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Вступ

Наявність хромосомної па-
тології у людини на пренаталь-
ному рівні встановлюється за
допомогою цитогенетичних,
молекулярно-цитогенетичних і
молекулярних методів. У біль-

шості випадків аналіз прово-
дять за допомогою стандарт-
ного цитогенетичного дослі-
дження у першому-другому
триместрі вагітності біоптату
ворсин хоріона та клітин ам-
ніотичної рідини. Молекулярно-
цитогенетичні та молекулярні

методи пропонують застосову-
вати як експрес-аналіз для ви-
явлення найбільш поширених
геномних мутацій у плода (три-
сомія 13, 18, 21) [2–4]. Об-
ґрунтуванням для проведення
експрес-діагностики подружнім
парам старшої вікової катего-
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Introduction. Molecular-cytogenetic and molecular methods are widely used in prenatal diagno-

sis for rapid detection of genomic mutations (trisomy 13, 18, 21). Aneuploidy screening is important
for 35 year-old women. It is well known that the risk to born a child with chromosome pathology is
higher among older mothers. The application of rapid aneuploidy testing by molecular and molecular-
genetic methods as a stand-alone approach in prenatal diagnosis is greatly debated. The level of
false-positive and false-negative results is 13.2–30%.

Objectives. To assess the clinical utility of molecular-cytogenetic methods as an express method
in detecting chromosomal pathology in fetuses.

The aim of this study is to objectively evaluate FISH in prenatal diagnosis of chromosome pathol-
ogy as stand-alone approach to women older than 35 years old.

Methods. Classical cytogenetic and molecular-cytogenetic methods (FISH) on metaphases and
interphase cells.

Results and conclusions. We retrospectively reviewed the results of cytogenetic conventional
investigation of 577 fetuses. CVS was performed specifically for advanced maternal age (35 years
old). 30 abnormal karyotypes were found. Among them there were 21 fetuses with aneuploidy, 7 —
with structural rearrengment and 2 fetuses — with marker chromosome.

Additional FISH investigation was used for 12 cases: in mosaic variants — 9 cases, to identify
marker chromosome — 2 cases, to detect cryptic microdeletion — 1 case.

According to our results, FISH is highly informative test for identification of chromosomal mutation
(marker chromosome, microdeletion, chromosomal rearrengements) and for identification of percent
of mosaic clones.

However, it should be recognized that the rapid test for aneuploidy of chromosomes 13, 18, 21,
X and Y by FISH provides only a limited amount of information about the fetus’s karyotype. Retro-
spective analysis demonstrated that the fast FISH fails to detect 30 to 45% of the fetal chromosomal
anomalies. The risk to receive false-negative results is near 48.4%, as our results demonstrate.
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рії є встановлений зв’язок між
віком матері та ризиком наро-
дження дитини з хромосомною
патологією. Проте доцільність
широкого впровадження екс-
прес-методу дискутується. Ви-
падки хибнопозитивних і хиб-
нонегативних результатів ста-
новлять від 13,2 до 30 % [1; 2].

Мета нашого дослідження
— оцінити ефективність засто-
сування молекулярно-цитоге-
нетичних методів як експрес-
аналізу для виявлення й іден-
тифікації хромосомної патоло-
гії у плодів жінок старшої віко-
вої категорії.

Матеріали та методи
дослідження

Ретроспективний аналіз ре-
зультатів цитогенетичного до-
слідження каріотипу 577 пло-
дів був проведений для визна-
чення відсотка виявлення ге-
номних і хромосомних мутацій
у плодів вагітних жінок старшої
вікової категорії. Середній вік
жінок, яким проводили інва-
зивну пренатальну діагности-

ку, становив 37,8 року. Згідно
з вимогами Комітету з біоети-
ки НМАПО ім. П. Л. Шупика,
була отримана інформаційна
згода у пацієнтів на проведен-
ня аналізу.

Для цитогенетичного аналі-
зу використовували матеріал
біоптату ворсин хоріона й ам-
ніотичну рідину. Алгоритм про-
ведення аналізу представле-
ний на рис. 1. Препарати з клі-
тин біоптату ворсин хоріона
готували за загальноприйняти-
ми методиками із власною мо-
дифікацією. У кожному випад-
ку отримували препарати піс-
ля безпосередньої фіксації клі-
тин одразу після біопсії ворсин
хоріона і через 24 год культи-
вування клітин у культурально-
му середовищі Amnio Max II.
Усього для кожного випадку
аналізували по 30–40 мета-
фаз.

Клітини амніотичної рідини
культивували за загальноприй-
нятим методом [8]. Аналізу-
вали 15–20 клітин від не мен-
ше ніж двох незалежних пер-

винних культур (двох флако-
нів).

Препарати клітин амніотич-
ної рідини та біоптату ворсин
хоріона забарвлювали GTG-
методом. Допоміжні методи
забарвлення (QFQ та CBG)
застосовували за необхідності
для уточнення розміру гетеро-
хроматинових блоків.

Флюоресцентну гібридиза-
цію in situ (FISH) проводили за
протоколом, рекомендованим
виробником ДНК-зондів. Залеж-
но від показань застосовували
ДНК-зонди на центромерні ді-
лянки хромосом (CEP), локус-
специфічні (LSI), багатокольо-
рову FISH — multi-FISH (Vysis,
Abbott Molecular Inc, США). При
виявленні мозаїцизму для уточ-
нення співвідношення клонів
клітин із хромосомною патоло-
гією аналізували по 200 інтер-
фазних ядер без накладань.

Результати дослідження
та їх обговорення

Стандартний цитогенетич-
ний аналіз біоптату ворсин хо-

Рис. 1. Алгоритм проведення дослідження
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ріона 577 плодів виявив хро-
мосомну патологію в 30 ви-
падках, що становило 5,2 %.
Переважали геномні мутації —
анеуплоїдії автосом і гоносом
у повній та мозаїчній формах
(21 випадок, що становить 70 %
усієї виявленої патології). Хро-
мосомні мутації (транслока-
ції, делеції) були виявлені в
7 (23,3 %) випадках. Додатко-
ві маркерні хромосоми трапля-
лися з частотою 2 (6,7 %) ви-
падки.

Серед геномних мутацій
переважали анеуплоїдії гоно-
сом (повна та мозаїчна форми,
10 випадків) і трисомія хромо-
соми 21 (повна та мозаїчна
форми, 4 випадки). Інші геном-
ні мутації були визначені як
тетраплоїдія, трисомія хромо-
соми 8, трисомія хромосоми 2
(мозаїчна форма) і трисомія
хромосоми 3 (мозаїчна фор-
ма).

Усі випадки мозаїчної фор-
ми анеуплоїдії хромосом 13,
21, Х, Y були проаналізовані
додатково молекулярно-цито-
генетичним методом FISH (див.
рис. 1). Залежно від результа-
ту цитогенетичного аналізу ви-
користовували різні ДНК-зонди.
При виявленні мозаїцизму го-
носом були задіяні ДНК-зонди
на центромерні ділянки хромо-
соми Х та Y (CEPX, CEPY).
Аналіз мозаїцизму трисомії
хромосом 13 та 21 на інтер-
фазних ядрах проводили з ви-
користанням ДНК-зондів на
унікальні послідовності хромо-
сом: для хромосоми 13 ділян-
ка 13q14.2 і для хромосоми 21
— 21q22.13 (для кожної ділян-
ки по кілька маркерів).

Результати молекулярно-
цитогенетичного дослідження
подано у табл. 1. Наявність
мозаїчного клону було підтвер-
джено в чотирьох з п’яти ви-
падків. За допомогою FISH у
випадках 1, 2, 6, 7 було підтвер-
джено наявність клону клітин з
каріотипом, відмінним від нор-
мального, а також визначено
співвідношення нормальних й
анеуплоїдних клітин. Подаль-
ше медико-генетичне консуль-

тування родини базувалося
на результатах молекулярно-
цитогенетичного аналізу. У ви-
падку 5 додаткове молекулярно-
цитогенетичне дослідження ін-
терфазних ядер, отриманих
з матеріалу біоптату ворсин
хоріона, не підтвердило наяв-
ність клону клітин з каріотипом
45,Х, який був виявлений стан-
дартним цитогенетичним ме-
тодом. Подальший алгоритм
дій у даному випадку — цито-
генетичний і молекулярно-
цитогенетичний аналіз клітин
амніотичної рідини, який пока-
зав нормальний жіночий ка-
ріотип (див. табл. 1).

Окрім найбільш поширених
анеуплоїдій та їх мозаїчних
варіантів (анеуплоїдії хромо-
сом 13, 18, 21, Х та Y), було
виявлено мозаїчну форму три-
сомії хромосоми 2 (випадок 3) і
мозаїчну форму трисомії хромо-
соми 3 (випадок 4; див. табл. 1).
Обидва випадки були дослі-
джені двома етапами для ви-
значення співвідношення кло-
нів клітин (див. рис. 1). Згідно
з алгоритмом, обидва випадки
були досліджені стандартним
цитогенетичним методом на
клітинах біоптату ворсин хоріо-
на (прямі препарати та препа-
рати, отримані після культиву-
вання). Другий етап включав
проведення амніоцентезу нав-
колоплідної рідини на 18-му
тижні вагітності й аналіз клітин,
отриманих після культивуван-
ня амніотичної рідини. Цито-
генетичний аналіз культури
клітин з амніотичної рідини не
виявив мозаїцизму — каріотип
плода у випадку 3 — 46,ХХ, у
випадку 4 — 46,ХY.

Серед хромосомних струк-
турних аномалій, які були ви-
явлені стандартним цитогене-
тичним методом, найбільш по-
ширеними виявилися делеції
та робертсонівські транслокації.
Молекулярно-цитогенетичне
дослідження було проведене
при визначенні інтерстиціаль-
ної делеції довгого плеча хро-
мосоми 22.

Наявність ультразвукових
маркерів при нормальному ка-

ріотипі визначила подальший
перебіг лабораторного дослі-
дження. Так, проведення уль-
тразвукового обстеження на
23-му тижні вагітності зафіксу-
вало комбіновану ваду серця
у плода (дефект міжшлуночко-
вої перегородки, гіпоплазія пра-
вого шлуночка, атрезія трикус-
підального клапана, гіпоплазія
стовбура легеневої артерії).
Стандартний цитогенетичний
аналіз клітин амніотичної ріди-
ни показав нормальний каріо-
тип (46,ХХ). Оскільки відомо,
що вади серця пов’язані з мік-
роделецією хромосоми 22, бу-
ло вирішено провести додат-
кове молекулярно-цитогене-
тичне дослідження із застосу-
ванням локус-специфічного
ДНК-зонда на хромосому 22.
Аналіз хромосом за допомо-
гою FISH із застосуванням
ДНК-зонда LSI DiGeorge locus
Spectrum Orange/LSI ARSA
Spectrum Green виявив деле-
цію ділянки 11.2 довгого пле-
ча хромосоми 22 (22q11.2) в
усіх проаналізованих метафа-
зах та інтерфазних ядрах. По-
дальше медико-генетичне кон-
сультування родини базувало-
ся на результатах молекулярно-
цитогенетичного аналізу.

Ідентифікація додаткових
маркерних хромосом також
потребувала додаткового мо-
лекулярно-цитогенетичного
аналізу. У випадку 10 були ви-
користані центромерні ДНК-
зонди на хромосоми Х і Y; до-
даткова міні-хромосома похо-
дила від хромосоми Х (див.
табл. 1) [3]. У випадку 11 за-
стосували багатокольорову
FISH, під час якої кожна пара
хромосом забарвлюється в ін-
дивідуальний колір. Маркерна
хромосома була ідентифікова-
на як дериват хромосоми 12
(див. табл. 1) [4].

Отже, молекулярно-цитоге-
нетичне дослідження проводи-
лось у разі виявлення мозаїциз-
му автосом або гоносом (9 ви-
падків), за наявності в каріоти-
пі додаткової міні-хромосоми
(2 випадки), при підозрі на мік-
роделецію (1 випадок). Із 577
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проаналізованих стандартним
цитогенетичним методом пло-
дів 12 (2,1 %) потребували до-
даткового молекулярно-цито-
генетичного дослідження. В
усіх випадках FISH застосову-
вали з уточнюючою метою,
при цьому вибір ДНК-зондів
базувався на результатах стан-
дартного цитогенетичного ана-
лізу та даних ультразвукового
дослідження. Таким чином,
молекулярно-цитогенетичний
метод не замінював стандарт-
ний цитогенетичний аналіз, а
доповнював його.

Питання про доцільність ви-
користання молекулярно-цито-
генетичних або молекулярних
методів як експрес-методу ви-
явлення хромосомної патоло-
гії на пренатальному рівні по-
рушується в багатьох статтях
[1; 5]. Випадки хибнопозитив-
них і хибнонегативних резуль-
татів, за оцінками різних до-
слідників, становлять від 13,2
до 30 % [1; 2]. У літературі на-
копичилося достатньо випад-
ків із практики хибнонегатив-
них результатів, отриманих за
допомогою FISH/QF-PCR на
інтерфазних ядрах [2; 6; 7].

Ретроспективний аналіз
хромосомної патології у пло-
дів, яка була виявлена цитоге-
нетичними та молекулярно-
цитогенетичним методами в
нашому дослідженні, показав,
що використання виключно
FISH на інтерфазних ядрах з
альфоїдними ДНК-зондами на
хромосоми 13, 18, 21, X та Y
змогло б виявити 51,6 % хро-
мосомної патології, а відповід-
но 48,4 % хромосомної пато-
логії були б прогаяні. Наші дані
узгоджуються з думкою інших
авторів: FISH на інтерфазних
ядрах не виявляє збалансова-
ні та незбалансовані струк-
турні перебудови, інші анеу-
плоїдії, на які ДНК-зонди не ви-
користовували, мікроструктур-
ні перебудови (делеції, дуплі-
кації), однобатьківську дисо-
мію [1; 2].

Розв’язати цю проблему на-
магаються за допомогою нових
молекулярно-цитогенетичних

методів, використання яких
знизило б відсоток хибнопози-
тивних і негативних резуль-
татів. Мова йде про молеку-
лярне каріотипування за допо-
могою порівняльної геномної
гібридизації (CGH), порівняль-
ної геномної гібридизації на
мікрочіпах (arrayCGH), спіль-
ної ампліфікації всіх елемен-
тів рекомбінантної конструкції
(MLPA). Ці методи тільки почи-
нають впроваджуватися в прак-
тику, оскільки мають високу
собівартість [8].

Висновки

Ретроспективний аналіз ре-
зультатів цитогенетичного до-
слідження каріотипу плодів жі-
нок старшої вікової категорії
дозволяє спростувати реко-
мендації щодо використання
FISH для експрес-аналізу як
альтернативи пренатальній діа-
гностиці хромосомної патоло-
гії стандартними цитогенетич-
ними методами. Лабораторії, у
яких проводять пренатальну
діагностику тільки експрес-
аналізом, ризикують отримати
хибнонегативні результати, за
нашими даними, до 48,4 % ви-
падків.

Застосування FISH на най-
більш поширені геномні мутації
на інтерфазних ядрах є суттє-
вим доповненням до каріотипу-
вання у разі високого ризику,
проте метод не замінює цито-
генетичний аналіз хромосом.

Застосовувати FISH необ-
хідно виключно за наявності
показань: для ідентифікації
хромосомної мутації (при вияв-
ленні маркерної хромосоми,
підозрі на мікроструктурну пе-
ребудову; для уточнення точок
розриву при хромосомних пе-
ребудовах); при виявленні мо-
заїчного клону клітин з анеу-
плоїдією.

Аналіз мозаїцизму методом
FISH має низку переваг: до-
зволяє проводити досліджен-
ня на більшому обсязі біоло-
гічного матеріалу; має високу
інформативну цінність — ви-
значає відсоток клітин з ано-
мальним каріотипом, в окре-

мих випадках виявляє кілька
клонів клітин або спростовує
попередній висновок. У нашо-
му дослідженні мозаїчних ва-
ріантів застосування FISH до-
зволило визначити відсоток
мозаїчного клону, виявити до-
датковий клон клітин і в одно-
му випадку — спростувати на-
явність мозаїцизму.

Таким чином, наше дослі-
дження не підтримує точку зо-
ру про можливість застосуван-
ня виключно FISH на інтерфаз-
них ядрах як альтернативи
пренатальній діагностиці хро-
мосомної патології стандарт-
ними цитогенетичними мето-
дами.
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УДК 617.753.2
Н. А. Ульянова, Е. А. Сметюк, Ю. И. Бажора
ЧАСТОТА ПОЛИМОРФНЫХ ВАРИАНТОВ ГЕНОВ GSTM1 И GSTT1 У БОЛЬНЫХ С МИО-

ПИЕЙ
Одесский национальный медицинский университет, Одесса, Украина
Миопия — мультифакториальное заболевание, одним из ключевых звеньев патогенеза ко-

торого является оксидативный стресс. Целью работы было исследование полиморфизма генов
глутатион-S-трансферазы у больных миопией с разной скоростью прогрессирования заболева-
ния. Обследовано 47 больных миопией слабой, средней и высокой степени. Полиморфный учас-
ток GSTM1, GSTT1 амплифицировали с помощью мультиплексной полимеразной цепной реак-
ции. Установлено, что наличие делеции генов GSTT1 и GSTM1 не является фактором предрас-
положенности к возникновению миопии. Наличие делеции гена GSTM1 может быть фактором,
повышающим риск прогрессирования миопии. Делеция гена GSTT1 не влияет на скорость про-
грессирования заболевания.

Ключевые слова: миопия, глутатион-S-трансфераза, полиморфизм генов.

UDC 617.753.2
N. A. Ulyanova, O. O. Smetyuk, Yu. I. Bazhora
FREQUENCY OF POLYMORPHIC GENE VARIANTS GSTM1 AND GSTT1 IN PATIENTS WITH

MYOPIA
The Odessa National Medical University, Odessa, Ukraine
Introduction. Myopia is a multifactorial disease. One from pathogenesis key of myopia is oxidative

stress. It is lack of information on gene polymorphism glutathione-S-transferase in patients with myopia.
Purpose. To study glutathione-S-transferase gene polymorphism in patients with myopia with dif-

ferent rates of disease progression.
Materials and methods. The study involved 47 patients with myopia of low, mild and high degree.

Determination of the polymorphic alleles of the gene glutathione-S-transferases M1 and T1 was per-
formed by isolating genomic DNA from leukocytes. Polymorphic area GSTM1, GSTT1 amplified by
multiplex polymerase chain reaction.




