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Ñ ïîìîùüþ ôëóîðåñöåíòíîé ãèáðèäèçàöèè in situ ïðîâåäåíî ðåòðîñïåêòèâíîå èññëåäîâàíèå óðîâíÿ
ïëîèäíîñòè íåêóëüòèâèðîâàííûõ êëåòîê ýêñòðàýìáðèîíàëüíîé ìåçîäåðìû è öèòîòðîôîáëàñòà õîðèîíà
30 ñïîíòàííûõ àáîðòóñîâ ÷åëîâåêà I òðèìåñòðà áåðåìåííîñòè ñ òåòðàïëîèäíûì èëè äèïëîèäíî-òåòðà-
ïëîèäíûì êàðèîòèïîì, óñòàíîâëåííûì â õîäå ñòàíäàðòíîãî öèòîãåíåòè÷åñêîãî àíàëèçà ñ èñïîëüçîâàíè-
åì äîëãîñðî÷íûõ êóëüòóð êëåòîê ýòèõ òêàíåé. Ïðèñóòñòâèå òåòðàïëîèäíûõ êëåòîê ñ ÷àñòîòîé, äîñòîâåð-
íî ïðåâûøàþùåé ñïîíòàííûé óðîâåíü äàííîé ãåíîìíîé ìóòàöèè â ïëàöåíòàðíûõ òêàíÿõ, ïîäòâåðæäåíî
òîëüêî äëÿ 43 % àáîðòóñîâ, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò â ïîëüçó ãèïîòåçû î ïîëèïëîèäèçàöèè ôèáðîáëàñòîâ
ïëàöåíòàðíûõ òêàíåé â õîäå èõ ïðîëèôåðàöèè in vitro. Óñòàíîâëåíî, ÷òî ïðåèìóùåñòâåííàÿ ëîêàëèçàöèÿ
òåòðàïëîèäíûõ êëåòîê â ïðîèçâîäíûõ âíóòðåííåé êëåòî÷íîé ìàññû àññîöèèðîâàíà ñ ðèñêîì ôîðìèðîâà-
íèÿ àíýìáðèîíèè — íàèáîëåå òÿæåëîé ôîðìû ïðåíàòàëüíîãî äèñìîðôîãåíåçà ó ÷åëîâåêà.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: òåòðàïëîèäèÿ, êóëüòóðû êëåòîê, ñïîíòàííûå àáîðòóñû, èíòåðôàçíàÿ öèòîãåíå-
òèêà.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÀÝ — àíýìáðèîíèÿ, ÍÁ — íåðàçâèâàþùàÿñÿ áåðåìåííîñòü, ÑÑÀ —
ñîáñòâåííî ñïîíòàííûé àáîðò, ÖÕ — öèòîòðîôîáëàñò õîðèîíà, ÝÌ — ýêñòðàýìáðèîíàëüíàÿ ìåçîäåðìà,
FISH — ôëóîðåñöåíòíàÿ in situ-ãèáðèäèçàöèÿ.

Êðàòíîå óâåëè÷åíèå ÷èñëà õðîìîñîìíûõ íàáîðîâ â
êëåòêàõ ñîìàòè÷åñêèõ òêàíåé, èëè ïîëèïëîèäèÿ, ïðåä-
ñòàâëÿåò ñîáîé îñîáóþ ôîðìó ãåíîìíîé ìóòàöèè. Îäíà
èç íàèáîëåå ðàñïðîñòðàíåííûõ ôîðì ïîëèïëîèäèè —
òåòðàïëîèäèÿ (4n) — ÿâëÿåòñÿ ñóùåñòâåííûì ôàêòîðîì
ïðåíàòàëüíîé ñåëåêöèè ó ÷åëîâåêà è ðåãèñòðèðóåòñÿ â
ñðåäíåì ó 4—9 % âíóòðèóòðîáíî ïîãèáøèõ ýìáðèîíîâ ñ
íàðóøåíèÿìè êàðèîòèïà (Hassold et al., 1980; Eiben et al.,
1990; Griffin et al., 1997). Ïðè îáîáùåíèè ðåçóëüòàòîâ
öèòîãåíåòè÷åñêîãî ñêðèíèíãà 478 ñïîíòàííûõ àáîðòóñîâ
I òðèìåñòðà áåðåìåííîñòè â òîìñêîé ïîïóëÿöèè íàìè
áûëà îòìå÷åíà ÷ðåçâû÷àéíî âûñîêàÿ (22.4 %) ÷àñòîòà
òåòðàïëîèäèè, ñóùåñòâåííî ïðåâûøàþùàÿ âñå èçâåñò-
íûå â ëèòåðàòóðå çíà÷åíèÿ. Ïðè ýòîì 87 % ïîëèïëîèä-
íûõ ýìáðèîíîâ èìåëè ìîçàè÷íûé äèïëîèäíî-òåòðàïëî-
èäíûé õðîìîñîìíûé íàáîð ñ ÷àñòîòîé òåòðàïëîèäíîãî
êëåòî÷íîãî êëîíà îò 4 äî 69 %. Ðåãèñòðàöèÿ ïîäîáíîãî
õðîìîñîìíîãî ìîçàèöèçìà ïðè öèòîãåíåòè÷åñêîì àíàëè-
çå ïëàöåíòàðíûõ òêàíåé ñïîíòàííûõ àáîðòóñîâ òðàäè-
öèîííî ðàññìàòðèâàåòñÿ êàê àðòåôàêò, âîçíèêàþùèé
âñëåäñòâèå óâåëè÷åíèÿ ïëîèäíîñòè ôèáðîáëàñòîâ â õîäå
èõ äëèòåëüíîé ïðîëèôåðàöèè in vitro (Hunt, Jacobs, 1985;
Rehder et al., 1989; Eiben et al., 1990). Îäíàêî âîïðîñ î
òîì, ÿâëÿþòñÿ ëè òåòðàïëîèäíûå êëåòêè ñëåäñòâèåì ïðî-
öåññà êóëüòèâèðîâàíèÿ èëè îíè âîçíèêàþò in vivo, äå-
òåðìèíèðóÿ ãèáåëü çàðîäûøà, äî íàñòîÿùåãî âðåìåíè
îñòàåòñÿ îòêðûòûì. Ðåøåíèå äàííîãî âîïðîñà âîçìîæíî
ñ ïîìîùüþ ñîâðåìåííûõ òåõíîëîãèé èíòåðôàçíîãî ìî-

ëåêóëÿðíî-öèòîãåíåòè÷åñêîãî èññëåäîâàíèÿ íàòèâíûõ
(íåêóëüòèâèðîâàííûõ) êëåòîê ñïîíòàííûõ àáîðòóñîâ,
îáíàðóæèâøèõ òåòðàïëîèäíûå êëåòêè ïðè ñòàíäàðòíîì
ìåòàôàçíîì àíàëèçå ïîñëå ïðîõîæäåíèÿ ýòàïà êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ.

Öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû ÿâèëàñü ðåòðîñïåêòèâíàÿ
ìîëåêóëÿðíî-öèòîãåíåòè÷åñêàÿ õàðàêòåðèñòèêà îñîáåí-
íîñòåé ðàñïðåäåëåíèÿ òåòðàïëîèäíûõ êëåòîê â íàòèâíûõ
ïëàöåíòàðíûõ òêàíÿõ ñïîíòàííûõ àáîðòóñîâ ÷åëîâåêà I
òðèìåcòðà áåðåìåííîñòè.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ïðîâåäåíèå íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ áûëî îäîáðå-
íî Êîìèòåòîì ïî áèîìåäèöèíñêîé ýòèêå ÃÓ ÍÈÈ ìåäè-
öèíñêîé ãåíåòèêè ÒÍÖ ÑÎ ÐÀÌÍ. Îáñëåäîâàíî 30
ñïîíòàííûõ àáîðòóñîâ ñ êàðèîòèïîì 4n èëè 4n/2n, óñòà-
íîâëåííûì ñ ïîìîùüþ ñòàíäàðòíîãî ìåòàôàçíîãî àíàëè-
çà êóëüòèâèðîâàííûõ êëåòîê. Ïðîòîêîë ïðîâåäåíèÿ öè-
òîãåíåòè÷åñêîãî àíàëèçà ïîäðîáíî îïèñàí íàìè ðàíåå
(Nikitina et al., 2005). Ïðîäîëæèòåëüíîñòü êóëüòèâèðîâà-
íèÿ ôèáðîáëàñòîâ îáñëåäîâàííûõ ñïîíòàííûõ àáîðòó-
ñîâ âàðüèðîâàëà îò 6 äî 172 ñóò è ñîñòàâèëà â ñðåäíåì
28.2 ± 6.7 ñóò. Ïðîäîëæèòåëüíîñòü âíóòðèóòðîáíîãî ðàç-
âèòèÿ òåòðàïëîèäíûõ çàðîäûøåé âàðüèðîâàëà îò 42 äî
98 ñóò è ñîñòàâèëà â ñðåäíåì 64.8 ± 3.4 ñóò. Ñðåäíèé âîç-
ðàñò ìàòåðåé ñïîíòàííûõ àáîðòóñîâ ñîñòàâèë 25.4 ±
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� 6.3 ãîäà. 22 èç 30 îáñëåäîâàííûõ ýìáðèîíîâ áûëè ïî-
ëó÷åíû îò æåíùèí ñ êëèíè÷åñêèì äèàãíîçîì íåðàçâèâà-
þùàÿñÿ áåðåìåííîñòü (ÍÁ), ïîñòàâëåííûì â õîäå äè-
íàìè÷åñêîãî óëüòðàçâóêîâîãî îáñëåäîâàíèÿ è õàðàê-
òåðèçóþùèìñÿ íàëè÷èåì â ïîëîñòè ïëîäíîãî ìåøêà
âíóòðèóòðîáíî ïîãèáøåãî ýìáðèîíà. Â 6 ñëó÷àÿõ àíýìá-
ðèîíèè (ÀÝ) ïðè óëüòðàçâóêîâîì îáñëåäîâàíèè áåðå-
ìåííûõ æåíùèí ñôîðìèðîâàííûõ ýìáðèîíàëüíûõ
ñòðóêòóð â ïîëîñòè ïëîäíîãî ìåøêà âûÿâëåíî íå áûëî.
Â îäíîì ñëó÷àå ýìáðèîí áûë ïîëó÷åí îò æåíùèíû â ðå-
çóëüòàòå ñïîíòàííîãî ïðåðûâàíèÿ áåðåìåííîñòè. Åùå â
îäíîì ñëó÷àå òî÷íàÿ èíôîðìàöèÿ î êëèíè÷åñêîì äèà-
ãíîçå îòñóòñòâîâàëà.

Â êà÷åñòâå êîíòðîëüíîé ãðóïïû áûëè îáñëåäîâàíû
íåêóëüòèâèðîâàííûå êëåòêè âíåçàðîäûøåâûõ òêàíåé 9
ìåäèöèíñêèõ àáîðòóñîâ ñ íîðìàëüíûì êàðèîòèïîì. Ýì-
áðèîíû ïîëó÷åíû îò çäîðîâûõ æåíùèí â âîçðàñòå 25.7 ±
� 9.7 ãîäà íà 38.5—77.0-å ñóò áåðåìåííîñòè (â ñðåäíåì
66.3 ± 3.9 ñóò), íå ïîæåëàâøèõ ñîõðàíèòü íîðìàëüíî
ïðîòåêàâøóþ áåðåìåííîñòü ïî ñîöèàëüíûì ïîêàçàíèÿì.
Îïûòíàÿ è êîíòðîëüíàÿ ãðóïïû àáîðòóñîâ íå îáíàðó-
æèâàëè ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìûõ ðàçëè÷èé íè ïî ïðî-
äîëæèòåëüíîñòè âíóòðèóòðîáíîãî ðàçâèòèÿ çàðîäûøåé
(P = 0.79), íè ïî âîçðàñòó ìàòåðè (P = 0.91). Ýìáðèî-
íàëüíûé ìàòåðèàë áûë ñîáðàí çà ïåðèîä ñ 1997 ïî
2005 ã. â ÃÓ ÍÈÈ ìåäèöèíñêîé ãåíåòèêè ÒÍÖ ÑÎ
ÐÀÌÍ, öèòîãåíåòè÷åñêè îáñëåäîâàí è õðàíèëñÿ â áàíêå
ýêñòðàýìáðèîíàëüíûõ òêàíåé ïðè –70 °Ñ.

×àñòîòó òåòðàïëîèäíûõ êëåòîê îïðåäåëÿëè îòäåëüíî
â öèòîòðîôîáëàñòå õîðèîíà (ÖÕ) è ýêñòðàýìáðèîíàëü-
íîé ìåçîäåðìå (ÝÌ), ïðîèçâîäíûõ ðàçëè÷íûõ âíåçàðî-
äûøåâûõ è çàðîäûøåâûõ ëèñòêîâ. Ñóñïåíçèè èíòåðôàç-
íûõ ÿäåð íåêóëüòèâèðîâàííûõ êëåòîê áûëè ïîëó÷åíû
ïóòåì ôåðìåíòàòèâíîé äåçàãðåãàöèè òêàíåé ÝÌ êîëëà-
ãåíàçîé I òèïà è ìàöåðàöèè âîðñèí õîðèîíà â 60%-íîé
óêñóñíîé êèñëîòå (Lebedev et al., 2004).

Äëÿ äåòåêöèè òåòðàïëîèäèè â èíòåðôàçíûõ ÿäðàõ èñ-
ïîëüçîâàëè öåíòðîìåðîñïåöèôè÷íûå ÄÍÊ-çîíäû D11Z1
è D17Z1 íà õðîìîñîìû 11 è 17, ìå÷åííûå ðàçíûìè ðå-
ïîðòåðíûìè ìîëåêóëàìè, äèãîêñèãåíèí-11-äåçîêñèóðè-
äèíòðèôîñôàò è áèîòèí-11-äåçîêñèóðèäèíòðèôîñôàò ñî-
îòâåòñòâåííî. Âûáîð äàííûõ çîíäîâ îáóñëîâëåí òåì, ÷òî
àíåóïëîèäèÿ õðîìîñîì 11 è 17 ðåãèñòðèðóåòñÿ ó ñïîí-
òàííûõ àáîðòóñîâ ñ íèçêîé ÷àñòîòîé, íå ïðåâûøàþùåé
1 % îò âñåõ àíåóïëîèäèé, âûÿâëÿåìûõ ó âíóòðèóòðîáíî
ïîãèáøèõ çàðîäûøåé ïðè ñòàíäàðòíîì öèòîãåíåòè÷å-
ñêîì àíàëèçå (Griffin, 1996). Ýòî ñîîòâåòñòâåííî óìåíü-
øàåò âåðîÿòíîñòü ëîæíîé ðåãèñòðàöèè ïîëèïëîèäèè ïðè
óâåëè÷åíèè ÷èñëà ãèáðèäèçàöèîííûõ ñèãíàëîâ â èíòåð-
ôàçíîì ÿäðå. Äâóõöâåòíàÿ ãèáðèäèçàöèÿ in situ ïðè ýòîì
ïîçâîëÿåò îäíîçíà÷íî äèôôåðåíöèðîâàòü òåòðàïëîè-
äèþ îò ëþáûõ äðóãèõ òèïîâ ÷èñëîâûõ àíîìàëèé õðîìî-
ñîì. Ñ öåëüþ èñêëþ÷åíèÿ ñëó÷àåâ êîíòàìèíàöèè êóëü-
òóð ýìáðèîíàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ êëåòêàìè ìàòåðèíñêî-
ãî ïðîèñõîæäåíèÿ íàìè äîïîëíèòåëüíî áûë ïðîâåäåí
äâóõöâåòíûé èíòåðôàçíûé FISH-àíàëèç íåêóëüòèâèðîâàí-
íûõ êëåòîê 20 ñïîíòàííûõ àáîðòóñîâ æåíñêîãî ïîëà ñ êà-
ðèîòèïîì 4n èëè 4n/2n ñ èñïîëüçîâàíèåì öåíòðîìåðîñïå-
öèôè÷íûõ ÄÍÊ-çîíäîâ íà ïîëîâûå õðîìîñîìû DXZ1 è
DYZ3.

Äëÿ ñèíòåçà ÄÍÊ-çîíäîâ èñïîëüçîâàëè êëîíû E. coli,
íåñóùèå ïëàçìèäíóþ ÄÍÊ ñî âñòàâêàìè öåíòðîìåðîñïå-
öèôè÷íûõ á-ñàòåëëèòíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé õðîìî-
ñîì ÷åëîâåêà 11, 17, X è Y. Äàííûå êëîíû áûëè ëþáåçíî
ïðåäîñòàâëåíû ïðîô. Ì. Ðî÷÷è (Resources for Molecular

Cytogenetics, Èíñòèòóò ãåíåòèêè ã. Áàðè, Èòàëèÿ). Âûäå-
ëåíèå ïëàçìèäíîé ÄÍÊ, ñèíòåç ÄÍÊ-çîíäîâ, à òàêæå èí-
òåðôàçíûé FISH-àíàëèç áûëè ïðîâåäåíû ïî ñòàíäàðòíîé
ìåòîäèêå (Rooney, Czepulkowski, 1992).

Äåòåêöèþ ãèáðèäèçàöèîííûõ ñèãíàëîâ â èíòåðôàç-
íûõ ÿäðàõ ïðîâîäèëè íà ëþìèíåñöåíòíîì ìèêðîñêî-
ïå Axioskop 50 (Carl Zeiss, Ãåðìàíèÿ) ïðè óâåëè÷åíèè
1500� ñ èñïîëüçîâàíèåì äâóõïîëîñíîãî ñâåòîôèëüòðà.
Íà ïðåïàðàòàõ àíàëèçèðîâàëè îò 200 äî 1000 èíòåðôàç-
íûõ ÿäåð â êàæäîì òèïå òêàíè ó êàæäîãî ñïîíòàííîãî
àáîðòóñà. Äëÿ îïðåäåëåíèÿ ÷àñòîòû ñïîíòàííîé òåòðà-
ïëîèäèè â òêàíÿõ êîíòðîëüíîé ãðóïïû ìåäèöèíñêèõ
àáîðòóñîâ ïðîâîäèëè àíàëèç íå ìåíåå ÷åì 1000 èíòåð-
ôàçíûõ ÿäåð â êàæäîé ðåàêöèè ãèáðèäèçàöèè. Ïðèíèìà-
ëè, ÷òî íàëè÷èå âîñüìè îòäåëüíûõ ñèãíàëîâ îäèíàêîâîé
èíòåíñèâíîñòè è ìîðôîëîãèè (÷åòûðåõ êðàñíûõ — äè-
ãîêñèãåíèðîâàííûé ÄÍÊ-çîíä è ÷åòûðåõ çåëåíûõ —
áèîòèíèëèðîâàííûé ÄÍÊ-çîíä) â èíòåðôàçíîì ÿäðå ñâè-
äåòåëüñòâóåò î òåòðàïëîèäèè (Òèìîøåâñêèé, Íàçàðåíêî,
2005). Äîêóìåíòèðîâàíèå è àíàëèç èçîáðàæåíèÿ ïðîâî-
äèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðîãðàììíîãî îáåñïå÷åíèÿ Mac-
Probe, v.3.2.1 (PSI, ÑØÀ).

Àíàëèç äîñòîâåðíîñòè ðàçëè÷èé ìåæäó ÷àñòîòàìè
òåòðàïëîèäíûõ êëåòîê â ãðóïïàõ ìåäèöèíñêèõ è ñïîí-
òàííûõ àáîðòóñîâ ïðîâîäèëè ïóòåì îïðåäåëåíèÿ ïðåäå-
ëà îáíàðóæåíèÿ àíîìàëüíîãî êëåòî÷íîãî êëîíà è åãî äî-
âåðèòåëüíîãî èíòåðâàëà (Lomax et al., 1994).

Ïðåäåë îáíàðóæåíèÿ ìóòàöèè âû÷èñëÿëè ïî ôîð-
ìóëå

lim ( )
( , – )

= + +X t s n
nα 1

1 1 ,

ãäå X — ñðåäíÿÿ ïðîïîðöèÿ òåòðàïëîèäíûõ ÿäåð, t —
íîðìèðîâàííîå îòêëîíåíèå, á — óðîâåíü çíà÷èìîñòè,
n — ÷èñëî íàáëþäåíèé, s — ñòàíäàðòíîå îòêëîíåíèå.

95%-íûé äîâåðèòåëüíûé èíòåðâàë (CI — confidence
interval) äëÿ ïðåäåëà îáíàðóæåíèÿ ãåíîìíîé ìóòàöèè
îïðåäåëÿëè ïî ôîðìóëå

CI= ± + +lim . [ ( ( ) )]
, –

1 96 1 1 1 2
1

2 2t n s n
nα .

Íà îñíîâàíèè âåðõíåé ãðàíèöû äîâåðèòåëüíîãî èíòåð-
âàëà â àíàëèçèðóåìîé âûáîðêå èíòåðôàçíûõ ÿäåð ñïîíòàí-
íûõ àáîðòóñîâ îïðåäåëÿëè îæèäàåìîå ÷èñëî ïîëèïëîèä-
íûõ êëåòîê. Ñðàâíåíèå îæèäàåìîãî è íàáëþäàåìîãî ÷èñåë
ÿäåð ñ òåòðàïëîèäèåé ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ êðèòåðèÿ χ 2 .
Ðàçëè÷èÿ ïðèíèìàëè äîñòîâåðíûìè ïðè P < 0.05.

Ð å à ê ò è â û. Ðèáîíóêëåàçà A, ïåïñèí, ïàðàôîðìàëü-
äåãèä, ôîðìàìèä, Tween-20, ÄÍÊ ñïåðìû ëîñîñÿ, 4�,6-
äèàìèäèíî-2-ôåíèëèíäîë (DAPI), àâèäèí-ôëóîðåñöåèíè-
çîòèîöèàíàò è àíòèäèãîêñèãåíèí-ðîäàìèí (Sigma, ÑØÀ);
äåêñòðàíñóëüôàò (Pharmacia, Øâåöèÿ); áèîòèí-11-äåçîê-
ñèóðèäèíòðèôîñôàò («Ìåäèãåí», Ðîññèÿ).

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Íà ïåðâîì ýòàïå ðàáîòû ñ ïîìîùüþ èíòåðôàçíîãî
FISH-àíàëèçà áûëè ïîëó÷åíû êîíòðîëüíûå äàííûå ïî
óðîâíþ òåòðàïëîèäèè â íàòèâíûõ òêàíÿõ ìåäèöèíñêèõ
àáîðòóñîâ ñ íîðìàëüíûì êàðèîòèïîì. ×àñòîòà òåòðàïëî-
èäèè ñîñòàâèëà 0.49 ± 0.23 % â ÖÕ è 0.27 ± 0.16 % â ÝÌ.
Ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìûõ ðàçëè÷èé ïî ÷àñòîòå òåòðàïëî-
èäíûõ êëåòîê â äâóõ òèïàõ òêàíåé íîðìàëüíî ðàçâèâàþ-
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ùèõñÿ ýìáðèîíîâ I òðèìåñòðà áåðåìåííîñòè îáíàðóæåíî
íå áûëî (P = 0.73). Ñ ó÷åòîì ðàçðåøàþùèõ âîçìîæíî-
ñòåé èíòåðôàçíîãî FISH-àíàëèçà áûëè îïðåäåëåíû âåðõ-
íèå ãðàíèöû ïðåäåëà îáíàðóæåíèÿ ãåíîìíîé ìóòàöèè â
êàæäîì òèïå òêàíåé, êîòîðûå â äàëüíåéøåì áûëè èñïîëü-
çîâàíû â êà÷åñòâå êðèòåðèåâ äëÿ îöåíêè çíà÷èìîñòè
óðîâíÿ òåòðàïëîèäèè â íàòèâíûõ òêàíÿõ ñïîíòàííûõ
àáîðòóñîâ. Â ÖÕ âåðõíÿÿ ãðàíèöà äîâåðèòåëüíîãî èíòåð-
âàëà ñîñòàâèëà 1.4 %, à â ÝÌ — 0.99 %. Ñëåäóåò îòìå-
òèòü, ÷òî â àíàëîãè÷íîì èññëåäîâàíèè êàðèîòèïîâ 30 ìå-
äèöèíñêèõ àáîðòóñîâ ñ ïîìîùüþ FISH-ìåòîäà è
ÄÍÊ-çîíäà íà õðîìîñîìó 17 ÷àñòîòà ñïîíòàííîé òåòðà-
ïëîèäèè â ïëàöåíòå ñîñòàâèëà 1.5 ± 1.1 % (Horiuchi et al.,
1997). Îäíàêî â ñâîåé ðàáîòå àâòîðû íå äèôôåðåíöèðî-
âàëè ÖÕ è ÝÌ, ÷òî íå ïîçâîëÿåò ñîïîñòàâèòü ðåçóëüòàòû
äâóõ èññëåäîâàíèé.

Íà âòîðîì ýòàïå èññëåäîâàíèÿ îïðåäåëÿëè êîëè÷åñò-
âî òåòðàïëîèäíûõ êëåòîê â íåêóëüòèâèðîâàííûõ ýêñòðà-
ýìáðèîíàëüíûõ òêàíÿõ 30 ñïîíòàííûõ àáîðòóñîâ ÷åëîâå-
êà ñ êàðèîòèïîì 4n èëè 4n/2n, óñòàíîâëåííûì ñ ïî-
ìîùüþ ñòàíäàðòíîãî ìåòàôàçíîãî àíàëèçà. Êîëè÷åñòâî
òåòðàïëîèäíûõ êëåòîê, îïðåäåëåííîå FISH-ìåòîäîì â
íåêóëüòèâèðîâàííûõ òêàíÿõ àáîðòóñîâ, âàðüèðîâàëî îò 0
äî 96.3 % (â ñðåäíåì 13.9 ± 5.9 %) â ÖÕ è îò 0.3 äî
95.2 % (â ñðåäíåì 14.0 ± 6.5 %) â ÝÌ (òàáë. 1). Ó 28 ïðî-
àíàëèçèðîâàííûõ ýìáðèîíîâ (¹ 1—7, 9—12 è 14—30;
òàáë. 1) áûëè îáíàðóæåíû äâà êëåòî÷íûõ êëîíà â îäíîì
èëè îáîèõ òèïàõ âíåçàðîäûøåâûõ òêàíåé — äèïëîèä-
íûé è òåòðàïëîèäíûé (ñì. ðèñóíîê). Îäíàêî ïðåâûøå-
íèå âåðõíåé ãðàíèöû ïðåäåëà îáíàðóæåíèÿ òåòðàïëîè-
äèè áûëî ïîêàçàíî òîëüêî äëÿ 13 àáîðòóñîâ, ÷òî ñîñòàâè-
ëî 43 %.

Ó ýìáðèîíîâ ¹ 1, 9, 10, 21 è 29 (òàáë. 1) êîëè÷åñòâî
òåòðàïëîèäíûõ êëåòîê â ÖÕ è ÝÌ òàêæå äîñòîâåðíî îò-
ëè÷àëîñü îò ðàññ÷èòàííîãî íàìè êîíòðîëüíîãî çíà÷åíèÿ,
íî ñîîòâåòñòâîâàëî íèæíåé ãðàíèöå óðîâíÿ ñïîíòàííîé
ïîëèïëîèäèè, êîòîðàÿ ñîñòàâèëà 0.36 è 0.11 % ñîîòâåò-
ñòâåííî. Ó 2 àáîðòóñîâ (¹8 è 13) èç 30 òåòðàïëîèäíûõ
êëåòîê â ÖÕ íå áûëî îáíàðóæåíî âîâñå. ÝÌ ó ýòèõ àáîð-
òóñîâ ïðîàíàëèçèðîâàòü íå óäàëîñü, ïîñêîëüêó äîñòóï-
íûé äëÿ èññëåäîâàíèÿ ìàòåðèàë â ýòèõ ñëó÷àÿõ áûë
ïðåäñòàâëåí èñêëþ÷èòåëüíî âîðñèíàìè õîðèîíà è íå ñî-
äåðæàë ïëîäíûõ îáîëî÷åê ìåçîäåðìàëüíîãî ïðîèñõîæ-
äåíèÿ.

Ìèíèìàëüíàÿ ÷àñòîòà ïîäòâåðæäåííîé òåòðàïëîè-
äèè îêàçàëàñü ðàâíîé 3.19 % (¹ 24) â ÖÕ è 2.22 % (¹ 21)
â ÝÌ. Âåðîÿòíî, èìåííî ýòè çíà÷åíèÿ ñëåäóåò ðàññìàò-
ðèâàòü êàê íåêîòîðûé áèîëîãè÷åñêèé ïîðîãîâûé óðî-
âåíü òåòðàïëîèäèè, ïðåâûøåíèå êîòîðîãî èìååò íåãà-
òèâíîå ïîñëåäñòâèå íà òå÷åíèå ýìáðèîíàëüíîãî ðàçâèòèÿ
÷åëîâåêà. Íàëè÷èå ïîðîãîâûõ ýôôåêòîâ äëÿ ðàçëè÷íûõ
òèïîâ õðîìîñîìíûõ íàðóøåíèé îáñóæäàåòñÿ â ñîâðå-
ìåííîé ëèòåðàòóðå (Evsikov, Verlinsky, 1998), è ïîëó÷åí-
íûå íàìè äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò â ïîëüçó êîíöåïöèè
ñóùåñòâîâàíèÿ ëåòàëüíîãî ïîðîãà, ïî êðàéíåé ìåðå, òåò-
ðàïëîèäíûõ êëåòîê. Ñ äðóãîé ñòîðîíû, ìàêñèìàëüíûé
óðîâåíü òåòðàïëîèäèè ó àáîðòóñîâ ñ íå ïîäòâåðæäåííûì
ñ ïîìîùüþ FISH-ìåòîäà 4n-êàðèîòèïîì ñîñòàâèë 2.8 %
(¹ 28) â ÖÕ è 1.3 % (¹ 1) â ÝÌ. Ñëåäîâàòåëüíî, åñëè â
íàòèâíûõ òêàíÿõ ÷àñòîòà àíîìàëüíûõ êëåòîê íèæå ýòèõ
çíà÷åíèé, òî ïðè êóëüòèâèðîâàíèè ñ áîëüøîé âåðîÿòíî-
ñòüþ ìîæíî îæèäàòü ïîÿâëåíèÿ àðòåôàêòíîé òåòðàïëîè-
äèè.

Íàêîíåö, åùå îäíèì âîçìîæíûì èñòî÷íèêîì ðåãèñò-
ðàöèè àðòåôàêòíîãî êàðèîòèïà ïðè ñòàíäàðòíîì öèòîãå-
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×àñòîòà òåòðàïëîèäíûõ êëåòîê â íàòèâíûõ
ýêñòðàýìáðèîíàëüíûõ òêàíÿõ ñïîíòàííûõ àáîðòóñîâ

Íîìåð
ýìáðè-

îíà

Òèï
íàðóøåíèÿ
ðàçâèòèÿ

Òêàíü
×àñòîòà òåò-
ðàïëîèäíûõ

êëåòîê, %

Ïðåâûøåíèå âåðõíåé
ãðàíèöû ïðåäåëà
îáíàðóæåíèÿ ìó-

òàöèè (P)

1 ÀÝ ÝÌ 1.27 0.81

ÖÕ 0.30 0.01

2 ÍÁ » 2.15 0.48

3
—

ÝÌ 75.47à <0.01

ÖÕ 76.78à <0.01

4 ÍÁ ÝÌ 0.66 0.75

ÖÕ 0.70 0.19

5 ÀÝ ÝÌ 2.60à <0.01

ÖÕ 1.19 0.78

6 » ÝÌ 7.83à <0.01

ÖÕ 5.48à <0.01

7 ÍÁ ÝÌ 0.89 0.82

8 » ÖÕ 0.00 0.02

9 ÑÑÀ » 0.30 <0.01

10 ÍÁ » 0.20 <0.01

11 » ÝÌ 94.52à <0.01

ÖÕ 96.35à <0.01

12 » ÝÌ 8.00à <0.01

ÖÕ 8.29à <0.01

13 » » 0.00 0.02

14 » ÝÌ 0.47 0.56

ÖÕ 1.02 0.77

15 » ÝÌ 0.72 0.77

ÖÕ 0.80 0.54

16 » ÝÌ 0.80 0.74

ÖÕ 0.98 0.52

17 » ÝÌ 0.43 0.56

ÖÕ 0.50 0.15

18 » ÝÌ 0.50 0.50

ÖÕ 0.21 0.08

19 » » 88.80à <0.01

20 » » 80.60à <0.01

21 » ÝÌ 2.22à 0.04

ÖÕ 0.20 <0.01

22 » » 0.52 0.07

23 » ÝÌ 3.66à <0.01

ÖÕ 1.09 0.55

24 ÀÝ ÝÌ 5.03à <0.01

ÖÕ 3.19à 0.01

25 » ÝÌ 95.24à <0.01

ÖÕ 0.79 0.21

26 ÍÁ ÝÌ 2.72à <0.01

ÖÕ 2.25 0.25

27 » ÝÌ 0.40 0.18

ÖÕ 0.70 0.13

28 ÀÝ ÝÌ 3.20à <0.01

ÖÕ 2.81 0.06

29 ÍÁ » 0.20 <0.01

30 » ÝÌ 0.30 0.16

ÖÕ 1.00 0.37

à ×àñòîòû, çíà÷èìî ïðåâûøàþùèå âåðõíþþ ãðàíèöó äîâåðèòåëüíî-
ãî èíòåðâàëà.



íåòè÷åñêîì àíàëèçå ðåïðîäóêòèâíûõ ïîòåðü ÿâëÿåòñÿ
êîíòàìèíàöèÿ êëåòî÷íûõ êóëüòóð êëåòêàìè ìàòåðèíñêî-
ãî îðãàíèçìà. Ðàíåå íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ïðè îïè-
ñàííûõ óñëîâèÿõ êóëüòèâèðîâàíèÿ 16 % çàðîäûøåé ñ
öèòîãåíåòè÷åñêè óñòàíîâëåííûì êàðèîòèïîì 46, XX îá-
íàðóæèâàëè ÄÍÊ Y-õðîìîñîìû â íàòèâíûõ òêàíÿõ (Niki-
tina et al., 2005). Íå èñêëþ÷åíî, ÷òî è ìàòåðèíñêèå êëåò-
êè îêàçûâàþòñÿ ñïîñîáíûìè ê ïîëèïëîèäèçàöèè in vitro.
Ñ öåëüþ ïðîâåðêè äàííîãî ïðåäïîëîæåíèÿ áûë ïðîâåäåí
äîïîëíèòåëüíûé FISH-àíàëèç íàòèâíûõ òêàíåé 20 òåò-
ðàïëîèäíûõ ýìáðèîíîâ æåíñêîãî ïîëà (¹ 1, 2, 5, 6, 8, 9,
11, 13, 15—18, 20—23 è 25—28; òàáë. 1) ñ öåíòðîìåðî-
ñïåöèôè÷íûìè ÄÍÊ-çîíäàìè íà õðîìîñîìû X è Y. Ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì ïðåäëîæåííîé íàìè ìàòåìàòè÷åñêîé ìîäå-
ëè îöåíêè ýôôåêòîâ ìàòåðèíñêîé êîíòàìèíàöèè (Nikitina
et al., 2005) áûëî îïðåäåëåíî, ÷òî â èññëåäóåìîé âûáîðêå
ìîæíî îæèäàòü íàëè÷èÿ íå ìåíåå 3 àáîðòóñîâ ìóæñêîãî
ïîëà (20.0 � 0.16 = 3.2). Â äåéñòâèòåëüíîñòè ïîñëå ïðî-
âåäåííîãî èíòåðôàçíîãî FISH-àíàëèçà áûëè âûÿâëåíû 3
àáîðòóñà ìóæñêîãî ïîëà (¹ 2, 16 è 26; òàáë. 1). Åùå ó îä-
íîãî ýìáðèîíà (¹ 27; òàáë. 1) áûë çàðåãèñòðèðîâàí êà-
ðèîòèï 45, X. Ïðè ýòîì òîëüêî ó îäíîãî èç àáîðòóñîâ
ìóæñêîãî ïîëà (¹ 26; òàáë. 1) ÷àñòîòà òåòðàïëîèäíûõ
êëåòîê ïðåâûñèëà êîíòðîëüíûå çíà÷åíèÿ. Òàêèì îáðà-
çîì, íå òîëüêî ýìáðèîíàëüíûå, íî è ìàòåðèíñêèå êëåòêè
ñïîñîáíû ê ïîëèïëîèäèçàöèè â óñëîâèÿõ äëèòåëüíîãî
êóëüòèâèðîâàíèÿ, è ýòîò ôàêò ñëåäóåò ó÷èòûâàòü ïðè èí-
òåðïðåòàöèè ðåçóëüòàòîâ ñòàíäàðòíîãî öèòîãåíåòè÷åñêî-
ãî àíàëèçà ðåïðîäóêòèâíûõ ïîòåðü.

Âîçìîæíûå èçìåíåíèÿ ïðîëèôåðàòèâíûõ ñâîéñòâ
òåòðàïëîèäíûõ êëåòîê ìîãóò ñêàçûâàòüñÿ íà ñîîòíîøå-
íèè íîðìàëüíîãî è àíîìàëüíîãî êëåòî÷íûõ êëîíîâ êàê
in vivo, òàê è in vitro. Ýòîò ôàêò èìååò îñîáîå çíà÷åíèå
ïðè ïðîâåäåíèè öèòîãåíåòè÷åñêîãî àíàëèçà ÝÌ, ïðè êî-
òîðîì íåîáõîäèìà èíèöèàöèÿ êëåòî÷íûõ êóëüòóð. Óñëî-
âèÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ ìîãóò áûòü áîëåå áëàãîïðèÿòíûìè
äëÿ îäíîé êëåòî÷íîé ñóáïîïóëÿöèè, êîòîðàÿ, òàêèì îá-
ðàçîì, áóäåò èìåòü ñåëåêòèâíîå ïðåèìóùåñòâî è âûÿâ-
ëÿòüñÿ ñ áîëüøåé ÷àñòîòîé ïðè àíàëèçå öèòîëîãè÷åñêèõ
ïðåïàðàòîâ. Ïîäîáíîå ÿâëåíèå óæå áûëî îòìå÷åíî ïðè
êóëüòèâèðîâàíèè ïëàöåíòàðíûõ òêàíåé, êîãäà àíîìàëü-
íûå êëåòî÷íûå ëèíèè ïðåîáëàäàëè íàä íîðìàëüíûìè
(Hunt, Jacobs, 1985). Òàêæå íå èñêëþ÷åíî, ÷òî àíîìàëü-
íàÿ êëåòî÷íàÿ ëèíèÿ áóäåò èñïûòûâàòü ñåëåêòèâíîå äàâ-
ëåíèå. Áîëåå òîãî, àíîìàëüíûé êëîí ìîæåò âîîáùå îêà-
çàòüñÿ íåñïîñîáíûì ê ïðîëèôåðàöèè. Ïðè èññëåäîâàíèè
õðîìîñîìíîãî äèñáàëàíñà â êëåòêàõ ñïîíòàííûõ àáîðòó-
ñîâ ÷åëîâåêà ñ íèçêîé ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòüþ
in vitro áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ÷àñòîòà ýìáðèîíîâ ñ òåòðà-
ïëîèäèåé ñîñòàâèëà 9 % è îêàçàëàñü ìåíüøåé, ÷åì ïðè
àíàëèçå äîëãîñðî÷íûõ êóëüòóð ñ ïîìîùüþ ñòàíäàðòíîãî
öèòîãåíåòè÷åñêîãî òåñòà (17 %). Îäíàêî íàáëþäàåìûå
ðàçëè÷èÿ íå ÿâëÿëèñü äîñòîâåðíûìè (P = 0.27) (Lebedev
et al., 2004). Âåðîÿòíî, ñóùåñòâóåò òåíäåíöèÿ ê íîðìàëü-
íîé ïðîëèôåðàöèè ïîëèïëîèäíûõ êëåòîê â êóëüòóðå, ÷òî
òàêæå ìîæåò ñâèäåòåëüñòâîâàòü â ïîëüçó ãèïîòåçû îá àð-
òåôàêòíîì ïðîèñõîæäåíèè êëîíîâ òåòðàïëîèäíûõ êëå-
òîê ïðè êóëüòèâèðîâàíèè ïëàöåíòàðíûõ òêàíåé in vitro.

Òàê, íàïðèìåð, áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ïðè êóëüòèâèðî-
âàíèè íà ïðîòÿæåíèè 100 ñóò ïëàöåíòàðíûõ òêàíåé êà-
ðèîòèïè÷åñêè íîðìàëüíûõ ñïîíòàííûõ è ìåäèöèíñêèõ
àáîðòóñîâ â êóëüòóðàõ ïîÿâèëèñü êëåòêè ñ ÷èñëîâûìè
àíîìàëèÿìè õðîìîñîìíîãî íàáîðà, ÷àñòîòà êîòîðûõ ñî-
ñòàâèëà 28.5 è 4.0 % ñîîòâåòñòâåííî (Hunt, Jacobs, 1985).
Èíòåðåñíûì êàæåòñÿ òîò ôàêò, ÷òî ïðè êóëüòèâèðîâàíèè

êëåòîê ïëîäà â òå÷åíèå òàêîãî æå ñðîêà õðîìîñîìíûõ
àíîìàëèé íå îáíàðóæåíî. Âåðîÿòíî, ýòî ìîæíî îáúÿñ-
íèòü òåì, ÷òî â êëåòêàõ ïëîäàõ ëó÷øå äåéñòâóåò ñèñòåìà
ðåãóëÿöèè êëåòî÷íîãî öèêëà, ïðåäîòâðàùàÿ ïîÿâëåíèå
àíîìàëüíûõ êëåòîê. Âî âñåõ êóëüòóðàõ áûë îòìå÷åí
4n/2n-ìîçàèöèçì, îäíàêî êîëè÷åñòâî 4n-êëåòîê çàìåòíî
âàðüèðîâàëî â ðàçíûõ ãðóïïàõ. Òàê, â êóëüòóðàõ ôèáðî-
áëàñòîâ è 83 % ïëàöåíòàðíûõ òêàíåé ìåäèöèíñêèõ àáîð-
òóñîâ óðîâåíü àíîìàëüíîãî êëåòî÷íîãî êëîíà ñîñòàâèë
ìåíåå 10 % â òå÷åíèå âñåãî ïðîöåññà êóëüòèâèðîâàíèÿ.
Íàïðîòèâ, âî âñåõ âíåçàðîäûøåâûõ òêàíÿõ ñïîíòàííûõ
àáîðòóñîâ ÷àñòîòà òåòðàïëîèäèè áûëà âûøå 10 %. Òàêèì
îáðàçîì, ðåçóëüòàòû äàííîãî èññëåäîâàíèÿ ïîêàçûâàþò
çíà÷èòåëüíûå ðàçëè÷èÿ â ïîâåäåíèè êëåòîê ïëàöåíòû è
ôèáðîáëàñòîâ ïëîäà â êóëüòóðå in vitro, òîãäà êàê çàêëþ-
÷åíèå î êàðèîòèïå ýìáðèîíà ïðèíÿòî äåëàòü ïî ðåçóëüòà-
òàì àíàëèçà èìåííî ýêñòðàýìáðèîíàëüíûõ òêàíåé, îñíî-
âûâàÿñü íà ïðåäïîëîæåíèè î òîì, ÷òî êëåòêè ïëàöåíòû è
ïëîäà èìåþò îäèíàêîâûé êàðèîòèï. Ïðèâåäåííîå âûøå
èññëåäîâàíèå ñòàâèò ïîä ñîìíåíèå âîçìîæíîñòü ïåðåíî-
ñà äàííûõ êàðèîòèïèðîâàíèÿ êóëüòèâèðîâàííûõ êëåòîê
ÝÌ íà ýìáðèîí. Ïîäòâåðæäåíèåì ýòîìó òàêæå ìîæåò
ñëóæèòü òîò ôàêò, ÷òî òåòðàïëîèäèÿ, íàïðèìåð, ÷àùå ðå-
ãèñòðèðóåòñÿ â ïëàöåíòå, ÷åì â òêàíÿõ ïëîäà (Toth et al.,
1992).

Âñëåäñòâèå òîãî ÷òî Õàíò è ßêîáñ (Hunt, Jacobs,
1985) íå îáíàðóæèëè êîððåëÿöèè ìåæäó óâåëè÷åíèåì
ìåíñòðóàëüíîãî ñðîêà áåðåìåííîñòè è ÷àñòîòîé àíîìàëüíûõ
êëåòî÷íûõ êëîíîâ â êóëüòóðàõ ïëàöåíòàðíûõ òêàíåé,
îíè ïðåäïîëîæèëè, ÷òî ýòè àíîìàëèè ïîÿâèëèñü â ðåçóëü-
òàòå êóëüòèâèðîâàíèÿ. Òàêèì îáðàçîì, ïëàöåíòàðíûå
òêàíè, âåðîÿòíî, èìåþò ïðåäðàñïîëîæåííîñòü ê ôîðìè-

Ðåòðîñïåêòèâíàÿ ìîëåêóëÿðíî-öèòîãåíåòè÷åñêàÿ õàðàêòåðèñòèêà òåòðàïëîèäèè 325

Äèïëîèäíî-òåòðàïëîèäíûé õðîìîñîìíûé ìîçàèöèçì â èíòåð-
ôàçíûõ ÿäðàõ öèòîòðîôîáëàñòà õîðèîíà ñïîíòàííîãî àáîðòóñà

÷åëîâåêà.

FISH ñ äèãîêñèãåíèðîâàííûì öåíòðîìåðîñïåöèôè÷íûì ÄÍÊ-çîíäîì
D11Z1 íà õðîìîñîìó 11 (êðàñíûå ñèãíàëû) è áèîòèíèëèðîâàííûì öåíò-
ðîìåðîñïåöèôè÷íûì ÄÍÊ-çîíäîì D17Z1 íà õðîìîñîìó 17 (çåëåíûå ñèã-

íàëû). DAPI-îêðàñêà. 1500 �.



ðîâàíèþ àíîìàëüíûõ êëåòî÷íûõ êëîíîâ in vitro. Ýòî
ïðåäïîëîæåíèå ïîëó÷àåò âñå áîëüøå ïîäòâåðæäåíèé â
ñîâðåìåííîé ëèòåðàòóðå. Â ÷àñòíîñòè, ïîêàçàíî, ÷òî îò
20 äî 60 % èíòåðôàçíûõ êëåòîê ÖÕ íîðìàëüíûõ çàðîäû-
øåé ÷åëîâåêà äåìîíñòðèðóþò àíåóïëîèäèþ õðîìîñîì
16, X è Y, à â íåêîòîðûõ ïîïóëÿöèÿõ òðîôîáëàñòà ÷àñòî-
òà ãèïåðäèïëîèäíûõ êëåòîê ìîæåò äîñòèãàòü 95 % (Wei-
er et al., 2005). Àâòîðàìè äàííîé ðàáîòû áûëà âûñêàçàíà
ãèïîòåçà î òîì, ÷òî â îñíîâå íàáëþäàåìîãî ôåíîìåíà ëå-
æèò ñïîñîáíîñòü êëåòîê ÖÕ èíàêòèâèðîâàòü êëåòî÷íûé
öèêë íà îïðåäåëåííûõ ýòàïàõ äèôôåðåíöèðîâêè, ÷òî
ïðèâîäèò ê ôîðìèðîâàíèþ îñîáîãî àíåóïëîèäíîãî îïó-
õîëåâîãî ôåíîòèïà, îáåñïå÷èâàþùåãî ñïîñîáíîñòü òðî-
ôîáëàñòà ê èíâàçèè â òêàíè ìàòêè.

Â òî æå âðåìÿ áûëè îáíàðóæåíû çíà÷èòåëüíûå ðàç-
ëè÷èÿ â ðåçóëüòàòàõ êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê ñïîíòàí-
íûõ è ìåäèöèíñêèõ àáîðòóñîâ (Hunt, Jacobs, 1985). Îêî-
ëî 50 % êàðèîòèïè÷åñêè íîðìàëüíûõ êóëüòóð ñïîíòàí-
íûõ àáîðòóñîâ äåìîíñòðèðîâàëè ïîÿâëåíèå àíîìàëüíûõ
êëåòî÷íûõ êëîíîâ, òîãäà êàê ñðåäè ìåäèöèíñêèõ àáîðòó-
ñîâ ýòîò ïîêàçàòåëü ñîñòàâèë òîëüêî 4 %. Êðîìå òîãî,
ïîëèïëîèäèçàöèÿ áûëà áîëåå âûðàæåíà â êóëüòóðå ïëà-
öåíòàðíûõ òêàíåé èìåííî ñïîíòàííûõ àáîðòóñîâ (Hunt,
Jacobs, 1985). Òàêèì îáðàçîì, ïðîáëåìà îïðåäåëåíèÿ ïî-
ðîãîâîãî óðîâíÿ òåòðàïëîèäèè â òêàíÿõ ÷åëîâåêà è ôîð-
ìèðóþùèõ åãî ìåõàíèçìîâ îñòàåòñÿ àêòóàëüíîé çàäà÷åé
â îáëàñòè ñîâðåìåííîé ãåíåòèêè ðàçâèòèÿ. Íå èñêëþ÷å-
íî, ÷òî â îñíîâå ìîëåêóëÿðíûõ ìåõàíèçìîâ ôîðìèðîâà-
íèÿ è íåãàòèâíûõ ôåíîòèïè÷åñêèõ ýôôåêòîâ òåòðà-
ïëîèäíûõ êëåòîê ëåæàò íàðóøåíèÿ íåäàâíî îïèñàííîé
«òåòðàïëîèäíîé ñâåðî÷íîé òî÷êè êëåòî÷íîãî öèêëà» —
«G1 tetraploidy checkpoint» (Margolis et al., 2003; Storcho-
va, Pellman, 2004).

Îñîáûé èíòåðåñ ïðåäñòàâëÿåò àíàëèç ðàñïðåäåëåíèÿ
õðîìîñîìíûõ àíîìàëèé â ïðîèçâîäíûõ ðàçëè÷íûõ çàðî-
äûøåâûõ ëèñòêîâ êàê îäíîé èç ïðè÷èí ðàííåé ýìáðèî-
íàëüíîé ãèáåëè. Äëÿ 11 èç 13 àáîðòóñîâ ñ ïîäòâåðæäåí-
íûì òåòðàïëîèäíûì êàðèîòèïîì áûëè ïðîàíàëèçèðîâà-
íû ÖÕ è ÝÌ. Ó 7 çàðîäûøåé (64 %) ïîëèïëîèäíûå
êëåòêè ñ áëèçêîé ÷àñòîòîé îáíàðóæåíû â ïðîèçâîäíûõ
ðàçëè÷íûõ çàðîäûøåâûõ ëèñòêîâ. Äëÿ 4 ýìáðèîíîâ —
36 % (¹21, 23—25; òàáë. 1) — áûëè âûÿâëåíû ìåæòêà-
íåâûå ðàçëè÷èÿ ïî ëîêàëèçàöèè òåòðàïëîèäíûõ êëåòîê ñ
äîñòîâåðíûì ïðåîáëàäàíèåì èõ â ÝÌ ïî ñðàâíåíèþ ñ
ÖÕ. ÝÌ ÿâëÿåòñÿ ïðîèçâîäíîé ýïèáëàñòà, âîçíèêàþùåãî
èç âíóòðåííåé êëåòî÷íîé ìàññû áëàñòîöèñòû è äèôôå-

ðåíöèðóþùåãîñÿ êàê âî âñå òêàíè çàðîäûøà, òàê è â íå-
êîòîðûå ýêñòðàýìáðèîíàëüíûå ïðîèçâîäíûå (àìíèîí,
æåëòî÷íûé ìåøîê, ìåçîäåðìà õîðèîíà). Íàáëþäàåìîå
ìåæòêàíåâîå ðàñïðåäåëåíèå êëåòîê ñ àíîìàëüíûì êàðèî-
òèïîì ïðè ÷àñòîòå òåòðàïëîèäèè â ÖÕ íèæå âåðõíåé ãðà-
íèöû ïðåäåëà åå îáíàðóæåíèÿ óêàçûâàåò íà âîçíèêíî-
âåíèå ãåíîìíîé ìóòàöèè óæå ïîñëå îáîñîáëåíèÿ âíóò-
ðåííåé êëåòî÷íîé ìàññû. Ó îäíîãî àáîðòóñà ÷àñòîòà
ïîëèïëîèäíûõ êëåòîê â ÖÕ îêàçàëàñü âûøå ïîðîãîâîãî
óðîâíÿ, ÷òî ïîçâîëÿåò ïðåäïîëîæèòü îáðàçîâàíèå àíî-
ìàëüíîãî êëåòî÷íîãî êëîíà åùå íà äîèìïëàíòàöèîííîì
ýòàïå.

Âîçìîæíî, ÷òî ïðåèìóùåñòâåííàÿ ëîêàëèçàöèÿ òåò-
ðàïëîèäíûõ êëåòîê â ïðîèçâîäíûõ âíóòðåííåé êëåòî÷-
íîé ìàññû ìîæåò âûñòóïàòü äîïîëíèòåëüíûì ôàêòîðîì
ïðåíàòàëüíîãî îòáîðà. Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî â ýìáðèî-
íàëüíûõ òêàíÿõ ìëåêîïèòàþùèõ ïðîòèâ êëåòîê ñ ãåíîì-
íîé ìóòàöèåé äåéñòâóåò íåãàòèâíàÿ ñåëåêöèÿ, îäèí èç
âîçìîæíûõ ïóòåé êîòîðîé çàêëþ÷àåòñÿ â ïðåèìóùåñò-
âåííîé ëîêàëèçàöèè àíîìàëüíûõ êëåòîê â òðîôýêòîäåð-
ìå (Tarkowski et al., 1977; James et al., 1995; Everett, West,
1998; Goto et al., 2002). Ýòî ïðåäïîëîæåíèå íàõîäèò ïîä-
òâåðæäåíèå â ýêñïåðèìåíòàõ ñ õèìåðàìè ìûøåé, ñîäåð-
æàùèìè ðàâíîå êîëè÷åñòâî äèïëîèäíûõ è òåòðàïëîèä-
íûõ áëàñòîìåðîâ, îäèíàêîâûõ ïî ðàçìåðó (Tang et al.,
2000). Â ýòèõ õèìåðàõ á *îëüøàÿ ÷àñòü òåòðàïëîèäíûõ
êëåòîê ðàñïîëàãàëàñü â òðîôýêòîäåðìå, à íå âî âíóòðåí-
íåé êëåòî÷íîé ìàññå. Êðîìå òîãî, ïðè ïîëó÷åíèè õèìåð
èç ðàâíîãî êîëè÷åñòâà äèïëîèäíûõ áëàñòîìåðîâ ðàçíîãî
ðàçìåðà áûëî ïîêàçàíî, ÷òî áîëåå êðóïíûå áëàñòîìåðû
ðàñïîëàãàþòñÿ ñ âíåøíåé ñòîðîíû áëàñòîöèñòû. Àíàëî-
ãè÷íîãî ðàñïîëîæåíèÿ êëåòîê ñëåäóåò îæèäàòü è ïðè
òåòðàïëîèäíîì êàðèîòèïå, êîòîðûé, êàê ïðàâèëî, ñîïðî-
âîæäàåòñÿ óâåëè÷åíèåì êëåòî÷íîãî îáúåìà.

Òàêèì îáðàçîì, áîëüøèé ðàçìåð êëåòîê è á *îëüøàÿ
ïëîèäíîñòü èõ ãåíîìà ñïîñîáñòâóþò íåñëó÷àéíîìó ðàñ-
ïðåäåëåíèþ òåòðàïëîèäíûõ êëåòîê ìåæäó çàðîäûøåâû-
ìè è âíåçàðîäûøåâûìè òêàíÿìè. Íàïðèìåð, áûëî ïîêà-
çàíî, ÷òî ìîçàè÷íûå ýìáðèîíû ñâèíåé ìîãóò ðàçâèâàòüñÿ
äî ïëîäà òîëüêî â òîì ñëó÷àå, åñëè ïîëèïëîèäíûå êëåòêè
âõîäÿò â ñîñòàâ òðîôîáëàñòà è ó÷àñòâóþò â ôîðìèðîâà-
íèè ýêñòðàýìáðèîíàëüíûõ ñòðóêòóð (Han et al., 1999).
Â òî æå âðåìÿ ïðè èññëåäîâàíèè êàðèîòèïà 5 áëàñòîöèñò
÷åëîâåêà, ïîëó÷åííûõ â õîäå ïðîöåäóðû ýêñòðàêîðïî-
ðàëüíîãî îïëîäîòâîðåíèÿ è èñêëþ÷åííûõ äëÿ èìïëàíòà-
öèè ïî ïðè÷èíå ìîðôîëîãè÷åñêèõ íàðóøåíèé, ñ ïî-
ìîùüþ FISH-àíàëèçà áûëî ïîêàçàíî, ÷òî òåòðàïëîèäíûå
êëåòêè âî âíóòðåííåé êëåòî÷íîé ìàññå âñòðå÷àþòñÿ ïðè-
ìåðíî â 2.8 ðàçà ÷àùå, ÷åì â òðîôýêòîäåðìå (Derhaag et
al., 2003). Ýòî íàáëþäåíèå àâòîðû ðàáîòû îáúÿñíèëè áî-
ëåå âûñîêèì ïðîëèôåðàòèâíûì èíäåêñîì êëåòîê âíóò-
ðåííåé êëåòî÷íîé ìàññû ïî ñðàâíåíèþ ñ òðîôýêòîäåð-
ìîé íà 5—6-å ñóò ýìáðèîíàëüíîãî ðàçâèòèÿ. Òàêæå íå
èñêëþ÷åíî, ÷òî òåòðàïëîèäíûå êëåòêè ìåíåå êîìïåòåíò-
íû ê äèôôåðåíöèðîâêå â ñïåöèàëèçèðîâàííûå òèïû
(Goto et al., 2002), ïîýòîìó èõ íàêîïëåíèå âî âíóòðåííåé
êëåòî÷íîé ìàññå áóäåò èìåòü áîëåå âûðàæåííûé íåãà-
òèâíûé ýôôåêò.

Ñ öåëüþ èçó÷åíèÿ âëèÿíèÿ ðàñïðåäåëåíèÿ òåòðàïëî-
èäíûõ êëåòîê â ïðîèçâîäíûõ òðîôîáëàñòà è âíóòðåííåé
êëåòî÷íîé ìàññû íà õàðàêòåð íàðóøåíèÿ ýìáðèîíàëüíî-
ãî ðàçâèòèÿ ÷åëîâåêà ñïîíòàííûå àáîðòóñû â íàñòîÿùåì
èññëåäîâàíèè áûëè ðàçäåëåíû íà äâå ãðóïïû — ÀÝ è
ÍÁ. Â 5 èç 6 ñëó÷àåâ ÀÝ (83 %) (¹ 5, 6, 24, 25 è 28;
òàáë. 1) òåòðàïëîèäíûé êàðèîòèï áûë ïîäòâåðæäåí ñ ïî-
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Ò à á ë è ö à 2

×àñòîòà òåòðàïëîèäèè ïðè àíýìáðèîíèè
è íåðàçâèâàþùåéñÿ áåðåìåííîñòèà

Ëèòåðàòóðíûé èñòî÷íèê
Òèï íàðóøåíèÿ ðàçâèòèÿ

ÀÝ ÍÁ

Ohno et al., 1991 2.1 0.0

Kalousek, 1993 14.0 —

Minelli et al., 1993 8.6 0.0

Brajenovic-Milic et al., 1998 7.1 5.6

Sanchez et al., 1999 — 1.9

Íàñòîÿùåå èññëåäîâàíèå 14.1 3.2

Âñåãî: 9.2 � 2.3 2.1 � 1.1

à ×àñòîòû ïðèâåäåíû â % îò âñåõ âûÿâëåííûõ íàðóøåíèé êàðèîòèïà.



ìîùüþ FISH-àíàëèçà. Â ãðóïïå ÍÁ (22 ýìáðèîíà) òåò-
ðàïëîèäíûìè îêàçàëèñü òîëüêî 7 (32 %). Îñíîâûâàÿñü íà
ñîáñòâåííûõ ðåçóëüòàòàõ è äàííûõ ëèòåðàòóðû (òàáë. 2),
ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ïðåèìóùåñòâåííàÿ ëîêàëèçà-
öèÿ òåòðàïëîèäíûõ êëåòîê â ïðîèçâîäíûõ âíóòðåííåé
êëåòî÷íîé ìàññû âûñòóïàåò ôàêòîðîì ðèñêà ðàçâèòèÿ
íàèáîëåå òÿæåëîé ôîðìû äèñìîðôîãåíåçà — ÀÝ.

Òàêèì îáðàçîì, â õîäå íàñòîÿùåé ðàáîòû áûëî ïîêà-
çàíî, ÷òî íå âñå òåòðàïëîèäíûå êàðèîòèïû ñïîíòàííûõ
àáîðòóñîâ, óñòàíîâëåííûå ñ èñïîëüçîâàíèåì ìåòîäîâ
êëàññè÷åñêîé öèòîãåíåòèêè, ìîæíî ñ÷èòàòü èñòèííî òåò-
ðàïëîèäíûìè âñëåäñòâèå ýôôåêòîâ óâåëè÷åíèÿ ïëîèä-
íîñòè êëåòîê â óñëîâèÿõ äëèòåëüíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ
ïëàöåíòàðíûõ òêàíåé. Ðåçóëüòàòû ïðîâåäåííîãî ðåòðî-
ñïåêòèâíîãî àíàëèçà íàòèâíûõ òêàíåé ïîêàçûâàþò, ÷òî
÷àñòîòà òåòðàïëîèäèè ñðåäè ñïîíòàííûõ àáîðòóñîâ ñ íà-
ðóøåíèÿìè êàðèîòèïà â îáñëåäîâàííîé íàìè òîìñêîé
ïîïóëÿöèè ñíèçèëàñü ñ 22.4 äî 9.6 %, ÷òî õîðîøî ñîãëà-
ñóåòñÿ ñ ðåçóëüòàòàìè èññëåäîâàíèé öèòîãåíåòè÷åñêèõ
ôàêòîðîâ ïðåíàòàëüíîãî îòáîðà ó ÷åëîâåêà (Eiben et al.,
1990; Kalousek et al., 1993; Griffin et al., 1997).

Àâòîðû âûðàæàþò áëàãîäàðíîñòü âðà÷àì Ãåíåòè÷å-
ñêîé êëèíèêè ÃÓ ÍÈÈ ìåäèöèíñêîé ãåíåòèêè ÒÍÖ ÑÎ
ÐÀÌÍ Ì. Î. Ôèëèïïîâîé è Ì. Ï. Êîðô çà ïîìîùü â
ñáîðå ìàòåðèàëà äëÿ íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
05-04-48129).
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RETROSPECTIVE MOLECULAR-CYTOGENETIC CHARACTERISTICS OF TETRAPLOIDY

IN EARLY EMBRYOLETHALITY OF MAN

A. A. Kashevarova,1 N. N. Sukhanova, E. N. Tolmacheva, E. A. Sazhenova, I. N. Lebedev

Research Institute of Medical Genetics, Tomsk Research Center of Siberian Branch RAMS, Tomsk;
1 e-mail: kashevarova_a@rambler.ru

The ploidy level of noncultivated extraembryonic tissues was studied by fluorescence in situ hybridization
in 30 human I trimester spontaneous abortions with tetraploid or diploid-tetraploid karyotype after conventional
cytogenetic analysis. Only thirteen embryos (43 %) were verified to be tetraploid that provides evidence for the
hypothesis of placental cell polyploidization during long-term in vitro cultivation. It is shown that preferred
compartmentalization of tetraploid cells in the inner cell mass derivatives is associated with blighted ovum —
the most severe type of human embryo dysmorphogenesis.

K e y w o r d s: tetraploidy, long-term cell cultures, spontaneous abortions, interphase cytogenetics.
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