов исследования. Так, в 1956 году Tjio и 

Levan опубликовали ряд работ, в которых впервые были описаны метафазные 

хромосомы и их морфологические характеристики [Tjio J., 1956]. Использование в 

приготовлении хромосомных препаратов гипотонического раствора позволило получить 

хороший разброс метафазных хромосом и окончательно установить модальное число 

хромосом у человека. Это открытие стимулировало интенсивное развитие цитогенетики, 

появились первые описания хромосомной патологии у человека, образовался раздел, 

изучающий хромосомные болезни – медицинская цитогенетика.  

В 1970 году Касперсоном была открыта дифференциальная окраска хромосом (Q-

окраска) [Caspersson T., 1970]. Эта методика позволила четко идентифицировать в 

метафазе все хромосомы и составить для каждой из них карту линейной 

неоднородности. Вскоре было предложено еще несколько методов дифференциального 

окрашивания хромосом (G-окраска, R-окраска, C-окраска и др.). Вся полученная 

информация о хромосомах требовала систематизации, поэтому была разработана первая 

номенклатура хромосом человека – «An International System for Human Cytogenetic 

Nomenclature (1978)» (ISCN). В 1981 году Юнис получил удлиненные хромосомы на 

стадии прометафазы, позволившие значительно повысить разрешающую способность 
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цитогенетического анализа, существенно улучшить диагностику тонких хромосомных 

нарушений и идентифицировать ряд новых синдромов, связанных с микроструктурными 

перестройками отдельных участков хромосом [Yunis J., 1981].  

Несомненно, первым этапом проведения цитогенетической диагностики был и 

остается стандартный анализ кариотипа. Дифференциальное окрашивание хромосом 

(GTG – G-bands by Trypsin using Giemsa) позволяет выявлять широкий спектр как 

числовых, так и  структурных аномалий хромосом [Seabright M., 1971]. Однако, 

использования в современных цитогенетических лабораториях исключительно одного 

этого метода диагностики недостаточно, так как он имеет ряд существенных 

ограничений. Одним из таких ограничений является невысокая разрешающая 

способность световой микроскопии (в среднем 300-400 бэндов), что соответствует 

приблизительно 10 м.п.н. Следовательно, хромосомные аномалии размером менее 10 

м.п.н. не могут быть выявлены при стандартном цитогенетическом исследовании 

[Menten B., 2006; Gijsbers A., 2009]. Существует возможность повысить разрешение до 

уровня 850 бэндов при  анализе менее конденсированных, прометафазных хромосом. 

Такая степень конденсации может быть достигнута двумя путями. Первый подход 

основывается на ингибировании конденсации хромосом различными агентами, 

например бромистым этидием или актиномицином D [Ikeuchi T., 1984]. Второй связан с 

синхронизацией клеточных культур [Yunis J., 1981; Ronne M., 1990]. Цитогенетический 

анализ прометафазных хромосом обеспечивает возможность диагностики ряда 

микроделеционных и микродупликационных синдромов. Впрочем, это довольно 

кропотливое исследование не нашло широкого применения в области цитогенетической 

диагностики микрохромосомных аномалий. 

Невысокая разрешающая способность является не единственным ограничением 

стандартного цитогенетического метода исследования. Для успешного анализа 

хромосомных препаратов необходимо достаточное число  метафазных пластинок с 

хорошей морфологией. Между тем, многие виды тканей, используемых для 

приготовления хромосомных препаратов, не обладают высокой пролиферативной 

(клетки солидных опухолей) или митотической (клетки абортного хориона при 

неразвивающихся беременностях) активностью. В случае неудовлетворительных 

результатов стандартного цитогенетического исследования, когда оно является 



29 
 

неинформативным, требуется использование дополнительных молекулярно-

цитогенетических методов диагностики. 

Еще одной проблемой цитогенетической диагностики является хромосомный 

мозаицизм – наличие в организме двух или более клонов клеток с различным 

хромосомным набором. При стандартном анализе метафазных пластинок 

низкоуровневый мозаицизм, когда минорный клон составляет менее 10% от всех 

проанализированных клеток, может быть не выявлен. А скрытый мозаицизм (менее 5%) 

вообще невозможно диагностировать при стандартном кариотипировании. Более того, 

существует тканеспецифичный мозаицизм, диагностика которого требует 

приготовления препаратов из других типов клеток, недоступных для культивирования и 

проведения метафазного анализа [Гинтер Е.К., 2009].  

Несомненно, стандартные методы классической медицинской цитогенетики, 

основанные на анализе морфологии дифференциально окрашенных хромосом, являются 

главным инструментом в изучении кариотипа человека и в диагностике хромосомных 

болезней. Именно с помощью этих методов выявляется основная доля всех аномалий 

кариотипа в пре- и постнатальной цитогенетической диагностике, устанавливается 

баланс или дисбаланс хромосомного материала у пациентов, определяются точки 

разрывов хромосом при аберрациях. Однако при анализе сложных случаев 

хромосомных перестроек, особенно возникших de novo, наличии микроструктурных 

аномалий или низкоуровневых мозаичных клонов клеток стандартные методы  

достигают пределов своих разрешающих возможностей. Эти проблемы стали 

преодолимы с появлением молекулярно-цитогенетических методов исследования 

хромосомной патологии человека, в частности, метода  гибридизации in situ. 

 

1.2.2 Флуоресцентная in situ гибридизация – Fluorescence In Situ Hybridization (FISH) 

Все современные методы молекулярной цитогенетики основываются на принципе 

гибридизации нуклеиновых кислот in situ [Kjeldsen E., 2002; Levsky J., 2003]. Реакция 

гибридизации происходит при комплементарном связывании ДНК-последовательностей 

зонда с ДНК-последовательностями мишени в метафазных хромосомах или 

интерфазных клетках и включает три основных этапа:  
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1) денатурация двухцепочечной ДНК зонда и ДНК мишени до одноцепочечных 

под воздействием высокой температуры или химических агентов; 

2) гибридизация ДНК зонда с ДНК мишени по принципу комплементарности с 

образованием двухцепочечной гибридной молекулы;  

3) постгибридизационная отмывка и контрокрашивание клеточной ДНК 

комплементарным красителем (обычно DAPI или йодистым пропидием).   

  В основном, это стандартные процедуры, которые описаны во многих 

методических пособиях [Russel K., 2004], а при использовании коммерческих зондов − в 

протоколах фирм-производителей. 

В клинической цитогенетике наиболее часто используются ДНК-зонды, 

созданные при мечении различных фрагментов ДНК. Флуоресцентное мечение 

сателлитной ДНК используют для получения центромероспецифичных ДНК-зондов, 

которые, как правило, применяют для выявления числовых ХА [Eiben B., 1999]. 

Высокоповторяющиеся последовательности такой ДНК  дают  яркий и четкий 

гибридизационный сигнал, что позволяет проводить анализ количества флуоресцентных 

сигналов не только  в метафазных пластинках, но и в интерфазных  ядрах. Кроме того, 

FISH-анализ интерфазных ядер с сателлитными ДНК-зондами представляется 

целесообразным для выявления низкоуровневого  и скрытого  мозаицизма [Wictor A., 

2004]. 

Клонированные уникальные последовательности ДНК отдельных хромосомных  

районов используют для получения локус-специфичных ДНК-зондов, которые 

применяют для диагностики синдромов, связанных с микроделециями и 

микродупликациями, а также с целью картирования генов. Среди этого типа зондов 

следует отдельно выделить теломерные и субтеломерные ДНК-зонды, которые 

получают при мечении последовательностей ДНК, комплементарных повторяющимся 

теломерным и уникальным субтеломерным последовательностям. Они особенно 

актуальны в диагностике хромосомного дисбаланса у пациентов с идиопатической 

умственной отсталостью и МВПР [Joyce C., 2001; Flint J., 2003; Ravnan J., 2006]. 

Цельнохромосомные ДНК-зонды, окрашивающие хромосому по всей длине 

используют для идентификации целых хромосом и их фрагментов, для диагностики 

сложных транслокаций, инсерций, сверхчисленных маркерных хромосом, 

преимущественно в онко- и клинической цитогенетике [Varella-Garcia M., 2003]. 
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Благодаря стремительному развитию компьютерных технологий в области 

медицины и, в частности цитогенетики, появилась возможность цифровой записи 

микроскопических изображений и их компьютерной обработки. Таким образом, были 

созданы принципиально новые подходы к визуализации и идентификации 

хромосомного материала [Spreicher M., 1996; Chudoba I., 1999]. Параллельное развитие 

методов in situ гибридизации, создание разнообразных ДНК-зондов с одной стороны и 

совершенствование эпифлуоресцентной микроскопии, разработка новых способов 

компьютерного анализа (цифровой записи и компьютерной обработки) 

микроизображений с другой − привели к появлению новых многоцветных молекулярно-

цитогенетических технологий FISH.  

В основе многоцветной FISH лежит комбинаторное мечение, при котором ДНК-

зонд метится не одним флуорохромом, а их комбинацией и последующая регистрация 

интенсивности свечения каждого отдельного  флуорохрома для всех точек изображения 

позволяет перевести различные комбинации флуорохромов в псевдоцвета, 

индивидуальные для каждой хромосомы [Chudoba I., 1999]. 

В 1996 г. на основе этого принципа появились две многоцветные технологии  − 

mFISH (multiciolour FISH) и SKY (Spectral Karyotyping). Для анализа mFISH используют 

флуоресцентные светофильтры со спектральными характеристиками, 

соответствующими определенным флуорохромам. Обработка полученных цифровых 

изображений происходит при  помощи специального программного обеспечения, 

которое переводит информацию об интенсивности сигналов флуорохромов в каждой 

точке изображения в псевдоцвета. Альтернативным решением является техника  SKY, 

при которой захват изображения осуществляется при помощи интерферометра, 

позволяющего зарегистрировать интенсивность флуоресцентных сигналов 

одновременно для каждой точки изображения. В отличие от  mFISH, спектральное 

кариотипирование позволяет использовать флуорохромы с перекрывающимися 

спектрами флуоресценции.  

 Многоцветная FISH, описанная выше, не позволяет идентифицировать 

внутрихромосомные перестройки, поэтому развитие  данной технологии было 

направлено на разработку «многоцветных» ДНК-зондов, специфичных к сегментам 

хромосом. В 1999 г. сотрудники «Института генетики человека» г. Йены при участии 

фирмы «MetaSystems» создали комплект микродиссекционных ДНК-зондов − mBAND 
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(Multi Colour Banding), который позволяет проводить детальное исследование отдельной 

хромосомы [Chudoba I., 1999]. В основе метода  также лежит принцип комбинаторного 

мечения, однако при цифровой регистрации и компьютерной обработке изображения 

происходит не только перевод комбинации флуорохромов в псевдоцвета, но и 

оценивается соотношение интенсивности флуоресценции каждого красителя.  

Прогресс в области молекулярной цитогенетики сделал in situ гибридизацию 

незаменимым инструментом при проведении многочисленных исследований, 

посвященных как изучению генома человека, так и в ежедневной клинической практике 

[Levsky J., 2003]. FISH-метод нашел широкое применение в диагностике и мониторинге 

онкологических заболеваний [Lestou V., 2003]. Кроме того, FISH активно используется в 

клинической цитогенетике для пренатального и преимплантационного скрининга 

анеуплоидий при анализе интерфазных ядер [Feldman B., 2000; Pergament E., 2000;                                                                                                                                                       

Weremowicz S., 2001], а также в  диагностике  хромосомного мозаицизма [Lomax B., 

1994].   Метод позволяет идентифицировать сверхчисленные маркерные хромосомы, 

выявлять числовые и структурные хромосомные аберрации, многие микрохромосомные  

аномалии и комплексные перестройки генома [Lemke J. 2001; Johannes C., 2004]. И все-

таки, FISH  является таргетным методом и, в основном, позволяет оценить только 

количество копий определенных хромосом или их районов. Полную информацию о 

геномном дисбалансе возможно получить, используя метод сравнительной геномной 

гибридизации, который позволяет оценить состояние исследуемого генома путем 

сравнения результатов гибридизации опытного и контрольного образцов ДНК. 

 

1.2.3 Сравнительная геномная гибридизация - Comparative Genomic Hybridization  (CGH) 

Сравнительная геномная гибридизация как новый метод для диагностики 

несбалансированных хромосомных аберраций впервые была описана Kallioniemi  с 

соавторами в 1992 году [Kallioniemi A., 1992]. Сначала метод использовали 

исключительно в онкоцитогенетике для определения хромосомных аберраций в раковых 

клетках солидных опухолей, потому что получение метафазных пластинок и проведение 

цитогенетического анализа в таких тканях крайне затруднительно [Kallioniemi OP., 

1993, 1994). Также активному использованию метода в онкогенетике способствовало и 

то, что появилась возможность анализировать архивный материал, например образцы 
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тканей, зафиксированных в формалине или заключенных в парафин [Speicher M., 1993; 

Ghazvini S., 1996]. В последующем эту технику стали применять и в клинической 

цитогенетике [Bryndorf T., 1995; Levy B., 1998], а так же пренатальной [Levy B., 2000] и 

преимплантационной диагностике [Wilton L., 2001; Wells D., 2000, 2001, 2002].  

 На сегодняшний день насчитывается более тысячи публикаций по теме CGH, из 

которых примерно 90 % посвящено практической значимости метода в области 

цитогенетики злокачественных новообразований, приблизительно в 6% исследований 

обсуждаются технические аспекты метода, и только ограниченное число сообщений 

посвящено применению метода CGH в области клинической цитогенетики. 

По сравнению с другими методами диагностики геномного дисбаланса CGH 

имеет ряд очевидных преимуществ. Во-первых, метод позволяет провести скрининг 

всего генома на хромосомный дисбаланс в одной реакции гибридизации. Также, 

существенным преимуществом CGH является возможность выполнить анализ при 

использовании даже малого количества материала, из которого можно выделить ДНК. 

И, наконец, для проведения реакции гибридизации не требуется приготовления 

хромосомного препарата пациента, что позволяет избежать появления артефактов, 

связанных с  процессом культивирования клеток. Однако  при всех своих достоинствах, 

метод все-таки имеет ряд ограничений. Технология позволяет только выявлять 

геномный дисбаланс в виде делеции или дупликации, не давая информацию о 

происхождении этого дисбаланса. Более того, все структурные перестройки, не 

изменяющие количество хромосомного материала в геноме, останутся не 

диагностируемыми. Поэтому метод не пригоден для выявления сбалансированных 

транслокаций, инверсий или инсерций. Еще одним недостатком метода является 

отсутствие возможности выявления полиплоидии, так как при проведении  

сравнительной геномной гибридизации используются эквимолярные количества 

опытной и референсной ДНК [Zitzelsberger H., 1997; Yu L., 1997]. 
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1.2.3.1 Метафазная сравнительная геномная гибридизация –  

metaphase Comparative Genomic Hybridization  

 

  

Сравнительная геномная гибридизация (Comparative Genomic Hybridization – 

CGH) − современный молекулярно-цитогенетический метод, позволяющий провести 

скрининг всего генома в одной реакции гибридизации [Kallioniemi A., 1992; du Manoir 

S., 1993; Kallioniemi OP. 1994]. Метод CGH позволяет выявлять хромосомные районы, в 

которых присутствует численный геномный дисбаланс в виде дупликации или делеции, 

при сравнении результатов гибридизации двух образцов ДНК: полученной от пациента 

(опытная ДНК) и от индивидуума с нормальным кариотипом (референсная ДНК). 

Опытная и референсная ДНК метятся в реакции ник-трансляции флуорохромами, 

имеющими зеленое свечение (например FITC) и красное свечение (например Texas Red),  

соответственно. Мечение может быть непрямым, когда в качестве метки используют 

модифицированные дезоксинуклеотиды, связанные с биотином или дигоксигенином, 

такие как биотин-dUTP и дигоксигенин dUTP) [Kallioniemi A., 1992; Joos S., 1995; Moore 

E., 1999], или прямым, при использовании флуорохром-коньюгированных 

дезоксинуклеотидов, например флуоресцин-dUTP, родамин-dUTP или Texas red-dUTP 

[Lestou V., 1999).  Конкурентная гибридизация осуществляется на хромосомном 

препарате приготовленном из культуры лимфоцитов нормального индивида, в 

присутствии Cot-1 ДНК для супрессии диспергированных повторяющихся 

последовательностей ДНК в геноме [Karhu R., 1997]. Анализ проводится при 

использовании специальной компьютерной программы обработки цифрового 

изображения, которая оценивает соотношение интенсивностей флуоресцентных 

сигналов (красный/зеленый) по средней оси хромосомы, что графически отображается в 

виде профиля гибридизации (ПГ) для каждой пары хромосом [du Manoir S., 1995]. Если 

в опытной ДНК нет численного дисбаланса, то соотношение интенсивностей 

флуоресцентных сигналов вдоль всей хромосомы должно быть равно 1.0 [Moore DH., 

1997]. По отклонениям ПГ от этого значения определяют делецию хромосомного 

материала, когда это соотношение меньше 0.5 или дупликацию, когда это соотношение 

больше 1.5. При наличии в опытном образце 50% мозаичного клона ПГ будет 

отклоняться соответственно, но при моносомии соотношение  интенсивностей 

флуоресцентных сигналов будет равно 0.75, а при трисомии 1.25. (Рисунок 1). 
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Риунок 1. Основные этапы метафазной сравнительной геномной гибридизации. 

 

Необходимость использования для анализа результатов CGH программного 

обеспечения привела к активному развитию на мировом рынке компьютерных 

программ. В настоящее время существует ряд фирм-производителей, разработавших 

специализированные компьютерные программы для обработки и анализа результатов 

сравнительной геномной гибридизации. Наиболее известными производителями 

программного обеспечения для метафазной CGH являются Applied Imaging, 

MetaSystems, LUCIA. Эти программы для обработки цифрового изображения постоянно 

оптимизируются и совершенствуются для унификации анализа CGH.  

Разрешающая способность метафазной CGH достаточно низкая − 10-12 и более 

м.п.н., что не позволяет использовать её для выявления хромосомных перестроек 

меньшего размера [Kallioniemi OP., 1994; Bentz M., 1995; Weiss M., 1999]. Именно 

поэтому перспективным направлением в области молекулярной цитогенетики стало 

развитие и усовершенствование метода CGH, связанное с увеличением разрешающей 

способности метода. 
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1.2.3.2 Сравнительная геномная гибридизация высокого разрешения –  

High-Resolution Comparative Genomic Hybridization (HR- CGH) 

 

 

В 1997 году группой датских ученых во главе с М. Kirchhoff разработана 

методика, позволяющая повысить разрешающую способность, т.е. чувствительность, и 

специфичность метода метафазной CGH [Kirchhoff M., 1998]. Для оценки отклонения 

ПГ авторы использовали в качестве пороговых значений не фиксированные интервалы, 

изначально представленные в программе, а разработали собственные динамические 

стандартные референсные интервалы, индивидуальные для каждой хромосомы. Эти 

интервалы построены при анализе результатов 16 гибридизаций с использованием 

меченых образцов ДНК, полученных от разных индивидов с нормальным кариотипом 

(гибридизация «норма на норму»). Основной предпосылкой для создания собственных 

стандартных референсных интервалов являлось то, что ПГ, полученные при анализе 

гибридизации нормальных ДНК от различных индивидов часто показывали 

систематические отклонения от 1.0. Также отмечено, что эти систематические 

отклонения, которые от препарата к препарату  представлены в разной степени, но в 

одних и тех же районах  хромосом, зависят от условий гибридизации и используемого в 

лаборатории протокола исследования. Следовательно, эти интервалы должны быть 

построены строго в той лаборатории, в которой они будут использоваться. Таким 

образом, на базе средних статистических ПГ формируется модель для диагностики 

хромосомного дисбаланса, где анализируемый ПГ (или его доверительный интервал) 

сравнивается с контрольным ПГ. Район, где эти интервалы не перекрываются считается 

аберрантным (Рисунок 2). 
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Рисунок 2. Диагностика хромосомного дисбаланса при анализе интервалов для  

HR-CGH. 

 

Впервые метод HR-CGH предложила М. Kirchhoff в 1998 г. В дальнейшем автор 

опубликовала цикл статей по использованию метода для диагностики хромосомного 

дисбаланса в онкоцитогенетике и клинической цитогенетике [Kirchhoff M., 1998, 2000, 

2001, 2004]. В этих работах также представлены результаты диагностики «скрытых» 

структурных аберраций  и установлена разрешающая способность метода HR-CGH на 

уровне 3-5 м.п.н.. 

Современное программное обеспечение ряда производителей (Applied Imaging, 

LUCIA) предусматривает опцию сравнительной геномной гибридизации высокого 

разрешения – HR-CGH, но для активации данной опции необходимо получить базу 

данных контрольных ПГ. Обязательным условием повышения разрешающей 

способности метода является формирование собственных контрольных ПГ. На основе 

этой базы автоматически формируются стандартные референсные интервалы (СтРИ), 

необходимые для анализа высокого разрешения.  
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1.2.3.3 Микроматричная сравнительная геномная гибридизация –  

array Comparative Genomic Hybridization  (aCGH) 

 

Технология сравнительной геномной гибридизации активно развивалась и в 1997 

году Solinas-Toldo с соавторами впервые применили в качестве платформы для 

гибридизации предметное стекло, на котором были расположены меченые ДНК-

фрагменты [Solinas-Toldo S., 1997]. Замена метафазных хромосом в препарате на 

большое количество клонов, нанесенных на стекло-микроматрицу значительно 

повысила разрешающую способность метода для скрининга геномного дисбаланса.  

Микроматричная сравнительная геномная гибридизация (Аrray Comparative Genomic 

Hybridization CGH - aCGH), как и метафазная CGH, позволяет проводить 

полногеномную идентификацию ХА без необходимости культивирования  материала и 

приготовления из него цитогенетических препаратов.  

Разрешение метода зависит от дизайна биочипа, а именно от размера клонов и 

плотности фрагментов ДНК на микроматрице. Наряду с полногеномными  CGH-чипами 

(whole genome array), где используются клоны, представленные ДНК-

последовательностями равномерно распределенных по всему геному, существуют и так 

называемые таргетные матрицы (targeted array), сконструированные с использованием 

клонов,  соответствующих специфичным районам, наиболее часто вовлеченных в 

хромосомные перестройки [Shaw C., 2004; Redon R., 2005; Shaffer L., 2006]. 

 Первые матрицы были созданы на основе использования фрагментов ДНК, 

клонированных в космидах и плазмидах (30-40 т.п.н.), иммобилизованных на 

стеклянной подложке [Solinas-Toldo S., 1997]. Впоследствии ДНК-последовательности, 

клонированные в искусственных хромосомах бактерий (BAC) размером 75-200 т.п.н. 

были иммобилизованы на специальные пластинки-микрочипы [Pinkel D., 1998; Shaffer 

L., 2006]. Использование чипов с наибольшей плотностью зондов,  на основе 

синтезированных олигонуклеотидов, позволило значительно повысить разрешающую 

способность метода и выявлять геномный дисбаланс размером 25-100 п.н. [del Gaudio 

D., 2008].  

В настоящее время микроматричная CGH активно используется в диагностике 

геномного дисбаланса как в клинической [Shaffer L., 2006; Miller D., 2010; Ahn J., 2013], 

так и в онкоцитогенетике [Kallioniemi A., 2008]. Метод aCGH является эффективным в 
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диагностике микрохромосомных аномалий  у пациентов с  умственной отсталостью и 

аномалиями фенотипа [Shaffer L., 2007; Slavotinek A., 2008; Bartnik M., 2014].  

Тем не менее, при использовании этого метода существуют определенные 

сложности, связанные именно с его высоким разрешением. Интерпретация результатов 

array-CGH достаточно  проблематична в связи с явлением полиморфизма по числу 

копий крупных блоков хромосом (CNVs - Copy Number Variations) [Webber C., 2009]. 

Любые два индивидуальных генома отличаются более чем на тысячу CNVs размером от 

500 п.н. до 2 м.п.н.. Недавние исследования выявили около 38.000 CNVs, что составляет 

более 29% среднестатистического генома человека [Zhang F., 2009]. Однако, 

расположение, размер, распределение в популяции и функции некоторых CNVs все еще 

остаются неизвестными. Следовательно, нет и четкого представления, какие варианты 

можно считать полиморфными, непатогенными, не сопровождающимися аномалиями 

фенотипа, а какие - клинически значимыми и ведущими к формированию заболевания 

[Sebat J.,2004; Iafrate A., 2004; Friedman J., 2006]. 

 

1.3 Метод CGH в диагностике хромосомного дисбаланса 

1.3.1 CGH в онкоцитогентике 

 

Значительная часть инвалидизации и высокой смертности населения является 

следствием онкологических процессов  в организме человека. Анализ процесса 

малигнизации клеток и дальнейшей опухолевой прогрессии показал, что они тесно 

связаны с реорганизацией генома, которая нередко выражается структурными или 

численными изменениями хромосом и их отдельных районов. В настоящее время 

известны многочисленные примеры хромосомных перестроек, которые либо 

обуславливают предрасположенность к развитию онкологических заболеваний, либо 

могут являться прямой причиной злокачественной трансформации [Mitelman F., 1997]. 

Выявление типичных хромосомных перестроек при некоторых заболеваниях 

оказывается принципиальным при постановке окончательного диагноза, выбора 

стратегии лечения и контроля эффективности проводимой терапии. Вместе с тем 

проведение цитогенетического анализа в тканях опухолей крайне затруднительно и 

далеко не всегда препараты метафазных хромосом оказываются доступными для 

исследования [Kallioniemi A., 1992, 2008]. Колоссальные возможности для выявления 
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нарушения баланса хромосомных районов в клетках солидных опухолей обеспечивает 

проведение сравнительной геномной гибридизации. CGH стала одним из методов, 

наиболее эффективно используемых в клинической диагностике [Kallioniemi A., 2008]. 

Первый опыт использования метода сравнительной геномной гибридизации в 

клинической практике основывался на диагностике геномного дисбаланса в материале 

клеточной линии различных видов опухолей - опухоли толстого кишечника (COLO 

320HSR) и опухоли молочной железы (SK-BR-3) [Kallioniemi A., 1992]. Использование 

CGH в онкоцитогенетике позволило открыть новые гены-супрессоры опухолей и 

онкогены, играющие роль в инициации и/или прогрессировании новообразований 

[Rabbitts T., 1994]. Метод предоставляет возможность не только определять 

амплификацию и делецию районов генома при исследовании клеточных линий рака, но 

и проводить анализ генетической гетерогенности опухолей и механизмов их прогрессии, 

локализации кандидатных генов раковых заболеваний – онкогенов и генов-супрессоров 

опухоли [Houldsworth J., 1994; Hermsen M., 1996; Forozan F., 1997,  James L., 1999; 

Островерхова Н.В., 2002].  

Количество исследований по использованию CGH в онкоцитогенетике и 

онкогематологии впечатляющее. Многие обзорные статьи посвящены синхронизации и 

систематизации информации о хромосомном дисбалансе, регистрируемом при 

онкологических заболеваниях [Zitzelsberger  H., 1997; Knuutila S., 1998, 1999, 2000]. 

Большинство исследований сосредоточено на типах опухолей, развитии 

новообразований, их прогрессии, клинической корреляции и прогнозировании ответа на 

терапию [Struski S., 2002]. Использование метода CGH позволяет выполнить 

ретроспективное исследование архивного опухолевого материала с уже известными 

гистологическими и патологическими характеристиками и клиническими проявлениями 

онкологического заболевания. Следовательно, появляется возможность провести 

генетический анализ редких онкологических форм и определить корреляцию геномного 

дисбаланса с данными клинических исследований. Метод способствует идентификации 

широкого спектра ХА, имеющих немаловажное значение для оценки риска 

возникновения и прогноза течения онкологических заболеваний. Метод CGH может 

использоваться не только в изучении геномного дисбаланса при солидных опухолях, но 

также и для диагностики хромосомных перестроек при гематологических заболеваниях, 

таких как лейкозы и лимфомы [Zitzelsberger H.,1997; Werner C. , 1997; Struski S., 2002]. 
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1.3.2 СGH в клинической цитогенетике 

 

Во второй половине 90-х годов  метод CGH стали использовать и в клинической 

цитогегнетике. В первых работах сообщается о применении сравнительной геномной 

гибридизации  для диагностики несбалансированных состояний генома и детекции 

числовых ХА при проведении пренатальной диагностики [Bryndorf T., 1995]. В этой 

работе авторы обсуждают преимущества и недостатки метода метафазной CGH на 

примере анализа 11 образцов ДНК, полученных при проведении пренатальной 

диагностики, семь из которых имели несбалансированные структурные перестройки 

хромосом, а четыре случая сопровождались числовыми ХА, анеуплоидиями. На 

основании результатов исследования авторы сделали вывод, что метод позволяет 

надежно диагностировать геномные и хромосомные мутации у плода [Bryndorf T., 

1995].  

В цикле статей по применению метода CGH в постнатальной клинической 

цитогенетике, группы исследователей особенно отмечают актуальность и значимость 

метода для  идентификации и характеристики внутрихромосомных перестроек: 

дупликаций, делеций, несбаланстрованных транслокаций, инсерций, сверхчисленных 

маркерных хромосом [Levy B., 1998, 2000, 2002; Breen C., 1999; Nowakowska B., 2008]. 

Авторы не только демонстрируют преимущества метода CGH в диагностике 

хромосомного дисбаланса, но и оценивают возможность его использования для 

подтверждения делеций и дупликаций, выявленных при стандартном цитогенетическом 

исследовании. Также отмечается, что анализ результатов сравнительной геномной 

гибридизации позволяет не только выявлять дополнительный или утраченный 

хромосомный материал, но и определять точки разрывов на хромосомах в соответствии 

с позицией G-бэндов при структурных хромосомных перестройках.  

Ghaffari с соавторами использовали метод CGH для обнаружения «скрытых» 

транслокаций в семьях, где регистрировались случаи идиопатической умственной 

отсталости [Ghaffari S., 1998]. Методом CGH диагностированы транслокации, которые 

не выявлены при стандартном цитогенетическом исследовании кариотипа. 

Идентификация скрытых транслокаций, не диагностированных стандартным 

цитогенетическим методом, имеет большое значение, так как причиной  

идиопатической умственной отсталости примерно у 6 % пациентов могут быть 
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несбалансированные транслокации, вовлекающие теломерные районы хромосом [Flint 

J., 1995]. Эти транслокации либо вовлекают районы хромосом  размером менее 10 

м.п.н.,  и поэтому не могут быть обнаружены при классическом цитогенетическом 

исследовании, либо в результате обмена транслоцированными сегментами сходными по 

размеру и рисунку G-бэндов, дериватные хромосомы визуально невозможно отличить 

от их нормальных гомологов. Использование метода сравнительной геномной 

гибридизации дает возможность не только выявлять значительную часть «скрытых» ХА, 

идентифицировать дисбаланс, но и четко определять его размеры, что позволяет 

провести корреляцию между районом хромосомного дисбаланса и клиническим 

фенотипом [Levy B., 2000, 2002; Joly G., 2001, Ness G., 2002].  

 

1.3.3 CGH в преимплантационной генетической диагностике 

 

Как отмечалось выше, одним из преимуществ метода сравнительной геномной 

гибридизации является возможность проведения анализа всего генома на образце ДНК, 

полученного из любой ткани или клеток как пациента, так и плода. Поэтому метод СGH 

нашел применение и в преимплантационной генетической диагностике (ПГД) [Munne 

S., 1993, 2009; Findeley A., 2000]. Молекулярно-цитогенетические исследования 

эмбрионов человека перед имплантацией выявили в них экстремально высокий уровень 

хромосомных аномалий [Munne S., 1993; Delhanty J., 1997]. Наличие анеуплоидии у 

эмбриона непосредственно воздействует на исход имплантации, и является частой 

причиной неудачной попытки экстракорпорального оплодотворения [Munne S., 1995; 

Gianaroli L., 1997; Munne S., 1999, 2009].  Основным методом ПГД является FISH на 

интерфазных ядрах бластомеров с ДНК-зондами на хромосомы 13, 16, 18, 21, 22, Х и Y 

[Munne S., 1998]. Возможность получить информацию о хромосомной патологии с 

вовлечением других хромосом крайне затруднительна, так как FISH-исследование 

ограничено определенным числом хромосомо-специфичных проб, которые могут быть 

использованы в одной реакции гибридизации.  Метод CGH, позволяющий 

детектировать геномный дисбаланс, в этих случаях является незаменимым 

инструментом в ПГД для селективного переноса диплоидных эмбрионов, что 

способствует увеличению частоты  успешной имплантации и снижению числа 

спонтанных абортов [Wilton L., 2001; Wells D., 2001, 2002]. Различные исследования 
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демонстрируют, что техника CGH является мощным и чувствительным методом ПГД 

для детекции анеуплоидий на полярных телах и преимплантационных эмбрионах 

[Wilton L., 2001; Wells D., 2000, 2001, 2002]. Основным камнем преткновения  в 

использовании данной методики являются технические сложности, связанные с 

амплификацией ДНК единичной клетки и получение достаточного количества ДНК для 

проведения реакции гибридизации. Однако современные методики полногеномной 

амплификации решили проблему получения качественной ДНК в необходимом 

количестве для проведения анализа CGH [Wells D., 1999, 2000]. 

  Суммируя все вышесказанное можно сделать вывод, что метод сравнительной 

геномной гибридизации является ценным инструментом для выявления геномного 

дисбаланса как в онко-, так и в клинической цитогенетике. CGH позволяет получить 

детальную информацию о генотипе, используя для анализа разнообразные ткани, в том 

числе и те, исследование которых стандартным цитогенетическим методом ограничено 

его способностями. Так, появилась возможность исследовать зафиксированные в 

формалине образцы неоплазий, свежий биоптат солидных опухолей, клетки материала 

спонтанных абортов,  обладающие низкой митотической активностью и единичные 

клетки, полученные при биопсии полярного тельца и бластомера эмбриона. В    

онкоцитогенетике метод CGH оказался значимым для установления хромосомных 

дупликаций, амплификаций и делеций, захватывающие критические гены, которые 

влияют на трансформацию неоплазий.  

Применение CGH в пренатальной и постнатальной генетической диагностике 

значительно расширяет диагностический потенциал. Проведение полногеномного 

скрининга позволяет не только определять геномный дисбаланс, но и выявлять 

«скрытые» хромосомные перестройки и идентифицировать точки разрывов, что 

обусловливает возможность установления «генотип-фенотип» корреляции и 

способствует повышению качества медико-генетического консультирования. 
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ГЛАВА 2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

 

2.1 Материал для исследования 

Материалом для исследования являлись образцы ДНК (n= 226), выделенные из: 

1. периферической крови  здоровых мужчин с нормальным кариотипом 

(n=113); 

2. периферической крови пациентов с различными хромосомными 

аномалиями известного размера (n=19);  

3. периферической крови  пациентов с умственной отсталостью, аномалиями 

развития и нормальным кариотипом при стандартном цитогенетическом исследовании 

(n=34); 

4. клеток ворсин хориона плодов, внутриутробно погибших на ранних этапах 

эмбриогенеза (n=60). 

 Геномная ДНК во всех образцах была получена путем химической экстракции 

фенол-хлороформом с использованием протеиназы К по стандартному протоколу 

[Sambrook J., 1989], как из свежей, так и из замороженной крови. 

Анализ кариотипа пациентов проводили  на препаратах метафазных хромосом 

лимфоцитов периферической крови, культивируемых in vitro в соответствии со 

стандартной методикой [Hungerford D., 1965]. GTG-дифференциальное окрашивание 

хромосом выполняли согласно методу [Seabright M., 1971] в модификации [Захаров 

А.Ф., 1982]. Отбор метафазных пластинок и анализ хромосом осуществляли согласно 

общепринятым критериям. 

Анализ кариотипа плодов при неразвивающейся беременности проводили из 

клеток ворсин хориона на «прямых» и «полупрямых» препаратах по стандартному 

протоколу [Гинтер Е.К., 2009].  

 

2.2 Приготовление хромосомных препаратов – «платформы» для CGH 

Для культивирования Т-лимфоцитов периферической крови с целью получения 

растянутых метафазных хромосом использовали метод синхронизации культуры 

лимфоцитов периферической крови метотрексатом с набором «Cell Synchronization Kit» 
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по протоколу производителя (Biological Industries, Израиль). Ингибирование процесса 

конденсации хромосом бромистым этидием («ПанЭко», Россия) проводили по 

соответствующему протоколу [Ikeuchi T., 1984]. Приготовление культуры лимфоцитов с 

использованием питательной среды RPMI-1640(Т) с тимидином («ПанЭко», Россия) 

проводили по следующему протоколу: 

В стерильных условиях в стерильную 14 мл пробирку для культивирования 

(Corning-Costar, США) добавляли: 

1. 1 мл исследуемого образца периферической крови;  

2. фитогемагглютинин (ФГА-П)(«ПанЭко», Россия), разведенный в 

соответствиями с рекомендациями в количестве 0,1 мл, и встряхнуть для 

перемешивания крови и получения реакции агглютинации эритроцитов; 

3. 6 мл культуральной среды RPMI-1640 c глутамином («ПанЭко», Россия) и 3 мл 

культуральной среды RPMI-1640(Т) с аланил-глутамином и тимидином 

(«ПанЭко», Россия); 

4. 1,5 мл сыворотки крови крупного рогатого скота («ПанЭко», Россия); 

5. Пенициллин (5000 ЕД/мл), Стрептомицин (5000 мкг/мл) в конечной 

концентрации 100 мкг/мл («ПанЭко», Россия). 

Содержимое пробирки перемешаивали и культивировали при 37°С в термостате 

Environmental Shaker-Inkubator ES-20 (BIOSAN, Латвия) в течение 72 часов.  

Остальные этапы приготовления культуры проводили в соответствии со 

стандартным протоколом [Hungerford, 1965]. Готовую суспензию клеток сразу наносили 

на мокрое охлажденное предметное стекло, высушивали при комнатной температуре и 

оценивали результат при микроскопировании нескольких GTG-окрашенных 

хромосомных препаратов.   

 

2.3 Метафазная сравнительная геномная гибридизация − CGH 

Для оптимизации протокола приготовления хромосомных препаратов – 

«платформы»  для CGH проведена серия последовательных реакций гибридизаций 

«норма на норму» на материале из 20 образцов ДНК, полученных от мужчин с 

нормальным кариотипом.  
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Все хромосомные препараты, отобранные для гибридизации и предварительно 

выдержанные при комнатной температуре в течение 2-5 суток, фиксировали 1% 

раствором формальдегида в PBS при +4°С, дегидратировали в серии спиртов (70, 85, 

100%) и хранили при -20°С. Из каждой группы хромосомных препаратов, 

приготовленных из культуры лимфоцитов одного индивида,  случайным образом 

выбирали стекло и подвергали денатурирующему тесту. ДНК на хромосомном 

препарате денатурировали в растворе 70 % формамид / 2×SSC, при 75°С в течение 5 мин 

и дегидратировали в серии спиртов (70, 85, 96 %). Оценку степени морфологических 

изменений хромосом, связанных с денатурацией, проводили при микроскопировании 

метафазных пластинок окрашенных диаминфенилиндол дигидрохлоридом  (DAPI).  

ДНК пациента (опытная) и референсная ДНК (контрольная) мечены в реакции 

ник-трансляции с SpectrumGreen dUTP и SpectrumRed dUTP соответственно  с 

использованием Nick Translation Reagent Kit по протоколу фирмы производителя (Abbott 

Molecular, США). Для определения размера меченых ДНК-фрагментов использовали 

электрофорез в 1% агарозном геле.  В качестве контроля молекулярного веса 

использовали  маркерную ДНК (Fermentas life sciences, США). Оптимальным для 

гибридизации являлся размер ДНК фрагментов 300-3000 пар нуклеотидов.  

По 3 мкг опытной ДНК и референсной ДНК смешивали с 30 мкл C0t1 ДНК 

(1мкг/мкл) (Kreatech, Нидерланды). Осаждение ДНК проводили в растворе, содержащем 

2,5 объема 100% этанола и 1/10 объема 3М ацетата натрия при -20°С как минимум 

полчаса, затем центрифугировали на скорости 12.000 оборотов/мин. при -4°С 30 минут 

(Hettich zentrifugen universal 320 R, Германия). Надосадочную жидкость удаляли и 

высушивали осадок 10-20 минут при 60°С.  Готовые ДНК пробы растворяли в буфере 

(10 мкл 50 % формамид /10 % декстран сульфат / 2 ×SSC, pH 7.0). 

Далее проводили раздельную денатурацию ДНК на хромосомном препарате и 

ДНК в пробе. ДНК на хромосомном препарате денатурировали в растворе 70 % 

формамид / 2×SSC при 75°С 5 мин с последующей дегидратацией в серии спиртов (70, 

85, 96 %). ДНК пробы денатурировали при 72°С 5 мин., после чего наносили на 

предметные стекла с денатурированной ДНК хромосом. Гибридизация проходила при 

37°С в тёмной влажной камере в течение 3 суток. Постгибридизационную отмывку 

проводили в растворах 0.4×SSC / 0.3NP-40 при 72°С 2 мин и в 2×SSC / 0.1NP-40 при 
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комнатной температуре 1 мин. Для контрокрашивания хромосом использовали DAPI I 

(Abbott Molecular, США) в растворе Vectashield (Vector Labs, США) в соотношении 1:20.  

Для анализа изображений метафазных хромосом использовали программу 

обработки изображения «LUCIA CGH», установленную в комплексе с 

эпифлуоресцентным микроскопом «eclipse 90i» (Nikon) и CCD камерой «ProgRes MF» 

(JENOPTIK).  

В каждом случае анализировали 15-20 метафазных пластинок. Три изображения 

одной метафазы были получены с использованием трех фильтров, которые 

переключались автоматически от DAPI к FITC и к Texas Red (Рисунок 3). Захват 

изображения регулировался при помощи ручной фокусировки для каждого 

изображения. 

А.                                                Б.                                               В. 

 

 

Рисунок 3. Изображение метафазной пластинки при использовании различных 

светофильтров.  

А - DAPI.   

Б - FITC.                              

В - TexasRed. 

Таким образом, получали совмещенное по всем флуорохромам изображение для 

каждой хромосомы в метафазной пластинке (Рисунок 4). 
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Рисунок 4. Метафазная пластинка с совмещенным по всем флуорохромам изображением 

(DAPI + FITC + TexasRed). 

 

Для анализа отбирали метафазные пластинки по следующими критериями: с 

чётким диффиренциальным DAPI−окрашиванием, с равномерной, одинаково 

интенсивной гибридизацией на всех хромосомах, с низкой фоновой флуоресценцией.  

На канале DAPI  контрастировали изображение хромосом и делали раскладку 

каждой метафазной пластинки (Рисунок 5).  Хромосомы в наложениях, сильно 

деформированные и с явными признаками артефактов, удаляли из анализа. Границы и 

оси хромосом обозначались автоматически, при необходимости их корректировали 

вручную. Выравнивание каждой хромосомы по центромере проводили вручную в 

соответствии с положением прицентромерных супрессированных повторяющихся 

последовательностей ДНК. 
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Рисунок 5. Интерфейс опции раскладки метафазных хромосомпо гомологам. 

 

При анализе цифрового изображения определялось соотношение интенсивностей 

флуоресцентных сигналов по каждой хромосоме, что графически отображалось в виде 

ПГ. При анализе CGН образца с нормальным кариотипом это соотношение равно 1.0 и 

ПГ находится в пределах заданных границ. При избытке или недостатке генетического 

материала в опытной ДНК по сравнению с референсной ДНК наблюдается отклонение 

ПГ за границы интервалов, что визуально отбражается в виде вертикальной полосы 

(Рисунок 6). 
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А.                                                                               Б. 

                        

 

Рисунок 6.  Отклонения ПГ при геномном дисбалансе: 

А - трисомии по хромосоме 18, что отображается в виде зеленой полосы. 

Б - делеции терминального района длинного плеча хромосомы 21, что отображается в 

виде красной полосы. 

 

2.4 Флуоресцентная in situ гибридизация – FISH 

FISH проводили c локус-специфичными ДНК-зондами на районы:17p11.2 (XL 

RAI1; MetaSystems, Германия), 15q11.2 (CEP15/LSI D15S11), 22q11.2 (LSI TUPLE 

1(HIRA)/LSI ARSA), 22q11.2 (LSI BCR), субтеломерные районы хромосом 4, 5, 6, 8, 11, 

13, 18 (tel 4p/q, tel 5p/q, tel 6p/q, tel 8p/q, tel 11p/q, tel 13q, tel 18p/q) (Abbott Molecular, 

США); центромероспецифичными ДНК-зондами CEP 2 (D2Z2) (Abbott Molecular, 

США), CEP 7 (D7Z1), CEP 8 (D8Z1), CEP 15 (D15Z4), CEP 16 (D16Z2) (Kreatech, 

Нидерланды); цельнохромосомными ДНК-зондами XCP 13, XCP 14 (MetaSystems, 

Германия); набором ДНК-зондов «AneuVysion» (LSI 13, LSI 21, CEP 18, CEP X, CEP Y) 

(Abbott Molecular); набором mFISH (24Xcyte- MetaSystems 24 color kit) (MetaSystems, 

Германия); набором mBAND10, mBAND15 (MetaSystems, Германия) по протоколам 

соответствующих фирм-производителей ДНК-зондов. 

Денатурацию и гибридизацию проводили с использованием гибридизационной 

системы «ThermoBrite» (StatSpin, США). Для контрокрашивания хромосом 

использовали флуоресцентный краситель DAPI I (Abbott Molecular, США) в растворе 

Vectashield (Vector Labs, США) в соотношении 1:20. Анализ проводили на 

эпифлуоресцентном микроскопе «AxioImager M.1» (Carl Zeiss, Германия) c 
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соответствующим набором светофильтров и с использованием компьютерной 

программы обработки цифровых изображений «Isis» (MetaSystems, Германия).  

 

2.5 Микроматричная сравнительная геномная гибридизация − аCGH 

ArrayCGH проводили на платформе «Affymetrix» с использованнием 

олигонуклеотидных микроматриц высокой плотности Cytoscan
TM

 HD (Affymetrix
®
, 

США), содержащие 2696550 маркеров (1953246  неполиморфных маркеров и 749157 

SNPs) (Applied Biosystems). Все стадии лабораторного этапа анализа выполняли в 

соответствии с протоколом производителя − Applied Biosystems. Анализ полученных 

данных осуществляли с помощью программы Chromosome Analysis Suite (ChAS) (версия 

2.0).  

В одном случае arrayCGH проводили на платформе CGH Microarray Kits 4×44K с 

использованием программного обеспечения «Agilent CytoGenomics» (Agilent 

Technologies). Процедура пробоподготовки и проведение реакции соответствовали 

протоколам фирмы производителя платформы CGH Microarray Kits 4×44K − Agilent 

Technologies. 

Результаты стандартного (GTG-анализ), молекулярно-цитогенетического (FISH, 

CGH) исследований и молекулярного кариотипирования (aCGH) записаны в 

соответствии с ISCN 2013.  
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ГЛАВА 3. РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 

 

3.1 Оптимизация протокола приготовления хромосомных препаратов – 

«платформы» для  CGH 

 

Активное развитие высокотехнологичных молекулярно-цитогенетических 

методов обусловливает  непрерывное усовершенствование и оптимизацию протоколов 

исследования. Особенно актуальным это представляется для метода CGH, который 

является многоэтапным и включает такие позиции как: выделение ДНК из образца, 

мечение ДНК, приготовление хромосомных препаратов, гибридизацию, микроскопию, 

анализ изображения и интерпретацию полученных результатов [Kallioniemi A.,1992; du 

Manoir S.,1993; Weiss M., 1999]. Многоэтапность метода CGH и значительное 

количество  мануальных процедур, требуют унификации и стандартизации протоколов 

исследования на каждом этапе. Поскольку каждый из этих этапов достаточно 

субъективен, необходимо максимально стандартизовать протокол исследования [du 

Manoir S., 1995;  Karhu R., 1997].  

Доказано, что эффективность гибридизации при CGH в значительной степени 

зависит от качества хромосомных препаратов, на которых происходит гибридизация in 

situ  опытной и контрольной ДНК [du Manoir S., 1995;  Karhu R., 1997; Kirchhoff M., 

1998]. Так, препараты, приготовленные из культуры лимфоцитов периферической 

крови, оптимальные для проведения стандартного цитогенетического исследования с 

использованием G-окраски, не всегда подходят в качестве «платформы» для CGH. 

Вариабельность результатов гибридизации может обусловливаться ненадлежащим для 

этих целей качеством хромосомных препаратов. В настоящее время существуют 

коммерческие наборы хромосомных препаратов для CGH, но даже их использование не 

всегда приводит к удовлетворительному результату. Кроме того, стоимость таких 

наборов достаточно высока, что не позволяет широко применять их в рутинных CGH 

исследованиях.  

Исходя из того, что хромосомный препарат для метафазной CGH является 

своеобразной «платформой», эквивалентом матрицы, используемой для проведения 

array-CGH, необходимо максимально стандартизовать условия получения оптимальных 

для гибридизации препаратов метафазных хромосом.  
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Основным критерием качества хромосомных препаратов для CGH является 

наличие достаточного количества метафазных пластинок с одинаковой степенью 

конденсации хромосом на стекле [du Manoir S.,1995; Karhu R.,1997]. Для получения 

хромосомных препаратов, отвечающих этому критерию,  проведена серия 

экспериментов с использованием различных протоколов культивирования Т-

лимфоцитов периферической крови. Хромосомные препараты были приготовлены из 

ФГА-стимулированных лимфоцитов периферической крови от мужчин с нормальным 

кариотипом (Таблица 2).  

Таблица 2. Сравнительная оценка хромосомных препаратов, полученных при 

использовании различных методов культивирования периферической крови. 

 Метод 

культивирования 

 

Кол-во 

культур 

Митотический 

индекс (MI)* 

Среднее  

кол-во 

метафаз** 

в 

препарате 

Среднее кол-во 

наложений 

хромосом в метафазе 

1 Синхронизация 

клеточного цикла 

метотрексатом  

 

15 высокий Менее 15 Более 4 

2 Ингибирование 

конденсации 

хромосом бромистым 

этидием  

 

11 высокий Менее 5 Менее 2 

3 RPMI-1640(Т)  

 
20 низкий Менее 10 Менее 2 

4 RPMI-1640/RPMI-

1640(Т) 2:1 

 

20 высокий Более 20 Менее 2 

 

Примечание: *Митотический индекс оценивали по формуле MI = 
       

 
     , где 

(P+M+A+T) – сумма клеток, находящихся на стадии профазы, метафазы, анафазы и 

телофазы 

N − общее число проанализированных клеток 

MI < 10% - низкий митотический индекс; MI ˃ 15% - высокий митотический индекс 

(Прохорова И.М, 2003) 

**Метафазные пластинки с хорошим разбросом и одинаковой степенью конденсации на 

уровне 400-550-бэндов 
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В первой серии экспериментов проведена синхронизация клеточного цикла Т-

лимфоцитов метотрексатом, что позволяло проводить фиксацию клеток на стадии 

прометафазы [Yunis J., 1981; Ronne M., 1990]. При использовании этого метода  

удавалось получить препараты «длинных» растянутых хромосом с хорошим 

распределением и одинаковой степенью конденсации, но количество их на стекле 

оказалось недостаточным. Кроме того, воспроизводимость метода была крайне низка. 

 Во второй серии экспериментов для получения препаратов растянутых хромосом 

с одинаковой степенью конденсации использовали ингибирование конденсации 

хромосом бромистым этидием [Ikeuchi T., 1984]. При визуальной оценке таких 

препаратов отмечена неравномерная степень конденсации хромосом на разных 

метафазных пластинках в пределах одного препарата. К тому же ингибирование 

конденсации хромосом оказалось недостаточно эффективным, то есть в большинстве 

метафазных пластинок степень конденсации хромосом соответствовала уровню 300-

400-бэндов. Все вышеперечисленные причины заставили нас искать новый подход к 

приготовлению  хромосомных препаратов оптимальных для проведения на них CGH.  

С этой  целью для культивирования Т-лимфоцитов использовали питательную 

среду RPMI-1640(Т) с тимидином (0,3 мг/мл). Выбор такой среды обусловлен тем, что 

основным эффектом тимидина является десинхронизация клеточного цикла [Griffiths 

M., 1991]. Инкубация культуры клеток с тимидином в высоких концентрациях (более 0,4 

мг/мл) блокирует клеточный цикл в S-фазе митоза [Hiramoto K., 1990; Hayes H., 1991]. В 

более низких концентрациях (0,1-0,3 мг/мл) тимидин не останавливает клеточный цикл, 

но приводит к увеличению продолжительности стадии профазы и прометафазы, в 

которой преимущественно преобладают метафазные пластинки с длинными 

растянутыми хромосомами [Щепкина Ю. В., 2004]. При инкубации в питательной среде 

RPMI-1640(Т)  из культуры лимфоцитов получили хромосомные препараты с 

метафазными пластинками хорошего качества, но характеризующиеся низким 

митотическим индексом. Поэтому для снижения концентрации тимидина среду RPMI-

1640(Т) разбавили стандартной средой RPMI-1640. Эмпирическим путем подобрали 

соотношение сред 2:1 с меньшим количеством среды RPMI-1640(Т), в котором конечная 

концентрация тимидина составила 0,1 мг/мл, что позволило получить хромосомные 
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препараты с одинаковой степенью конденсации хромосом на уровне 400-550 бэндов и 

достаточным количеством метафазных пластинок на стекле.  

Таким образом, хромосомные препараты, полученные при культивировании 

лимфоцитов периферической крови с использованием смеси сред RPMI-1640/RPMI-

1640(Т) в соотношении 2:1 полностью отвечали критериям платформы для 

гибридизации [Karhu R., 1997]:  

1. Достаточное количество метафазных пластинок (более 20) хорошего качества 

и низкая плотность интерфазных клеток на стекле; 

2. Одинаковая степень конденсации хромосом достаточной длины (на уровне 

400-550 бэндов), с минимальным количеством наложений хромосом друг на 

друга; 

3. Хромосомы в метафазных пластинках не содержат разделённых хроматид;   

4. Отсутствует цитоплазма и клеточный дебрис.  

Строгое соответствие этим критериям является необходимым условием для 

проведения анализа CGH. Во-первых, метод метафазной CGH основывается на 

статистической оценке соотношения интенсивностей флуоресцентных сигналов 

(красный/зеленый) по средней оси хромосом [du Manoir S., 1993], поэтому для 

исследования необходимо  проанализировать не менее 10-15 метафазных пластинок с 

одинаковой степенью конденсации хромосом [du Manoir S., 1995]. Во-вторых, 

хромосомы в наложении исключаются из исследования, что требует дополнительного 

увеличения количества хромосом или полных метафазных пластинок для анализа. В-

третьих,  соотношения интенсивностей флуорохромов оцениваются по средней оси 

хромосом, а в случае разделенных хроматид такая оценка будет являться некорректной 

[du Manoir S., 1995]. И, наконец, присутствие цитоплазмы на хромосомном препарате 

является причиной высокого уровня фоновой  флуоресценции, что приводит к 

неадекватной оценке соотношения интенсивностей флуоресцентных сигналов опытного 

и контрольного образцов [Weiss M., 1999]. 

Использование среды RPMI-1640(Т) и RPMI-1640 в соотношении 2:1 позволило 

получить хромосомные препараты, отвечающие всем вышеперечисленным критериям, и 

использовать их в качестве «платформы» для проведения CGH. Данная модификация 

достаточно проста для использования в любой цитогенетической лаборатории, не 

требует особых затрат и реагентов и является легко воспроизводимой.  
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Между тем, оптимальные характеристики хромосомного препарата, оцененные 

при микроскопировании на фазовом контрасте,  не всегда гарантируют успешный 

результат последующей гибридизации. Не только качество хромосомного препарата, но 

и морфологическая характеристика самих хромосом влияет на эффективность 

гибридизации.  

Подготовка хромосом для анализа в цитогенетике связана не с максимальным 

сохранением исходной структуры, а с оказанием воздействия, которое приводит к 

значительным изменениям их морфологии [Рубцов Н.Б., 2006]. Степень изменения 

морфологической целостности хромосом в процессе приготовления препарата 

вариабельна. Эта межиндивидуальная вариабельность определяет различную 

устойчивость хромосом к воздействию высоких температур при денатурации, что 

позволяет условно классифицировать хромосомы по степени жесткости на «мягкие» и  

на «нормальные» [Karhu R., 1997]. Соответственно, в зависимости от степени  

жесткости хромосом и температуры денатурации, наблюдается селективная экстракция 

ДНК в процессе гибридизации [Kircchhoff M., 1997]. Наиболее устойчивыми к 

воздействию высоких температур являются районы структурного гетерохроматина, 

локализованного в центромерных и прицентромерных районах хромосом, а так же в 

длинном плече хромосомы Y (Yq12) [Raap A., 1986]. Поэтому, первым признаком 

сверхденатурации считается появление С-сегментации на хромосомах. Несмотря на то, 

что на «мягких» хромосомах С-сегментация проявляется уже при денатурации при 70
о
С,  

«нормальные» хромосомы сохраняют морфологию и рисунок поперечной 

исчерченности, соответствующей G-бэндам даже после денатурации при  80
о
С, что 

визуально оценивается при инвертированной DAPI окраске. 

Для достижения равномерной гибридизации на всех хромосомах метафазные 

пластинки должны быть достаточно денатурированы. Однако денатурация не должна 

вызывать чрезмерного повреждения структуры хромосом и их морфологической 

целостности,  сопровождающиеся проявлением С-сегментации хромосом. Обеспечение 

сохранности морфологии хромосом после денатурации важно как для идентификации 

хромосом и их раскладки, так и для качественной равномерной гибридизации. 

Проведение серии тестовых гибридизаций «норма на норму» на хромосомных 

препаратах, полученных по вышеописанному протоколу, позволило установить, что 

денатурация при 75
о
С в течение  5 минут является оптимальной. При соблюдении таких 
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условий основная доля полученных хромосом толерантна к воздействию 

денатурирующего раствора. 

Наличие явления сверхдентурации обусловливает необходимость повышения 

устойчивости хромосом к денатурации. В 1997 г. Karhu с соавторами предложила 

методику, повышающую устойчивость хромосом к воздействию денатурации, которая 

включала этап  дополнительной фиксации (постфиксации) хромосом в 1% растворе 

формальдегида [Karhu R., 1997]. 

Проведение серии тестовых гибридизаций «норма на норму» на хромосомных 

препаратах, приготовленных по стандартному протоколу без этапа постфиксации и с 

этапом постфиксации хромосом на стекле, позволило установить следующие факты. На 

многих хромосомных препаратах без этапа постфиксации наблюдалась картина 

сверхденатурации хромосом (Рисунок 7), и, как следствие, слабая гибридизация или её 

отсутствие (Рисунок 8).  

 

 

Рисунок 7. Инвертированное изображение метафазной пластинки со сверхденатурацией 

при DAPI-окрашивании. 
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 А.                                               Б.                                                 В.                  

 

Рисунок 8. Гибридизация на сверхденатурированных хромосомах. 

А – FITC.  

Б – TexasRed.  

В – совмещенное по всем флуорохромам изображение.  

 

Во всей серии препаратов с этапом постфиксации гибридизация равномерная и 

одинаково интенсивная на всех хромосомах (Рисунок 9). 

А.                                                                    Б. 
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  В.                                                                         Г. 

 

Рисунок 9. Гибридизация на хромосомах после постфиксаци.  

А – инвертированние изображение (DAPI-окрашивание).  

Б – совмещенное по всем флуорохромам изображение. 

В – изображение с флуоресцентным сигналом FITC. 

Г – изображение с флуоресцентным сигналом TexasRed. 

 

Следовательно, этап постфиксации является обязательным для подготовки 

хромосомных препаратов – «платформы» для CGH. Тем не менее, мы не исключаем 

проведение денатурирующего теста для отбора хромосомных препаратов при получении 

каждой новой серии препаратов.  

Таким образом, оптимальной «платформой» для проведения метафазной CGH 

являются хромосомные препараты, полученные при культивировании лимфоцитов 

периферической крови с использованием среды RPMI-1640(Т) с концентрацией 

тимидина 0,1 мг/мл.  Обязательными этапами подготовки и отбора хромосомных 

препаратов в качестве  «платформы» для гибридизации являются постфиксация 

хромосом на препарате и проведение денатурирующего теста.  
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4.1 Получение стандартных референсных интервалов для активации функции 

анализа высокого разрешения (HR-CGH) 

 

Как указывалось ранее, чувствительность метафазной CGH достаточно низкая, и 

составляет  10-12 и более м.п.н., что не позволяет использовать её для выявления 

хромосомных перестроек меньшего размера. Возможность исследования всего генома 

на более высоком уровне разрешения стала реальностью в 1998 году, когда M. Kirchhoff 

с соавторами разработала методику усовершенствования программного обеспечения для 

анализа метафазной CGH на основе использования динамических стандартных 

референсных интервалов в качестве границ детекции ХА [Kirchhoff M., 1998]. 

Современное программное обеспечение ряда производителей предусматривает опцию 

сравнительной геномной гибридизации высокого разрешения (High resolution 

Comparative Genomic Hybridization – HR-CGH), но для активации данной опции 

необходимо получить собственную базу данных контрольных профилей гибридизации 

(ПГ). На основе этой базы автоматически формируются СтРИ, необходимые для анализа 

высокого разрешения. В настоящее время нет единого мнения относительно выбора 

критериев для интерпретации анализа СGH. В исследованиях, опубликованных по теме 

HR-CGH, для анализа использовали статистический метод, основанный на сравнении 

ПГ исследуемого образца с соответствующими ПГ нормальных образцов [Kirchhoff M., 

1998, 2001; Schoumans J., 2004]. Подобный принцип лежит в основе программного 

обеспечения «LUCIA СGH», что позволяет проводить СGH с использованием СтРИ.  

Для повышения разрешающей способности метафазной сравнительной геномной 

гибридизации обязательным требованием является формирование собственной базы 

данных контрольных ПГ. Это необходимо для получения СтРИ в условиях  конкретной 

лаборатории. Очевидно, что чем точнее будет референсный интервал, тем более 

высокой будет его информативность и вероятность того, что те или иные отклонения 

будут интерпретированы правильно [Horn P., 2005; Horovitz G., 2008]. В лабораториях 

не всегда используются одни и те же методики проведения исследований. Данные, 

полученные при помощи разных аналитических методов, могут не совпадать по 

причине  различий в принципах измерения, калибровке приборов и химического состава 

реагентов. Более того,  результаты одного и того же метода могут отличаться в двух 
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лабораториях из-за различий в условиях эксплуатации оборудования, колебаний 

аналитических характеристик реагентов и использования различных программ 

обработки данных от партии к партии. Таким образом, учитывая использование нового 

программного обеспечения, эпифлуоресцентного микроскопа определенного 

производителя, различных хромосомных препаратов как «платформы» для 

гибридизации, и многие другие отличительные особенности исследования, появляется 

необходимость  получения собственных  СтРИ для активации функции высокого 

разрешения HR-CGH в программе «LUCIA CGH». 

Для формирования базы данных контрольных ПГ и получения собственных 

стандартных референсных интервалов проведена серия реакций  гибридизаций «норма 

на норму» на материале из 32 образцов ДНК, полученных от здоровых мужчин с 

нормальным кариотипом. При анализе цифрового изображения 32 реакций 

гибридизаций «норма на норму» определялось соотношение интенсивностей 

флуоресцентных сигналов по каждой хромосоме. Это соотношение автоматически 

рассчитывалось по средней оси каждой хромосомы путем деления значения, 

полученного от зеленого флуоресцентного сигнала, на соответствующее значение, 

полученное от красного флуоресцентного сигнала, что графически отображалось в виде 

ПГ. При нормальном кариотипе это соотношение равно 1.0 и ПГ находится в пределах 

заданных фиксированных интервалов, а при избытке или недостатке генетического 

материала в опытной ДНК по сравнению с референсной ДНК наблюдается отклонение 

ПГ за границы интервалов. При анализе CGH в программе «LUCIA CGH» используются 

фиксированные интервалы (ФиксИ) с верхней границей  1.25 (более 1.25  – дупликация) 

и  нижней границей   0.75 (менее 0.75 – делеция). Известно, что ПГ, полученные при 

анализе гибридизации нормальных ДНК от различных индивидов часто показывают 

систематические отклонения от 1.0, которые от препарата к препарату  представлены в 

разной степени, но в одних и тех же районах  хромосом [Kirchhoff M., 1997, 1998, 1999]. 

Нами также было обнаружено, что ПГ в норме не всегда строго соответствуют 1.0, и в 

некоторых случаях показывают отклонение от 1.0 [Миньженкова М.Е., 2013].    

Очень важным моментом, влияющим на ПГ, является эффективность самой 

гибридизации, которая зависит от качества анализируемой ДНК, концентрации ДНК в 

образце и эффективного блокирования повторяющихся последовательностей Cot-1 

ДНК. Вместе с тем, корректная оценка ПГ возможна только при достаточном 
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количестве метафазных пластинок с одинаковой степенью конденсации хромосом на 

препарате  – «платформе» для гибридизации. При несоблюдении вышеперечисленных 

критериев всегда наблюдается высокая степень удалённости ПГ от 1.0, что сильно 

изменяет результаты анализа [Moore D., 1997]. Поэтому мы разделили 32 случая 

гибридизаций «норма на норму» на 3 группы в зависимости от степени удаленности ПГ 

от 1.0. Первая группа включала 6 случаев, в которых ПГ были практически равны 

единице, вторая  группа – 20 случаев с незначительным отклонением ПГ от 1.0, третья 

группа –  6 случаев со значительным отклонением ПГ от 1.0. , которые нами были 

исключены из исследования. Следует отметить, что для создания СтРИ были отобраны 

только 26 образцов, которые характеризовались наличием высокоинтенсивной 

равномерной гибридизации, эффективной супрессией повторяющихся 

последовательностей ДНК и низкой фоновой флуоресценцией.  

Таким образом, из  26 проанализированных случаев с оптимальной 

гибридизацией «норма на норму» получена собственная база данных индивидуальных 

ПГ для каждой хромосомы (Рисунок 10). На основе этой базы данных автоматически 

сформированы собственные стандартные референсные интервалы (Рисунок 11). В 

отличие от анализа  CGH, где установлены ФиксИ с верхней границей  – 1.25 и нижней 

границей  –  0.75 (рисунок 12А), в варианте с активированной опцией HR-CGH для 

детекции хромосомного дисбаланса используются более узкие, стандартные 

референсные интервалы для каждой хромосомы, построенные на интегрированных 

результатах анализа изображений 26 последовательных реакций гибридизаций с 

мечеными ДНК, полученными от индивидуумов с нормальным кариотипом (Рисунок 

12Б). 
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Рисунок 10. ПГ, индивидуальные для каждой хромосомы.  
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Рисунок 11. Стандартные референсные интервалы, созданные на собственной базе 

данных ПГ из реакций гибридизаций «норма на норму». 
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     А.                                                                      Б.  

 

Рисунок 12. Интервалы детекции ХА для анализа метафазной CGH. 

 А - Фиксированные интервалы.                       Б - Стандартные референсные интервалы.                                                                            

Таким образом, суммарный ПГ по каждой хромосоме состоял из более 500 ПГ для 

хромосом 1-22, Х и Y. В общей сложности получено 12 567 ПГ по всем 

проанализированным хромосомам. Собственные СтРИ автоматически сформированы 

программой «LUCIA CGH» на основе созданной базы данных контрольных ПГ, 

индивидуальных для каждой пары хромосом. 

 

3.3 Определение разрешающей способности HR-CGH на основе полученных 

СтРИ при анализе образцов ДНК с хромосомными аномалиями известного 

размера 

 

 Для определения чувствительности метода HR-CGH  на основе использования 

собственных СтРИ проанализировано 14 образцов ДНК с хромосомными аномалиями 
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известного размера, установленными методом array CGH (Таблица 3). Размеры 

хромосомного дисбаланса варьировали от 2,5 до 12,5 м.п.н..  

Таблица 3. Результаты исследования образцов ДНК с ХА известного размера. 

 

№ 

 

ХА 

Размер 

ХА 

(м.п.н.) 

 

Результат aCGH 

 

Результат HR-CGH 

1 dup(8)(p23.1p23.3) 12,5 arr 8p23.1p23.3(47,173- 

12,563,114)×3 

 ish cgh enh 

(8)(р21.3р23.3) 

2 del(11)(q24.2q25) 10,0 arr 11q24.2q25(124,788,546-

134,938,470)×3 

ish cgh enh 

(11)(q24.2q25) 

3 del(9)(p22.3p24.1) 8,7 arr 9p22.3p24.1(6,175,268-

14,846,752)×1 

ish cgh dim 

(9)(p22.3p24.1) 

4 del(4)(p16.1p16.3) 8,6 arr 4p16.1p16.3(68,345-

8,731,855)×1 

ish cgh dim 

(4)(p16.1p16.3) 

5 del(15)(q24.1q25.2) 8,1 arr 15q24.1q25.2(74,752,122-

82,864,275)×1 

ish cgh dim 

(15)(q24.1q25.2) 

6 del(10)(q26.2q26.3) 7,7 arr 10q26.2q26.3(127,708,904-

135,427,143)×1 

ish cgh dim 

(10)(q26.2q26.3) 

7 dup(15)(q11.2q13.1) 5,7 arr 15q11.2q13.1(22,770,421-

28,545,355)×3 

ish cgh enh 

(15)(q11.2q13.1) 

8 del(15)(q11.2q13.1) 5,3 arr 15q11.2q13.1(23,288,374-

28,644,578)×1 

ish cgh dim 

(15)(q11.2q12) 

9 del(13)(q33.3q34) 5,2 arr 13q33.3q34(109,926,221-

115,107,733)×1 

ish cgh dim 

(13)(q33.3q34) 

10 del(15)(q11.2q12) 5,0 arr15q11.2q13(22,969,245-

28,013,866)×1 

ish cgh dim 

(15)(q11.2q12) 

11 dup(7)(q36.1q36.3) 4,7 arr 7q36.1q36.3(151,838,447-

156,528,807) ×3 

ish cgh enh 

(7)(q36.1q36.3) 

12 del(8)(q21.11q21.12) 4 arr 8q21.11q21.12(74,462,982-

78,505,952) ×1 

ish cgh dim 

(8)(q21.11q21.12) 

13 del(15)(q25.2) 2,7 arr 15q25.2(83,083,418-

85,786,847) ×1 

N 

14 del(22)(q11.21) 2,5 arr 22q11.21(18,916,842-

21,465,659) ×1 

N   
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В программе LUCIA CGH при работе с активированной функцией HR-CGH  

изначально предусмотрены три варианта изменчивости интервалов, в которых с 

различной вероятностью (99%; 99,5%; 99,9%) границы интервалов опытного образца 

будут находиться в пределах границ СтРИ. С целью выбора оптимального варианта для 

СтРИ проанализированы 12 образцов ДНК с известными ХА различного размера 

(Случаи 1-12 из Таблицы 3), установленные методом array CGH. Для наглядного 

примера представлены реультаты анализа 3 образцов ДНК с известными ХА различного 

размера (Случаи 2, 6, 10 из Таблицы 3) (Рисунки 13, 14, 15, соответственно). Во всех 

остальных случаях получены аналогичные результаты. 

Как видно из представленных данных наиболее корректное определение ХА, в 

соответствии с результатами aCGH, наблюдалось при использовании СтРИ (99,5%) 

(Рисунок 13 Б). При анализе HR-CGH с СтРИ (99%) и СтРИ (99,9%) ХА были 

определены, но точки разрывов при этом установлены некорректно, что не 

согласовывалось с размером делеции (Рисунки 13 А, 13 В, соответственно).  

В случаях  6 и 10, с делециями меньшего размера, анализ HR-CGH с СтРИ (99,5%) 

показал результаты, соответствующие результатам aCGH (Рисунки 14 Б, 15 Б, 

соответственно). При использовании СтРИ (99%) появились множественные  

артефактные ХА (Рисунки 14 А, 15 А, соответственно), а в случае использования СтРИ 

(99,9%)  делеции не были определены вовсе (Рисунки 14 В, 15 В, соответственно). 

Таким образом, при сравнительной оценке результатов исследования нескольких 

образцов методом HR-CGH с использованием различных вариантов СтРИ установлено, 

что для наиболее эффективной диагностики ХА целесообразно использовать СтРИ 

(99,5%). При использовании СтРИ (99%)  появлялись ложноположительные результаты, 

т.е. уменьшалась специфичность метода, а в случае использования СтРИ (99,9%) – 

ложноотрицательные, что свидетельствует о снижении чувствительности метода HR-

CGH. При анализе CGH с использованием СтРИ (99,5%) все ХА идентифицированы 

корректно (ложноотрицательные результаты отсутствовали). Стоит отметить, что 

идентификация всех этих аномалий на СтРИ (99,5%) не сопровождалась 

ложноположительными результатами. Применение стандартных референсных 

интервалов (99,5%) оказалось наиболее оптимальным для поиска несбалансированных 

хромосомных аномалий. Поэтому в HR-CGH для дальнейшего анализа образцов 

использовали СтРИ (99,5%). 
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В.  

  

 

Рисунок 13. Сравнительный анализ HR-CGH образца с del(11)(q24.2q25) размером 10 

м.п.н. (случай 2) c использованием различных СтРИ.  

А - СтРИ (99%). Б - СтРИ (99,5%). В - СтРИ (99,9%). 
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Рисунок 14. Сравнительный анализ HR-CGH образца с del(10)(q26.2q26.3) размером 7,7 

м.п.н. (случай 6) c использованием различных СтРИ.  

А - СтРИ (99%). Б - СтРИ (99,5%). В - СтРИ (99,9%).  
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Рисунок 15. Сравнительный анализ HR-CGH образца с del(15)(q11.2q12) размером 5 

м.п.н. (случай 10) c использованием различных СтРИ. 

А - СтРИ (99%). Б - СтРИ (99,5%). В - СтРИ (99,9%). 
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В 12 случаях из 14 результаты анализа образцов с ХА методом HR-CGH  совпали 

с результатами анализа aCGH (случаи 1-12), и лишь в 2 случаях (случаи 13, 14), где 

перестройки отличались размером менее 3 м.п.н., определить ХА методом HR-CGH не 

удалось.    Как видно из представленных в таблице данных, метод HR-CGH позволяет 

диагностировать хромосомные аномалии размером 4 м.п.н. и более.  

Образцы ДНК, отобранные для определения разрешающей способности метода 

HR-CGH на основе полученных СтРИ, характеризовались геномным дисбалансом в виде 

делеций (n=11) и дупликаций (n=3). Из всех представленных делеций самыми частыми 

оказались интерстициальные делеции различных хромосом (n=8; случаи 3, 5,  8, 9, 10, 

12, 13, 14), причем 7 из них были размером менее 8 м.п.н., а значит, не могли быть 

диагностированы при стандартном цитогенетическом исследовании. Три случая 

представлены терминальными делециями различного размера (случай 2, 4, 6). Кроме 

того, представлено 3 образца с дупликациями (случай 1, 7, 11), среди которых две 

являлись терминальными (случаи 1, 11), и лишь одна интерстициальной (случаи 7). Все 

эти ХА идентифицированы только методом HR-CGH. 

 Интересным оказался спектр хромосом, задействованных в перестройках.  

Нередко в хромосомный дисбаланс вовлекаются определенные районы хромосом,  в 

которых локализованы  сегментные дупликации генома [Stankiewicz P., 2002]. Часто 

сегментные дупликации кластеризуются в прицентромерных и субтеломерных районах 

хромосом. В геноме человека они отмечены в хромосомах 7, 8, 15, 17, 22 и Х. В 

результате неаллельной рекомбинации гомологичных хромосом происходит 

перераспределение блоков сегментных дупликаций, что приводит к возникновению 

микроделеций и микродупликаций в этих районах [Lupski J., 2006].  И,  действительно, в 

нашей выборке геномный дисбаланс затрагивал практически все перечисленные 

хромосомы (7, 8, 15, 22), что согласуется с упомянутым выше фактом. 

Диагностика интерстициальных делеций и дупликаций является проблемой в 

клинической цитогенетике в связи с трудностями при определении точек разрывов. 

Нередко интерстициальные перестройки при стандартном цитогенетическом 

исследовании диагностируются как терминальные или даже могут не выявляться 

вследствие ограничения разрешающей способности метода. В этом случае 

целесообразно использовать метод CGH, который позволяет не только локализовать ХА 

(терминальная, интерстициальная), но и устанавливать точки разрывов, что является 
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важным для выявления генотип-фенотип корреляции у пациентов с умственной 

отсталостью, аномалиями фенотипа и  множественными врожденными пороками 

развития [Миньженкова М.Е., 2012]. 

Наши данные по определению разрешающей способности метода HR-CGH, на 

основе использования собственных ДСРИ,  хорошо согласуются с результатами других, 

к сожалению,  немногочисленных исследований [Bentz M., 1998; Kirchhoff M., 1999, 

2000, 2001; Joly G., 2001], в которых представлены результаты диагностики «скрытых» 

структурных аберраций  хромосом и установлена разрешающая способность метода HR-

CGH на уровне 3-5 м.п.н..   

 

3.4 Сравнительный анализ эффективности выявления  хромосомных аномалий 

методом метафазной CGH при  использовании фиксированных и 

стандартных референсных интервалов  

 

Для сравнительной оценки эффективности выявления ХА методом метафазной 

CGH при использовании ФиксИ, установленных в программе «LUCIA CGH» и СтРИ, 

сформированных на основе собственной базы данных контрольных профилей 

гибридизации,  проанализированы образцы ДНК 9 пациентов с известными ХА, ранее 

идентифицированные различными молекулярно-цитогенетическими методами (Таблица 

4). Причем в случае 4 у пациента с несбалансированной транслокацией присутствовал 

геномный диссбаланс с двумя ХА в виде делеции и дупликации.  

Следует отметить, что в случаях 4, 6, 8, 9 кариотипы пациентов при стандартном 

цитогенетическом исследовании (GTG-окрашивание) определены как нормальные. В 

случаях 1, 2, 3, 5 при стандартном цитогенетическом исследовании ХА были выявлены, 

а в случаях 1, 2 определены и точки разрывов.  Однако при анализе образцов 3 и 5 

возникли трудности с определением происхождения дополнительного хромосомного 

материала. При стандартном цитогенетическом исследовании кариотипа в случаях 3 и 5 

обнаружен дополнительный материал на q- плече хромосомы 10 (случай 3) и  

хромосомы 15 (случай 5).  

 Таблица 4. Сравнительная оценка эффективности выявления ХА при 

использовании для анализа фиксированных и динамических стандартных референсных 

интервалов. 
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№ 

 

Хромосомные 

аномалии 

Методы исследования  

Разме

р ХА, 

м.п.н. GTG CGH Иденти- 

фикация/ 

верифи-

кация 

ФиксИ 

(0,75:1,25) 

СтРИ 99,5% 

1 del(18) 

(q21.33q33) 

46,XY, 

del(18) 

(q21.3-qter) 

dim(18) 

(q21.33q33) 

 

dim(8)(q21.33q33) FISH 23 

2 del(5) 

(p14.3p15.33) 

46,XX, 

del(5) 

(p14-pter) 

 

dim(5) 

(р14.3р15.33) 

dim(5) 

(р14.3р15.33) 

FISH 18 

3 dup(10) 

(q24.2q26.3) 

46,XX, 

add(10) 

(q26)? 

 

enh(10) 

(q24.2q26.3) 

enh(10) 

(q24.2q26.3) 

FISH 14 

4 dup(8) 

(p23.1p23.3) 

del(4) 

(p16.1p16.3)  

 

46,XY enh(8) 

(р21.3р23.3)  

 

N 

enh(8)(р21.3р23.3)  

 

dim(4)(p16.1p16.3) 

aCGH 12,5 

 

8,6 

5 dup(15) 

(q22.1q24) 

46,XY, 

add(15) 

(q26)? 

 

N enh(15)(q22.1q24) FISH 11 

6 del(11) 

(q24.2q25) 

46,XX 

 

N enh(11)(q24.2q25) aCGH 10 

7 del(15) 

(q24.1q25.2) 

46,XX 

 

N dim(15) 

(q24.1q25.2) 

aCGH 8,1 

8 del(10) 

(q26.2q26.3) 

46,XY N dim(10) 

(q26.2q26.3) 

aCGH 7,7 

9 del(15) 

(q11.2q12) 

46,XX 

 

N dim(15)(q11.2 q12) FISH 5 

 

После проведения молекулярно-цитогенетических исследований с 

использованием методов FISH и CGH ХА полностью идентифицированы. FISH-

исследование с ДНК-зондом на субтеломерный район длинного плеча хромосомы 10 (tel 

10q) позволило установить, что дериватная хромосома образовалась в результате 
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дупликации терминального района длинного плеча хромосомы 10. Для идентификации 

дополнительного материала на хромосоме 15 в случае 5 использовали  mFISH, при 

которой было установлено, что дериватная хромосома содержит исключительно 

собственный материал в виде интерстициальной дупликации. Последующий анализ 

mBAND15 позволил определить дуплицированный район q22→q24.  

В остальных случаях ХА выявлены только при дополнительном исследовании 

методом array-CGH. В случае 4 хромосомный дисбаланс у пациента являлся следствием 

несбалансированной транслокации t(4;8). Несмотря на то, что размер дисбаланса по 

обеим хромосомам оказался достаточно крупным (более 8 м.п.н.), он не был 

диагностирован при стандартном цитогенетическом исследовании. Последующий  

FISH-анализ с ДНК-зондами на субтеломерные районы хромосом 4 и 8 (tel 4p/q, tel 8p/q) 

позволил подтвердить несбалансированную транслокацию. В случае 7 при 

использовании метода aCGH была выявлена делеция района q24.1→q25.2 хромосомы 15 

размером 8 м.п.н.. Повторный анализ кариотипа на уровне 550 бэндов подтвердил эту 

делецию. В случае 9 у пациента с подозрением на синдром Прадера-Вилли FISH-

исследование с локус-специфичными ДНК-зондами (D15S11, GABRB3, SNRPN) на 

критический район q11.2 подтвердило наличие делеции 15 хромосомы.   

Как видно из представленных данных, в случаях с хромосомным дисбалансом 

размером менее 11 м.п.н. (случаи 5-9) при использовании CGH с ФиксИ  ХА не  

идентифицированы.  

С целью повышения разрешающей способности метода CGH с использованием 

ФиксИ  и возможного выявления ХА меньшего размера на этих интервалах, мы 

механически уменьшили границы детекции ХА.  В программе LUCIA CGH существует 

возможность изменить фиксированные интервалы с границами (0.75:1.25) на интервалы 

с границами (0.95:1.05). Для сравнительного анализа выбрали 3 образца с известными 

ХА размером менее 11 м.п.н. (случаи  6, 8, 9 из таблицы 4). Эти результаты также 

сравнили с результатами, полученными при использовании СтРИ  (Рисунок 16). 

  



Хромо- 

сомы 

del(11)(q24.2q25) 

10 м.п.н. 

del(10)(q26.2q26.3) 

7,7 м.п.н. 

 

del(15)(q11.2q12) 

5 м.п.н.  

 

ФиксИ 
СтРИ 

(99,5%) 

ФиксИ 
СтРИ 

(99,5%) 

ФиксИ 
СтРИ 

(99,5%) 
0.75:1.25 0.95:1.05 0.75:1.25 0.95:1.05 0.75:1.25 0.95:1.05 
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Рисунок 16. Сравнительный анализ эффективности выявления ХА менее 11 м.п.н. при 

использовании ФиксИ с границами детекции (0.75:1.25) и (0.95:1.25) и СтРИ (99,5%). 

Примечание:  Синими рамками обозначены соответствующие делеции, 

установленные на arrayCGH. 

 

Оказалось, что механическое сужение ФиксИ действительно позволяет 

обнаруживать  аномалии более мелкого размера, что повышает чувствительность 

метода. Однако это также неизбежно приводит к значительному увеличению 

ложноположительных результатов в виде артефактных ХА, что существенно снижает 

специфичность метода и делает некорректным последующий анализ и интерпретацию 

полученных результатов.  

Таким образом, для оценки хромосомного дисбаланса размером менее 11 м.п.н. 

оптимальными являются СтРИ (99,5%). При анализе HR-CGH с использованием СтРИ 

(99,5%) идентифицированы все ХА. Кроме того, определены точки разрывов, что 

позволило установить размер хромосомного дисбаланса. Следовательно, HR-CGH 

является более чувствительным методом для выявления ХА.  

Отмечено, что кроме повышения чувствительности метода CGH использование 

СтРИ позволяет также повысить и его специфичность. Известно, что в некоторых 

специфических районах хромосом, богатых GC-последовательностями (все короткие 

плечи акроцентрических хромосом и хромосом 19, 22, теломерный район хромосомы 1, 

центромерные районы хромосом 1, 9, 16) иногда наблюдаются колебания 

флуоресцентного соотношения и, как результат, отклонение ПГ от 1,0, что влияет на 

объективную оценку результатов гибридизации [Moore D., 1997]. Эти районы 

представлены достаточно полиморфными участками ДНК и намеренно блокируются  

Cot-1 ДНК при проведении реакции гибридизации.  Тем не менее, даже при нормальных 

вариантах кариотипа в дистальных районах хромосомы 1 (1р32-pter), коротких плечах 

хромосомы 16, 19 и 22 хромосом и центромерных районах хромосом 1, 9, 16, часто  

наблюдаются отклонения ПГ˃1.5 при использовании ФиксИ, что может расцениваться 

как ложноположительная амплификация. Поэтому, при проведении исследования 

методом метафазной CGH эти районы должны анализироваться с большой 
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осторожностью или вовсе исключаться из анализа [Kallioniemi O.P., 1994; du Manoir S., 

1995]. 

Рисунок 17 демонстрирует ложноположительную амплификацию 

прицентромерного гетерохроматина при использовании ФиксИ (А), которая 

корректируется при использовании СтРИ (Б).  

 

 

    А.                                                                          Б. 

                          

Рисунок 17. ПГ для хромосомы 9.  

А ─ ФиксИ;   Б – СтРИ. 

 

Метод HR-CGH, основанный на использовании СтРИ, индивидуальных для 

каждой хромосомы и содержащих отклонения, характерные для каждой отдельной 

хромосомы, позволяет осуществить анализ этих районов и корректно интерпретировать 

результаты, таким образом, увеличивая специфичность выявления хромосомного 

дисбаланса [Kirchhoff M., 1998].  

 

3.5 Молекулярно-цитогенетическая диагностика геномного дисбаланса 

при использовании метода CGH 

3.5.1 Метафазная CGH в диагностике хромосомного дисбаланса при внутриутробной 

гибели плода на ранних этапах эмбриогенеза  

 

Для сравнительной оценки различных методов диагностики ХА при 

неразвивающихся беременностях исследовано 60 образцов хориона.  Все образцы 

абортивного материала исследованы тремя диагностическими методами: стандартное 
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кариотипирование,  FISH на интерфазных  ядрах и метафазная CGH (Таблица 5). 

Хромосомная патология была выявлена в 25 из 60 случаев (41,6%).  

Cтандартное цитогенетическое исследование кариотипа плода не удалось 

провести в 31 случае (51,6%) вследствие низкой пролиферативной активности клеток и 

отсутствия митозов в препаратах. FISH- и CGH-исследования были результативны во 

всех случаях. При стандартном цитогенетическом исследовании  29 образцов материала 

плода нормальный кариотип определен в 22 случаях. В 21 случае это совпало с 

результатами анализа методами FISH и CGH, а в одном случае  выявить ХА удалось 

только с использованием молекулярно-цитогенетических методов.   

Таблица 5. Результаты стандартного цитогенетического исследования и 

молекулярно-цитогенетических исследований: интерфазной FISH и метафазной CGH. 

№ Кариотип FISH  CGH  

1-9 46,XX XX N 

10-21 46,XY XY N 

22 48,XY,+2,+ D XY,+13 +2,+13 

23 46,XX,der(D;D),+ D XX,+13 +13 

24 47,XX,+ D XX +15 

25-26 47,XY,+16 XY +16 

27 47,XX,+18 XX,+18 +18 

28 45,X Моносомия X Моносомия X 

29 46,XХ Моносомия X,+18 Моносомия X,+18 

30-35 ─ XX N 

36-43 ─ XY N 

44 ─ XX +2 

45 ─ XY +7,+8 

46-47 ─ XY +15 

48 ─ XX +15 

49 ─ XX,+21 +15,+21 

50 ─ XY +16 

51 ─ XY +18 

52 ─ XY,+21 +21 

53-54 ─ XX,+21 +21 

55 ─ XX +22 

56 ─ Моносомия X Моносомия X 

57-59 ─ Триплоидия, XXY N 

60 ─ Триплоидия, XXX N 

Примечание: N – геномный дисбаланс не обнаружен. 

«─»  – Цитогенетическое исследование не удалось провести из-за отсутствия митозов. 
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Комбинированное использование различных методов позволило определить, что 

практически все ХА были представлены геномными мутациями, в основном 

анеуплоидиями, которые диагностировали в 21 из 25 случаев, что составило 84%. 

Остальные 4 случая (16%) представлены триплоидией. 

Среди всех анеуплоидий  трисомии  выявлены в 15 случаях (60%), двойные 

трисомии – в 3 случаях (12%), моносомия X -  в 2 случаях (8%). Моносомии по 

аутосомам не обнаружены.  В 1 случае у плода диагностирована крайне редкая, не 

описанная ранее, хромосомная аномалия, представленная одновременно моносомией по 

хромосоме Х и трисомией по хромосоме 18 (случай 29). Причем при стандартном 

цитогенетическом исследовании кариотип определен, как нормальный женский, и 

только использование молекулярно-цитогенетических методов позволило выявить 

комплексную ХА у плода.  

На рисунках 18-20 представлены результаты анализа некоторых ХА, 

диагностированных методом CGH и верифицированных FISH с соответствующими 

ДНК-зондами. 

 

А. 
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Б. 

  

 

Рисунок 18. Двойная трисомия по хромосомам 15 и 21, выявленная в материале 

замершей беременности (случай 49).  

А − результат CGH с ФиксИ.  

Б − Результат FISH c центромероспецифичным ДНК-зондом на хромосому 15 

(D15Z1 FITC - зеленый сигнал) и локусспецифичным ДНК-зондом на хромосому 21 (LSI 

21 Spectrum Orange - красный сигнал). 
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А. 

 

           Б                                                                       В 

                

Рисунок 19. Двойная трисомия по хромосомам 7 и 8, выявленная в материале замершей 

беременности (случай 45).  

А − Результат CGH с Фикси.  

Б − Результат FISH c центромероспецифичными ДНК-зондом на хромосому 7.   

В − Результат FISH c центромероспецифичными ДНК-зондом на хромосому 

хромосому 8. 
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А. 

 

Б.  

 

Рисунок 20. Трисомия по хромосоме 22,  выявленная в материале замершей 

беременности (случай 55).  

А − Результат CGH с ФиксИ.  

Б − Результат FISH c локусспецифичным ДНК-зондом на хромосому 22 (LSI 

BCR). 
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Известно, что наиболее частой хромосомной патологией у плода является 

анеуплоидия [Gersen S., 2013]. Не менее 5% всех клинически распознаваемых 

беременностей сопровождается трисомией или моносомией [Hassold T., 1993].  

Большинство анеуплоидий являются причиной нарушения внутриутробного развития и 

часто приводят к гибели плода на ранних этапах эмбриогенеза. Трисомии выявляются 

при кариотипировании неразвивающихся плодов в среднем в 65% случаев [Fritz B., 

2001]. Таким образом, полученные нами данные о частоте встречаемости этой ХА в 

материале спонтанных абортусов вполне согласуются с данными других 

исследователей. 

Среди всех диагностированных ХА в 16% случаев была выявлена  трисомия по 

хромосоме 15 (случаи 24, 45, 46, 47). Частота трисомий по хромосомам  16 (случаи 25, 

26, 49) и  21 (случаи 51, 52, 53) составила по 12% каждая. Кроме того, были 

диагностированы 2 случая с трисомией по хромосоме 18 и единичные случаи трисомии 

по хромосомам 2 и 22. 

Спектр трисомий, наблюдаемых в материале спонтанных абортусов, отличается 

от такового при развивающихся беременностях и живорождении. Это обусловлено тем, 

большинство числовых ХА приводят к летальным эффектам, и лишь немногие варианты 

числовых и структурных аномалий совместимы с постнатальным развитием организма и 

ведут к хромосомным болезням [Гинтер Е.К., 2003]. Наиболее распространенной 

анеуплоидией, встречающейся при спонтанных абортах является трисомия по 

хромосоме 16 [Davison E.V., 1990]. Частота этой хромосомной аномалии составляет  

30% от диагностируемых трисомий. Трисомия по хромосоме 15 встречается с частотой 

7,5%, трисомия по хромосоме 21 − в 10,5% случаев с диагностируемыми трисомиями 

[Davison E.V., 1990]. Трисомия по хромосомам  2, 18  встречаются с одинаковой 

частотой (4%) и трисомия по хромосоме 22 – 11,4% [Gersen S., 2013]. 

В нашем исследовании материала плода при неразвивающихся беременностях 

была выявлена  неожиданно низкая, по сравнению с ранее опубликованной, частота 

трисомии по хромосомам 16 и 22. Довольно высокой (17%) по сравнению с описанной 

ранее (7,5%) оказалась частота трисомии по хромосоме 15. Поскольку большинство 

исследований по определению спектра хромосомных аномалий при неразвивающихся 

беременностях проводилось достаточно давно, мы можем предположить, что наиболее 

вероятной  причиной такого различия может быть ошибочная цитогенетическая 
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диагностика  при использования для анализа рутинных цитогенетических методов. При 

таком анализе оцениваются только морфологические особенности хромосом, 

позволяющие классифицировать их только по группам.   

Неожиданно высокой оказалась и частота двойных трисомий, которые были 

выявлены в 3 из 25 случаев с ХА (12%). Все они были идентифицированы только при 

использовании CGH. По литературным данным частота двойных трисомий, 

диагностированных при замерших беременностях,  варьирует от 0.21 до 2.8% [Gardo S.,  

1992; Kalousek D., 1993;  Reddy K., 1997]. Можно предположить, что частота двойных 

трисомий, регистрируемых в клетках спонтанных абортусов, при использовании 

стандартного метода цитогенетического анализа является явно заниженой.  

        Частота триплоидий, которые были выявлены в 4 из 25 случаев, составила 16% от 

всех диагностированных ХА. В одном случае триплоидия была материнского 

происхождения (XXX) – дигенической, в 3 других случаях (XXY) можно предположить  

диандрическую форму триплоидии. Полиплоидии являются причиной внутриутробной 

гибели эмбрионов и плодов в 20-25% случаев, большая доля которых приходится на 

триплоидии (17-18%) [Lomax B., 2000; Neuber M., 1993], примерно  70% триплоидий 

имеют отцовское происхождение и являются диандрическими [Schaaf C., 2012].  

В одном случае  причиной неразвивающейся беременности явилась 

несбалансированная структурная хромосомная перестройка – трисомия по хромосоме 13 

вследствие робертсоновской транслокации.  Причем эта хромосомная аномалия была 

выявлена при стандартном цитогенетическом исследовании, однако идентифицировать 

эту перестройку позволили только молекулярно-цитогенетические методы исследования 

(случай 23, таблица 5).  

Таким образом, комбинация различных диагностических методов (стандартное 

кариотипирование,  FISH на интерфазных ядрах и метафазная CGH) позволила выявить 

все случаи ХА в материале спонтанных абортусов. Наиболее эффективным оказался 

метод CGH, который дал возможность определить ХА в 21 случае (84%). Однако, этот 

метод не позволяет диагнстировать полиплоидии, которые были выявлены только при 

FISH-анализе.  

При использовании FISH-анализа на интерфазных ядрах диагностировано 15 

случаев с ХА (60%). Этот метод является таргетным, ограниченным используемыми 

ДНК-зондами. Учитывая довольно широкий и разнообразный спектр ХА, выявляемых 
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при неразвивающихся беременностях, самостоятельное использование этого метода в 

диагностике материала неразвивающихся беременностей является нецелесообразным 

[Jopbanputra V., 2002].  Стандартное цитогенетическое исследование позволило 

определить всего лишь 7 случаев с ХА (28%). Исходя из полученных результатов, 

предлагаем исключить классическое цитогенетическое исследование, как метод с 

наименьшей эффективностью в диагностике ХА при исследовании кариотипа плодов 

при неразвивающейся беременности.  

Для повышения эффективности диагностики хромосомных аномалий при 

неразвивающейся беременности разработан алгоритм исследования материала абортуса 

с использованием обоих методов CGH и FISH (Рисунок 21).   

Данный алгоритм позволяет комбинировать молекулярно-цитогенетические 

методы исследования с целью получения максимальной информации о хромосомном 

статусе плода. Так, в случае отсутствия геномного дисбаланса при CGH исследовании 

рекомендуется проводить интерфазный FISH-анализ с ДНК-зондами на любую аутосому 

и половые хромосомы, что позволяет дифференцировать анеуплоидию от  полиплоидии. 

Мы использовали «коктейль» ДНК-зондов 18, X и Y, включенных в набор 

«AneuVysion».  

Такой подход дает возможность выявить все ХА, являющиеся этиологическим 

фактором неразвивающейся беременности. Если после комплексного исследования 

абортивного материала геномный дисбаланс не обнаружен, можно исключить 

хромосомную патологию как этиологический фактор неразвивающейся беременности. В 

случае выявления геномного дисбаланса с вовлечением акроцентрических хромосом, а 

также частичной моно/трисомии, рекомендовано цитогенетическое обследование 

родителей для выявления носительства реципрокных или робертсоновских 

транслокаций [Миньженкова М.Е., 2014]. 
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Рисунок 21. Алгоритм молекулярно-цитогенетического исследования материала 

плода при спонтанном аборте. 

Стоит также упомянуть, что в последнее время в литературе активно 

дискутируется проблема о влиянии хромосомного набора плацентарных тканей на 

характер эмбрионального развития [Kalousek, 1993]. Показано, что фактором ранней 

эмбриональной летальности может быть мозаицизм по аномальному клону с геномной 

мутацией, который может достигать достаточно высокого значения - порядка 25% 

[Lebedev I.N. , 2003].  

Метод CGH имеет существенные ограничения для анализа мозаичных вариантов 

нарушений хромосомного набора у  абортусов [Daniely et al., 1998; Lestou et al., 1999]. 

Интерфазный FISH-анализ, напротив, позволяет преодолеть ограничения в диагностике 

хромосомного мозаицизма [Lomax et al., 1994]. Нами осуществлена попытка получить 

данные о хромосомном мозаицизме в материале спонтанных абортусов с выявленными 

при CGH-анализе ХА. К сожалению, для проведения интерфазного FISH-анализа 

количество и качество архивных препаратов оказалось недостаточным. Мы не смогли 



93 
 

корректно проанализировать все случаи с ХА, и сделать полное заключение по 

хромосомному мозаицизму при репродуктивных потерях, поэтому данное исследование 

не обсуждается далее в нашей работе. 

В настоящее время в диагностике геномного дисбаланса все более широко 

используется метод микроматричной сравнительной  геномной гибридизации (array 

CGH - aCGH) [Benkhalifa M., 2005; Gao J., 2013]. Микроматричная сравнительная 

геномная гибридизация (aCGH), как и метафазная CGH, позволяет проводить 

полногеномную идентификацию ХА без необходимости культивирования  материала и 

приготовления из него цитогенетических препаратов. Метод aCGH является 

эффективным в диагностике микрохромосомных аномалий, позволяя выявлять 

геномный дисбаланс размером  даже в несколько десятков пар нуклеотидов [Gao J., 

2013]. Однако роль таких  микроперестроек в этиологии остановки внутриутробного 

развития остается неясной, поэтому применение столь чувствительного метода в этой 

области остается под сомнением. 

Таким образом, наиболее целесообразным для диагностики геномного дисбаланса 

при репродуктивных потерях является метод метафазной CGH. Учитывая спектр ХА, 

наблюдаемых в материале спонтанных абортов, представленных  в основном 

анеуплоидиями, оптимальным для диагностики ХА является анализ CGH с 

использованияем ФиксИ. 

 

3.5.2 HR-CGH в диагностике хромосомного дисбаланса у пациентов с 

умственной отсталостью, аномалиями развития и нормальным кариотипом, 

ранее установленным при стандартном цитогенетическом исследовании  

 

С внедрением в диагностику высокоразрешающих молекулярно-

цитогенетических методов исследования стало возможным определение этиологии 

патологических состояний, сопровождающихся умственной отсталостью различной 

степени, аномалиями фенотипа и/или врожденными пороками развития (ВПР). 

Показано, что различные ХА наблюдаются примерно в 20-30% случаев у индивидуумов 

с тяжелой и средней степенью УО [Raynham H., 1996; Ranvan J., 2006] и в 3% случаев у 

пациентов с легкими степенями УО [Lamb A., 1999; Sagoo G., 2009]. 
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Для диагностики геномного дисбаланса у пациентов с умственной отсталостью 

проведено исследование 34 образцов ДНК методом HR-CGH. Основным критерием 

отбора пациентов для исследования являлось наличие умственной отсталости средней 

или тяжелой степени, аномалий фенотипа и/или ВПР и нормальный кариотип, 

установленный при стандартном цитогенетическом исследовании. Аномалии фенотипа 

включали лицевые дисморфии, аномалии костей черепа и аномалии скелета. Степень 

УО в большинстве случаев была определена по МКБ-10.   

При использовании метода HR-CGH ХА выявлены в 7 случаях из 34, что 

составило 20,5%. Результаты исследования представлены в таблице 6.  

Таблица 6. Результаты исследования пациентов с ХА, выявленными методом HR-CGH. 

№ Карио- 

тип 

(GTG) 

Результат HR-CGH Размер 

ХА** 

(м.п.н) 

Подтверждающие методы 

Ревизия 

GTG 

FISH 

1 46,ХХ ish cgh dim(15)(q11.2q11.2)  

de novo* 

5 46,XX  ish del(15)(q11.2) 

(D15S11-) 

2 46,XY ish cgh dim(13)(q12.11q13.11), 

enh(14)(q11.2q12)ish cgh , pat*  

5,5 

8,5 

46,XY  ish der(14)t(13;14) 

(wcp14+;wcp13-) 

3 46,XX ish cgh dim(17)(p11.2p12) 

de novo* 

8 

 

del(17) 

(p11.2-p12) 

ish del(17)(p11.2) 

(RAI1-) 

4 46,XX ish cgh dim(13)(q33.1q34)  

de novo* 

10,5 46,XX ish del(13) 

(q34)(D13S327-) 

5 46,XY  ish cgh enh(6)(q25.2q27), 

dim(11)(q24.1q25), pat* 

16 

12 

46,XY ish 

der(11)t(6;11)(6QTE

L54+, D11S1037-) 

6 46,XХ ish cgh enh(10)(q26.1q26.3) 

 de novo* 

7,9 46,XX ish dup(10) 

(q26.1-q26.3) 

 7 46,XX  dim(4)(q32.3q35.2) de novo* 21 del(4) 

(q32-qter) 

ish del(4)(q35) 

(D4S2930-) 

 

Примечание: * − происхождение ХА установили при исследовании кариотипа 

родителей пациентов стандартным цитогенетическим (GTG) и молекулярно-

цитогенетическим (FISH) методами. 

** − размер ХА определяли с использованием UCSC Genome Bioinformatics Site [Kent, 

W., 2002]. 
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Метод НR-CGH позволил выявить у этих пациентов геномный дисбаланс в виде 

делеций (n=6) и дупликаций (n=3), а также определить их размеры, которые 

варьировали от 5 до 21 м.п.н. Дополнительные исследования с использованием FISH-

метода позволили определить структуру и происхождение этого дисбаланса, а также 

верифицировать все выявленные ХА.  

В двух случаях (2, 5) хромосомный дисбаланс у пациентов являлся следствием 

несбалансированных вариантов транслокаций, обусловленных патологической 

мейотической сегрегацией у отцов–носителей реципрокных транслокаций (Рисунки 22, 

23, соответственно). Несмотря на довольно крупные размеры геномного дисбаланса в 

случаях 5 и 6 эти варианты не были обнаружены при классическом цитогенетическом 

исследовании, так как дериватные хромосомы, образовавшиеся в результате обмена 

транслоцированными сегментами сходными по размеру и рисунку G-бэндов, визуально 

не отличались от их нормальных гомологов. 

А.    

Б. 

Рисунок 22.  Случай 2. Несбалансированная транслокация der(14)t(13;14)(q13.11;q12) 

pat. А - Результат HR-CGH. Б - Результат FISH с цельнохромосомными ДНК зондами на 

хромосомы 13 (wcp13 − Spectrum Green) и 14 (wcp 14 – Texas Red). 
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А. 

 

Б.                                                                   В.             

Рисунок 23.  Случай 5. Несбалансированная транслокация der(11)t(6;11)(q25.2;q24.1) pat.  

А - Результат HR-CGH.  

Б - Результат FISH с ДНК зондом на субтеломерные районы короткого и 

длинного плеча хромосомы 6: tel6p – Spectrum Green, tel6q – Spectrum Orange. 

В - Результат FISH с ДНК зондом на субтеломерные районы короткого и 

длинного плеча хромосомы 11: tel11p – Spectrum Green, tel11q – Spectrum Orange. 

Из четырех выявленных делеций (случаи 1, 3, 4, 7) две оказались терминальными 

(случаи 4, 7), две − интерстициальными (случаи 1, 3). Все они являлись случайными 

мутациями и возникли de novo. 
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Установлено, что  в двух случаях (1, 3) основным этиологическим фактором 

патологического состояния пациентов являлись микроделеции, ассоциированные с 

известными синдромами. В случае 1 выявлена микроделеция района (q11.2) хромосомы 

15, синдром Прадера-Вилли (Рисунок 24).    

А.                                                                                             Б. 

 

Рисунок 24.  Случай 1. Интерстициальная делеция del(15)(q11.2-q12)de novo, 

ассоциированная с синдромом Прадера-Вилли. А - Результат HR-CGH. Б - Результат 

FISH с ДНК зондом сер 15/D15S11, критический район (D15S11) Spectrum Orange, 

контрольный район – Spectrum Green. 

В случае 3 у пациента выявлена микроделеция района (p11.2) хромосомы 17, 

ассоциированная с синдромом Смит-Магенис, которую верифицировали при 

последующем FISH-анализе (Рисунок 25). 

А.                                                                                           Б.                 

 

Рисунок 25. Случай 3. Интерстициальная делеция del(17(р11.2-р12)de novo, 

ассоциированная с синдромом Смит-Магенис. А - Результат HR-CGH.Б - Результат 

FISH с ДНК зондом на хромосому 17: критический район (RAI1) -FITC, контрольный 

район – TexasRed. 
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В двух случаях (4, 7) с терминальными делециями метод HR-CGH позволил не 

только диагностировать эти делеции, но и корректно определить точки разрывов и 

размер геномного дисбаланса. Примечательным оказалось то, что, несмотря на довольно 

крупные размеры  перестроек в этих случаях (более 10 м.п.н.) кариотипы пациентов 

ранее определили как нормальные. Результаты представлены на рисунках 26 и 27, 

соответственно. 

 

А.                                                                    Б. 

 

 

Рисунок 26. Случай 4. Терминальная делеция del(13)(q33.1-q34) de novo. 

А - Результат HR-CGH.  

Б - Результат FISH с ДНК зондом на субтеломерный район длинного плеча 

хромосомы 13 - tel13q Spectrum Orange. 
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 А.                                                         Б.                                                                   

 

 

 

Рисунок 27. Случай 7. Терминальная делеция del(4)(q32-q35.2) de novo. 

А - Результат HR-CGH. 

Б - Результат  стандартного цитогенетического исследования (GTG-окрашивание).  

В - Результат FISH с ДНК зондом на субтеломерные районы короткого и 

длинного плеча хромосомы 4: tel4p – Spectrum Green, tel4q – Spectrum Orange. 
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В одном случае хромосомный дисбаланс представлен дупликацией длинного 

плеча хромосомы 10 (случай 6). ХА верифицирована FISH методом с набором ДНК-

зондов на хромосому 10 − mBAND10 (Рисунок 28). 

А.                                        Б. 

 

 

Рисунок 28. Случай 6. Терминальная дупликация dup(10)(q26.1-q26.3) de novo. 

А - Результат HR-CGH. 

Б -  Результат mBAND10. 

 

Результаты проведенного исследования показали, что метод HR-CGH позволил 

дополнительно диагностировать 20,5% ХА, не выявленных ранее при стандартном 

цитогенетическом исследовании. Таким образом, метод  HR-CGH является 

эффективным для выявления хромосомного дисбаланса в группе пациентов с УО 

средней и тяжелой степени, аномалиями фенотипа и/или ВПР. Однако, определение 

структуры этого дисбаланса во всех случаях возможно только при использовании 

дополнительных молекулярно-цитогенетических методов исследования. Следовательно, 
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только комплексный подход с использованием цитогенетических (GTG- и др. окраска), 

молекулярно-цитогенетических (FISH, HR-CGH) и молекулярных (aCGH) методов 

исследования позволяет выявить полный спектр ХА и установить окончательный 

диагноз.  

Разработана схема обследования пациентов с умственной отсталостью, 

аномалиями фенотипа и/или ВПР, позволяющая повысить эффективность диагностики 

ХА (Рисунок 29). Стоит отметить, что данная схема может быть использована только 

после исключения синдромальных форм моногенных заболеваний, которые также 

прводят к УО у пациентов. 

 

Рисунок 29. Этапы обследования пациентов с умственной отсталостью, аномалиями 

фенотипа и/или ВПР. 

Предложенный подход обусловлен результами, полученными в ходе нашего 

исследования, а так же данными, представленными в работах других исследователей. 

Показано, что более чем в половине случаев у пациентов с умственной отсталостью и 

нормальным кариотипом, размеры ХА превышали 3,5-4 м.п.н.. В работе Martin C.L. и 

соавт. приводятся данные, что при анализе  ДНК пациентов с УО методом aCGH 
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диагностировали 59% (27/61) клинически значимых ХА размером более 4 м.п.н. 

(Рисунок 30) [Martin C., 2007].  

 

Рисунок 30. Размеры клинически значимого хромосомного дисбаланса, установленного 

методом aCGH [Martin C., 2007]. 

Аналогичные результаты представлены в работе Wincent с соавт., где частота 

хромосомного дисбаланса размером более 4 м.п.н. в группе пациентов с УО, 

аномалиями фенотипа и/или ВПР составила 57%  [Wincent J., 2010].  

Таким образом, мы считаем целесообразным начинать исследование пациентов с 

УО, аномалиями фенотипа и/или ВПР методом HR-CGH. 
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5. ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

 

В данной работе выполнено активирование опции анализа высокого разрешения 

метафазной сравнительной геномной гибридизации (HR-CGH) на основе создания 

собственных стандартных референсных интервалов (СтРИ) для программного 

обеспечения LUCIA CGH. Проведенные исследования позволили установить, что анализ 

с применением СтРИ (99,5%) является наиболее оптимальным для поиска 

несбалансированных хромосомных аномалий.  При анализе образцов ДНК с 

хромосомными аномалиями известного размера от 2,5 до 12,5 м.п.н. определено, что 

метод HR-CGH с использованием собственных СтРИ позволяет диагностировать 

хромосомные аномалии размером 4 м.п.н. и более. 

С целью стандартизации «платформы» для проведения метафазной CGH 

оптимизирован протокол приготовления хромосомных препаратов, полученных при 

культивировании лимфоцитов периферической крови с использованием среды RPMI-

1640(Т) с концентрацией тимидина 0,1 мг/мл.  Установлено, что обязательными этапами 

подготовки и отбора хромосомных препаратов в качестве  «платформы» для 

гибридизации являются постфиксация хромосом на препарате и проведение 

денатурирующего теста.  

При сравнительном анализе эффективности выявления ХА методом CGH c 

использованиием ФиксИ и HR-CGH с использованием СтРИ показано, что для оценки 

хромосомного дисбаланса размером менее 11 м.п.н. оптимальными являются СтРИ 

(99,5%). Следовательно, HR-CGH является более чувствительным методом для 

выявления хромосомного дисбаланса. Кроме того, метод HR-CGH, основанный на 

использовании СтРИ, индивидуальных для каждой хромосомы, и содержащих 

отклонения, характерные для каждой отдельной хромосомы, позволяет осуществить 

анализ любых хромосомных районов без исключения и корректно интерпретировать 

результаты. Таким образом, кроме чувствительности метода увеличивается также и 

специфичность выявления хромосомного дисбаланса. 

В работе представлены результаты исследования образцов ДНК различных групп 

(образцы ДНК хориона при неразвивающейся беременности и образцы ДНК пациентов 

с УО, аномалиями фенотипа и/или ВПР) методом метафазной CGH и HR-CGH, 
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соответственно. На основании полученных данных разработаны соответствующие 

алгоритмы исследования для наиболее эффективной диагностики ХА.  

Для оценки эффективности выявления ХА при репродуктивных потрерях 

проведено исследование 60 образцов хориона. Все образцы абортивного материала 

исследованы тремя диагностическими методами: стандартное кариотипирование,  FISH 

на интерфазных  ядрах и метафазная CGH. Наиболее эффективным оказался метод CGH, 

который дал возможность определить все ХА, представленные анеуплоидиями, однако 

случаи триплоидии не были диагностированы, так как идентификация полиплоидии 

является одним из ограничений метода. Для повышения эффективности диагностики 

хромосомных аномалий при неразвивающейся беременности разработан алгоритм 

исследования абортивного материала с комплексным использованием методов CGH и 

FISH. Такой подход дает возможность выявить все ХА, являющиеся этиологическим 

фактором неразвивающейся беременности. 

Для диагностики хромосомного дисбаланса у пациентов с умственной 

отсталостью, аномалиями фенотипа и/или ВПР и нормальным кариотипом, ранее 

установленным при стандартном цитогенетическом исследовании, проведено 

исследование 34 образцов ДНК методом HR-CGH, которое позволило выявить в этой 

группе дополнительно 20,5% случаев с ХА. Результаты проведенного исследования 

показали, что метод HR-CGH является эффективным для выявления хромосомного 

дисбаланса размером более 4 м.п.н. в группе пациентов с УО, аномалиями фенотипа 

и/или ВПР. Однако, определение структуры этого дисбаланса возможно только при 

использовании дополнительных молекулярно-цитогенетических методов исследования. 

Поэтому оптимальным для исследования данной группы пациентов является комплекс 

молекулярно-цитогенетических и молекулярно-генетических методов, который 

позволяет выявлять все клинически значимые ХА, являющиеся причиной умственной 

отсталости, аномалий фенотипа и/или ВПР у пациентов. 

Безусловно, в каждом случае умственной отсталости у ребенка необходимо 

стремиться к установлению этиологического фактора и нозологического диагноза. Это 

особенно важно для понимания закономерностей развития и особенностей проявления 

заболевания. Нозологический диагноз позволяет определить характер лечения и 

надеяться на более выраженную компенсацию дефекта у ребенка.  К сожалению,  на 

сегодняшний день в клинической практике полная нозологическая дифференциация 
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умственной отсталости еще невозможна. И все же, последние достижения в области 

диагностики генетических нарушений на молекулярном уровне дают основания 

надеяться на качественное повышение всего процесса установления нозологического 

диагноза и адекватного проведения консультирования пациента и семьи в целом.  

Суммируя все вышесказанное можно сделать заключение, что метод метафазной 

сравнительной геномной гибридизации, как с использованием в качестве границ 

детекции СтРИ (HR-CGH), так и с ФиксИ (CGH), является эффективным для выявления 

хромосомного дисбаланса в различных группах пациентов. Тем не менее, только 

комплексный подход с использованием дополнительных цитогенетических, 

молекулярно-цитогенетических и молекулярных методов исследования позволяет 

полностью идентифицировать структуру ХА и, таким образом, поставить 

окончательный цитогенетический диагноз. Определение основного этиологического 

фактора того или иного заболевания является ключевым моментом диагностики, 

поскольку позволяет корректно проводить медико-генетическое консультирование 

семей, касающееся прогноза и оценки генетического риска. 
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ВЫВОДЫ 

 

1.    При сравнительном анализе  различных протоколов культивирования Т-

лимфоцитов периферической крови и проведении подготовительных  этапов 

хромосомных препаратов - «платформы» для CGH, определены оптимальные условия 

для достижения интенсивной равномерной гибридизации на хромосомах: 

культивирование лимфоцитов периферической крови с использованием питательной 

среды с тимидином в концентрации 0,1 мг/мл, постфиксация хромосом на препарате и 

проведение денатурирующего теста.  

2. При проведении серии гибридизаций «норма на норму» создана 

собственная база данных, состоящая из 12 567 профилей гибридизации 

проанализированных хромосом, что позволило сформировать стандартные референсные 

интервалы и проводить анализ высокого разрешения (HR-CGH). 

3. При анализе образцов ДНК с хромосомными аномалиями известного 

размера, установленного методом arrayCGH, определено, что пороговое значение 

размера геномного дисбаланса, который может быть диагностирован методом HR-CGH, 

составляет 4 м.п.н. 

4. При анализе образцов ДНК с известными хромосомными аномалиями 

определено, что HR-CGH с полученными стандартными референсными интервалами 

(99.5%) является более чувствительной и специфичной, чем CGH с установленными 

фиксированными интервалами (0.75:1.25).  

5. При исследовании образцов ДНК плодов, внутриутробно погибших на 

ранних этапах эмбриогенеза, комплексный подход с использованием методов 

метафазной CGH и FISH, в отличие от стандартного подхода, позволил выявить 

хромосомный дисбаланс размером более 4 м.п.н. с эффективностью 100%. 

6. При анализе образцов ДНК пациентов с умственной отсталостью, 

аномалиями фенотипа и/или врожденными пороками развития и нормальным 

кариотипом, методом HR-CGH дополнительно выявлено 20,5% ХА, ранее не 

диагностированных при стандартном цитогенетическом исследовании.  
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ПРИМЕНЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ И НАУЧНЫХ ВЫВОДОВ 

1. Для проведения качественной и эффективной метафазной сравнительной 

геномной гибридизации необходимо использовать стандартизованную «платформу» – 

хромосомные препараты, приготовленные по оптимизированному протоколу 

культивирования, с обязательным этапом постфиксации хромосом на препарате.  

2. Метод метафазной CGH внедрен в практику Федерального 

государственного бюджетного учреждения «Медико-генетический научный центр» 

Российской академии медицинских наук и рекомендуется для комплексной диагностики 

геномного дисбаланса при внутриутробной гибели плода на ранних этапах 

эмбриогенеза. 

3. Метод HR-CGH рекомендован для выявления геномного дисбаланса у 

пациентов с умственной отсталостью, аномалиями фенотипа и врожденными пороками 

развития. 

4. Алгоритм молекулярно-цитогенетического исследования при 

репродуктивных потерях опубликован в научно-практическом журнале «Медицинская 

Генетика». 
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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ И УСЛОВНЫХ ОБОЗНАЧЕНИЙ 

 

СтРИ –стандартные референсные интервалы 

ВПР – врожденные пороки развития 

м.п.н. – миллион пар нуклеотидов 

т.н. – тысяча нуклетидов 

УО – умственная отсталость 

ХА – хромосомные аномалии 

ФиксИ – фиксированные интервалы 

Array Comparative Genomic Hybridization (arrayCGH - aCGH) − микроматричная 

сравнительная геномная гибридизация  

Comparative Genomic Hybridization (CGH) – сравнительная геномная 

гибридизация 

Fluorescence In Situ Hybridization (FISH) − флуоресцентная in situ гибридизация 

GTG – G-бэндинг при использовании Trypsin-Giemsa 

High Resolution Comparative Genomic Hybridization (HR-CGH) − сравнительная 

геномная гибридизация высокого разрешения 
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