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Ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû ìîëåêóëÿðíî-öèòîãåíåòè÷åñêîãî èññëåäîâàíèÿ êëåòîê êðîâè ôåðòèëüíûõ
æåíùèí ðåïðîäóêòèâíîãî âîçðàñòà. Äëÿ àíàëèçà èñïîëüçîâàíû êóëüòèâèðîâàííûå è íåêóëüòèâèðîâàí-
íûå êëåòêè è äâà êîìïëåêòà ÄÍÊ-çîíäîâ ñ ïðÿìûì è íåïðÿìûì ìå÷åíèåì. Îïðåäåëåíû ñðåäíèå óðîâíè
àíåóïëîèäèè ïî ÷åòûðåì õðîìîñîìàì è ðàññ÷èòàíû ïðåäåëüíûå çíà÷åíèÿ àíåóïëîèäèè. Äëÿ êóëüòèâè-
ðîâàííûõ ëèìôîöèòîâ, èññëåäîâàííûõ ñ ïîìîùüþ FISH-àíàëèçà ñ ïðÿìûì ìå÷åíèåì, óðîâåíü àíåóïëî-
èäèè äëÿ îòäåëüíûõ õðîìîñîìíûõ íàðóøåíèé âàðüèðîâàë îò 0.1 äî 1.3 %, ñðåäíèé óðîâåíü ïî âñåì èñ-
ñëåäîâàííûì õðîìîñîìàì (13, 18, 21 è X) ñîñòàâèë 1.39 %, ïðåäåë âûÿâëåíèÿ ìóòàöèè — 3.4 %. Âûÿâëå-
íû ðàçëè÷èÿ ðåçóëüòàòîâ, ïîëó÷àåìûõ ñ èñïîëüçîâàíèåì ÄÍÊ-çîíäîâ ñ ïðÿìûì è íåïðÿìûì ìå÷åíèåì.
Ïîêàçàíî, ÷òî ïðîöåññ êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê îêàçûâàåò îïðåäåëåííîå âëèÿíèå íà ÷àñòîòó àíåóïëîè-
äèè. Àáñîëþòíàÿ îøèáêà ìåòîäà FISH ñ ïðÿìûì ìå÷åíèåì ñîñòàâèëà 0.13 %, îòíîñèòåëüíàÿ — 4.08 %.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ÷àñòîòà ñïîíòàííîé àíåóïëîèäèè, òî÷íîñòü ìåòîäà FISH.

Ôëóîðåñöåíòíàÿ ãèáðèäèçàöèÿ in situ (FISH) íàõîäèò
âñå áîëüøåå ïðèìåíåíèå â äèàãíîñòèêå è ìîíèòîðèíãå
óðîâíÿ àíåóïëîèäèè. Âîçìîæíîñòü ïðèìåíåíèÿ êîììåð-
÷åñêèõ õðîìîñîìîñïåöèôè÷íûõ ÄÍÊ-çîíäîâ äåëàåò ìå-
òîä FISH äîñòóïíîé òåõíèêîé äëÿ êëèíè÷åñêèõ öèòîãåíå-
òè÷åñêèõ ëàáîðàòîðèé. Ìåòîä ìîæåò áûòü ýôôåêòèâíî
èñïîëüçîâàí ïðè îöåíêå ìèíèìàëüíîãî ãèïåð- èëè ãèïî-
ãàïëîèäíîãî êëîíà, äëÿ âûÿâëåíèÿ íèçêîóðîâíåâîãî èëè
ñêðûòîãî ìîçàèöèçìà (Clementini et al., 2005; Papanikolaou
et al., 2005; Øèëîâà, Çîëîòóõèíà, 2007). Îñîáóþ àêòóàëü-
íîñòü ïðèîáðåòàåò äàííûé âîïðîñ â îáëàñòè ðåïðîäóêòèâ-
íîé öèòîãåíåòèêè, ãäå ñëó÷àè ãîíîñîìíîãî ìîçàèöèçìà
íåðåäêè (Âîðñàíîâà è äð., 1998; Çåðîâà è äð., 2005; Lenz et
al., 2005).

Àíåóïëîèäèè âîçíèêàþò ïðè íàðóøåíèè ñåãðåãàöèè
ðåïëèöèðîâàííûõ õðîìîñîì ìåæäó äâóìÿ äî÷åðíèìè
êëåòêàìè. Óñòàíîâëåí öåëûé ðÿä ìîëåêóëÿðíûõ ìåõàíèç-
ìîâ, èíäóöèðóþùèõ àíåóïëîèäèè (Fenech, 2002; Leach et
al., 2004; Iarmarcovai et al., 2006). Ïîêàçàíî, ÷òî óðîâåíü
àíåóïëîèäèè â êëåòêàõ êðîâè ìîæåò óâåëè÷èâàòüñÿ ñïîí-
òàííî èëè ïîä âëèÿíèåì õèìè÷åñêèõ àãåíòîâ âíåøíåé
ñðåäû. Èìåþòñÿ îòäåëüíûå ñîîáùåíèÿ î ñâÿçè ïðèåìà ëå-
êàðñòâ (àíàëüãåòèêîâ, àíòèáèîòèêîâ), îðàëüíûõ êîíòðà-
öåïòèâîâ è ñïåðìèöèäîâ ñ ïîâûøåíèåì óðîâíÿ àíåóïëîè-
äèè (Aardema et al., 1998). Òàêæå ðèñê õðîìîñîìíûõ íàðó-
øåíèé óâåëè÷èâàåòñÿ ñ âîçðàñòîì (Òèìîøåâñêèé è äð.,
2006), ïðè ëèìôîìàõ è ïîñëå ïåðåíåñåííûõ çàáîëåâàíèé
âèðóñíûì ãåïàòèòîì C (Goldberg-Bittman et al., 2008).

Â ðÿäå èññëåäîâàíèé ïîêàçàíî, ÷òî ñàì ïðîöåññ êóëü-
òèâèðîâàíèÿ êëåòîê â ïèòàòåëüíîé ñðåäå ÿâëÿåòñÿ ïðè÷è-
íîé ïîâûøåíèÿ óðîâíÿ àíåóïëîèäèè (Richard et al., 1993;
Íàçàðåíêî è äð., 1997).

Ïðè èññëåäîâàíèè àíåóïëîèäèè íèçêîãî óðîâíÿ ëîæ-
íîïîëîæèòåëüíàÿ äèàãíîñòèêà ìîíîñîìèè è òðèñîìèè
ìîæåò ÿâëÿòüñÿ ðåçóëüòàòîì ìåòîäè÷åñêèõ àðòåôàêòîâ,
òàêèõ êàê íåñïåöèôè÷åñêîå ñâÿçûâàíèå çîíäà ñ ÄÍÊ, íå-
îïòèìàëüíûå óñëîâèÿ ãèáðèäèçàöèè èëè äåòåêöèè ãèáðè-
äèçàöèîííûõ ñèãíàëîâ, èñïîëüçîâàíèå íåäîñòàòî÷íî
ñòðîãèõ êðèòåðèåâ ïîäñ÷åòà ñèãíàëîâ (Lomax et al., 1994).
Î÷åâèäíî, ÷òî ïðåäåë âûÿâëåíèÿ àíåóïëîèäèè â êëåòêàõ
êðîâè ìîæåò çàâèñåòü è îò òèïà èñïîëüçóåìûõ ÄÍÊ-çîí-
äîâ.

Ïðè îöåíêå óðîâíÿ àíåóïëîèäèè, âûÿâëÿåìîãî ñ ïî-
ìîùüþ ìåòîäà FISH, íåîáõîäèìû ïîêàçàòåëè íîðìû,
îïèðàþùèåñÿ â òîì ÷èñëå è íà ñâåäåíèÿ îá îøèáêå äàí-
íîãî ìåòîäà. Öåëüþ ðàáîòû ÿâèëîñü èññëåäîâàíèå óðîâíÿ
àíåóïëîèäèè â êëåòêàõ êðîâè çäîðîâûõ ôåðòèëüíûõ æåí-
ùèí äëÿ âûÿâëåíèÿ ïðåäåëîâ îáíàðóæåíèÿ àíåóïëîèäèè
ïî íåñêîëüêèì õðîìîñîìàì äëÿ îïðåäåëåíèÿ ïîêàçàòå-
ëåé íîðìû. Ïðîâåäåíà ïîïûòêà ñðàâíåíèÿ ðåçóëüòàòîâ
FISH-àíàëèçîâ ñ ïðèìåíåíèåì ÄÍÊ-çîíäîâ ñ ïðÿìûì è
íåïðÿìûì ìå÷åíèåì, êóëüòèâèðîâàííûõ è íåêóëüòèâèðî-
âàííûõ êëåòîê è îïðåäåëåíèÿ îøèáêè FISH-ìåòîäà. Èñ-
ïîëüçîâàíû çîíäû íà õðîìîñîìû X (íàèáîëåå ÷àñòî âî-
âëå÷åííàÿ â ìîçàèöèçì íèçêîãî óðîâíÿ õðîìîñîìà), 18, 13
è 21 (õðîìîñîìû, èìåþùèå ïîâûøåííûé óðîâåíü àíåóï-
ëîèäèè ñðåäè àóòîñîì è íàèáîëåå ÷àñòî èñïîëüçóåìûå
äëÿ äèàãíîñòèêè êëèíè÷åñêè çíà÷èìûõ àíåóïëîèäèé).
Ïðÿìîå ìå÷åíèå îñíîâàíî íà èñïîëüçîâàíèè ÄÍÊ-çîíäîâ,
â êîòîðûõ îïðåäåëåííûå íóêëåîòèäû íåïîñðåäñòâåííî
ñâÿçàíû ñ ôëóîðåñöåíòíîé ìåòêîé. Ïðè íåïðÿìîì ìå÷å-
íèè íóêëåîòèäû ñâÿçàíû ñ ðåïîðòåðíûìè ìîëåêóëàìè
(áèîòèí, äèãîêñèãåíèí), êîòîðûå âûÿâëÿþòñÿ íà äîïîëíè-
òåëüíîì ýòàïå èììóíîõèìè÷åñêîé äåòåêöèè.
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Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Èññëåäóåìóþ ãðóïïó ñîñòàâèëè 12 ôåðòèëüíûõ æåí-
ùèí (ñðåäíèé âîçðàñò 30.5 ± 0.81 ãîäà), îòîáðàííûõ ñî-
ãëàñíî òðåáîâàíèÿì ïðèêàçà Ìèíèñòåðñòâà çäðàâîîõðàíå-
íèÿ, ïðåäúÿâëÿåìûì ê äîíîðàì îîöèòîâ: âîçðàñò îò 20 äî
35 ëåò, íàëè÷èå ñîáñòâåííîãî çäîðîâîãî ðåáåíêà, îòñóòñò-
âèå âûðàæåííûõ ôåíîòèïè÷åñêèõ îòêëîíåíèé, ñîìàòè÷å-
ñêîå çäîðîâüå. Çàáîð êðîâè ïðîèçâîäèëè â ïðîáèðêó Va-
cuette ñ Li-ãåïàðèíîì.

Ñòàíäàðòíûé õðîìîñîìíûé àíàëèç ïðîâîäèëè íà ïðå-
ïàðàòàõ ìåòàôàçíûõ õðîìîñîì, ïîëó÷åííûõ ïîñëå êóëüòè-
âèðîâàíèÿ ÔÃÀ-ñòèìóëèðîâàííûõ ëèìôîöèòîâ â òå÷åíèå
72 ÷. Äëÿ äèôôåðåíöèàëüíîãî îêðàøèâàíèÿ èñïîëüçîâàëè
GTG-ìåòîä. Àíàëèçèðîâàëè 12 ìåòàôàçíûõ ïëàñòèíîê (Ro-
oney, 2001). Äëÿ ïîëó÷åíèÿ èçîáðàæåíèÿ ìåòàôàç è àíàëè-
çà êàðèîãðàìì èñïîëüçîâàëè ïðîãðàììíûé ïðîäóêò Band
View (Applied Spectral Imaging, ÑØÀ). Âñå îáñëåäîâàííûå
èìåëè íîðìàëüíûé æåíñêèé êàðèîòèï.

Ñóñïåíçèè êóëüòèâèðîâàííûõ ëåéêîöèòîâ èñïîëüçî-
âàëè äëÿ FISH-àíàëèçà. Äëÿ àíàëèçà àíåóïëîèäèè â íå-
êóëüòèâèðîâàííûõ êëåòêàõ âûäåëÿëè ôðàêöèþ ëåéêîöè-
òîâ êðîâè öåíòðèôóãèðîâàíèåì â ãðàäèåíòå ïëîòíîñòè
ôèêîëë-óðîãðàôèíà (Ìàöà, 1990). Ôèêñàöèþ êëåòîê ïðî-
âîäèëè ñòàíäàðòíî â îäèíàêîâûõ óñëîâèÿõ äëÿ êóëüòèâè-
ðîâàííûõ è íåêóëüòèâèðîâàííûõ êëåòîê. Îäèí èç îáðàç-
öîâ êóëüòèâèðîâàëè â ïÿòè ïîâòîðíîñòÿõ äëÿ àíàëèçà
îøèáêè ìåòîäà.

FISH-àíàëèç ïðîâîäèëè êàê íà íåêóëüòèâèðîâàííûõ,
òàê è íà êóëüòèâèðîâàííûõ êëåòêàõ. Äëÿ íåêóëüòèâèðî-
âàííûõ êëåòîê ïðîâîäèëè èõ äîïîëíèòåëüíóþ ïðîòåîëè-
òè÷åñêóþ îáðàáîòêó ñ èñïîëüçîâàíèåì ðàñòâîðîâ ïåïñèíà
èëè òðèïñèíà. Èñïîëüçîâàëè äâà êîìïëåêòà ôëóîðåñöåíò-
íûõ ÄÍÊ-çîíäîâ: ñìåñü çîíäîâ ñ ïðÿìûì ìå÷åíèåì Multi-
Vysion PGT (Abbott Molecular Inc., ÑØÀ), âêëþ÷àþùóþ â
ñåáÿ CEP 18 — Spectrum Aqua, CEP X — Spectrum Blue,
LSI 13 — Spectrum Red, LSI 21 — Spectrum Green è öåíò-
ðîìåðîñïåöèôè÷åñêèå çîíäû ñ íåïðÿìûì ìå÷åíèåì ðå-
ïîðòåðíûìè ìîëåêóëàìè — äèãîêñèãåíèíîì-11-dUTP
(DXZ1) è áèîòèíîì-16-dUTP (D18Z1), ëþáåçíî ïðåäî-
ñòàâëåííûå ëàáîðàòîðèåé öèòîãåíåòèêè ÃÓ ÍÈÈ ìåäè-
öèíñêîé ãåíåòèêè ÒÍÖ ÑÎ ÐÀÌÍ (Òîìñê), ñ ïîñëåäó-
þùåé èììóíîõèìè÷åñêîé äåòåêöèåé ñ àâèäèí-ÔÈÒÖ
(Sigma, Ãåðìàíèÿ) è àíòèäèãîêñèãåíèí-ðîäàìèíîì (Boe-
hringer Mannheim, Ãåðìàíèÿ). Ãèáðèäèçàöèþ îñóùåñòâëÿ-
ëè â òå÷åíèå 14—16 ÷ ïðè 37 °Ñ. Ãèáðèäèçàöèþ è ïîñò-
ãèáðèäèçàöèîííóþ îòìûâêó ïðÿìûõ çîíäîâ âûïîëíÿëè
ñîãëàñíî èíñòðóêöèÿì ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ. Èììóíî-
õèìè÷åñêóþ äåòåêöèþ çîíäîâ ñ íåïðÿìûì ìå÷åíèåì ïðî-
âîäèëè â ñîîòâåòñòâèè ñ ìåòîäè÷åñêèìè ðåêîìåíäàöèÿìè
(Òèìîøåâñêèé è äð., 2006).

Ïîäñ÷åò ãèáðèäèçàöèîííûõ ñèãíàëîâ íà ïðåïàðàòàõ ñ
ðàñòâîðàìè DAPI è Vectashield ïðîâîäèëè íà ôëóîðåñöåí-
òíîì ìèêðîñêîïå Olympus BX 51 ïðè 600-êðàòíîì óâåëè-
÷åíèè ñ èñïîëüçîâàíèåì ñîîòâåòñòâóþùåãî íàáîðà ñâåòî-
ôèëüòðîâ. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ è àíàëèçà èçîáðàæåíèÿ èñïîëü-
çîâàëè ïðîãðàììó FISH View (Applied Spectral Imaging,
ÑØÀ). Â êàæäîì ñëó÷àå àíàëèçèðîâàëè 1000 ÿäåð. Ýô-
ôåêòèâíîñòü ãèáðèäèçàöèè îöåíèâàëè ïî íàëè÷èþ íå ìå-
íåå 85 % êëåòîê, ñîäåðæàùèõ ñèãíàë (Beatty et al., 2002).
Äëÿ êàæäîé êëåòêè ñèãíàëû âñåõ õðîìîñîì ïîäñ÷èòûâàëè
îäíîâðåìåííî.

Ïðè ïîäñ÷åòå ñèãíàëîâ èñïîëüçîâàëè êðèòåðèè, îáîá-
ùåííûå ïî äàííûì ëèòåðàòóðû ñ íåêîòîðîé ìîäèôèêà-
öèåé (Munne et al., 1998; Beatty et al., 2002; Òèìîøåâñêèé

è äð., 2006): 1) îòäåëüíûå ñèãíàëû òèïè÷íîãî ðàçìåðà è
ÿðêîñòè èíòåðïðåòèðîâàëè êàê ïðèñóòñòâèå ñîîòâåòñòâó-
þùåãî ÷èñëà êîïèé õðîìîñîì; 2) ãèáðèäèçàöèîííûå ñèã-
íàëû ïðîâåðÿëè íà äðóãèõ ñâåòîôèëüòðàõ; ïðè èõ îáíàðó-
æåíèè íà âñåõ ôèëüòðàõ ñèãíàëû ðàñöåíèâàëè êàê íåñïå-
öèôè÷åñêèå; 3) åñëè íàáëþäàëñÿ îäèí ñèãíàë íà êëåòêó,
íî åãî èíòåíñèâíîñòü ñâå÷åíèÿ áûëà â 2 ðàçà áîëüøå, åãî
òðàêòîâàëè êàê íàëîæåíèå äâóõ ñèãíàëîâ, íàõîäÿùèõñÿ â
ðàçíûõ ïëîñêîñòÿõ; ïðîâåðêó îñóùåñòâëÿëè âðàùåíèåì
ìèêðîâèíòà (àíàëèç ñèãíàëîâ â ðàçíûõ ïëîñêîñòÿõ);
4) äâà ðÿäîì ðàñïîëîæåííûõ ñèãíàëà èíòåðïðåòèðîâàëè
êàê ðàçíûå õðîìîñîìû, åñëè ìåæäó íèìè ìîæíî áûëî ïî-
ìåñòèòü îäèí ñèãíàë òàêîãî æå ðàçìåðà; 5) ïðè íàëè÷èè â
ÿäðå îäíîãî íîðìàëüíîãî ñèãíàëà, à âòîðîãî óäâîåííîãî
(2 áëèçêîðàñïîëîæåííûå ìåòêè) ðåçóëüòàò òðàêòîâàëè êàê
âàðèàíò íîðìû; 6) ïðè íàëè÷èè â ÿäðå îäíîãî óäâîåííîãî
ñèãíàëà ðåçóëüòàò òàêæå òðàêòîâàëè êàê âàðèàíò íîðìû;
7) ìîíîñîìèè ïî âñåì õðîìîñîìàì ïðîâåðÿëè íà êàæäîì
èíäèâèäóàëüíîì ñâåòîôèëüòðå äëÿ èçáåãàíèÿ íàëîæåíèé
ñèãíàëîâ.

Ñòàòèñòè÷åñêóþ îáðàáîòêó ðåçóëüòàòîâ ïðîâîäèëè ñ
èñïîëüçîâàíèåì ïàêåòà ïðîãðàìì Statistica 7.0. Ðàññ÷èòû-
âàëè ñðåäíèå çíà÷åíèÿ (x) è îøèáêè ñðåäíèõ (m), ìèíè-
ìóìû (min) è ìàêñèìóìû (max). Äîñòîâåðíîñòü ðàçëè÷èé
ìåæäó ñðåäíèìè çíà÷åíèÿìè îïðåäåëÿëè íåïàðàìåòðè÷å-
ñêèì êðèòåðèåì Âèëêîêñîíà. Ïðåäåë îáíàðóæåíèÿ ìóòà-
öèè (lim) è 95%-íûé äîâåðèòåëüíûé èíòåðâàë (CI — con-
fidence interval) îïðåäåëÿëè ïî ôîðìóëå (Lomax et al.,
1994), èñïîëüçóåìîé â îòå÷åñòâåííûõ ìîëåêóëÿðíî-öèòî-
ãåíåòè÷åñêèõ èññëåäîâàíèÿõ (Íàçàðåíêî è äð., 1997; Íà-
çàðåíêî, Òèìîøåâñêèé, 2004).

Àáñîëþòíóþ îøèáêó ìåòîäà ðàññ÷èòûâàëè êàê îøèá-
êó ñðåäíåé àðèôìåòè÷åñêîé âåëè÷èíû ïðè àíàëèçå ïî-
âòîðíîñòåé îäíîãî îáðàçöà. Îòíîñèòåëüíóþ îøèáêó ìå-
òîäà ðàññ÷èòûâàëè êàê äîëþ (â %) àáñîëþòíîé îøèáêè îò
ñðåäíåãî çíà÷åíèÿ.

Ðåçóëüòàòû

Àíàëèç óðîâíÿ àíåóïëîèäèè â êëåòêàõ êðîâè ïðîâî-
äèëè íà êóëüòèâèðîâàííûõ è íåêóëüòèâèðîâàííûõ êëåò-
êàõ 12 ïàöèåíòîê ñ ïðèìåíåíèåì äâóõ òèïîâ ÄÍÊ-çîíäîâ.
Âñåãî ïðîàíàëèçèðîâàíî 48 000 êëåòîê. Ãèïåð- è ãèïî-
äèïëîèäíûå ñèãíàëû âûÿâëÿëè â èíòåðôàçíûõ êëåòêàõ
êðîâè âî âñåõ îáñëåäîâàííûõ îáðàçöàõ. Õðîìîñîìíûå íà-
ðóøåíèÿ ïðåäñòàâëÿëè ñîáîé ìîíîñîìèè è òðèñîìèè.
Íóëëèñîìèè õðîìîñîì â íàøåì èññëåäîâàíèè çàôèêñèðî-
âàíû íå áûëè. Ïðèìåðû FISH-èçîáðàæåíèé àíåóïëîèä-
íûõ ÿäåð êóëüòèâèðîâàííûõ è íåêóëüòèâèðîâàííûõ êëå-
òîê, ïîëó÷åííûå ñ èñïîëüçîâàíèåì ÄÍÊ-çîíäîâ ñ ïðÿìûì
ìå÷åíèåì, ïðåäñòàâëåíû íà ðèñóíêå.

Ñðåäíÿÿ ÷àñòîòà àíåóïëîèäèè â êëåòêàõ êðîâè è ïðå-
äåë âûÿâëåíèÿ àíåóïëîèäèè ñ ñîîòâåòñòâóþùèì 95%-íûì
äîâåðèòåëüíûì èíòåðâàëîì äëÿ èññëåäîâàííûõ îáðàçöîâ
ïðèâåäåíû â òàáë. 1.

Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû FISH-àíàëèçà ñ ÄÍÊ-çîíäà-
ìè ñ ïðÿìûì ìå÷åíèåì ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî â íå-
êóëüòèâèðîâàííûõ êëåòêàõ ÷àñòîòà ìîíîñîìèè âàðüèðî-
âàëà îò 0.1 äî 0.7 % ïî ðàçíûì àóòîñîìàì, òðèñîìèè — îò
0.1 äî 0.6 %, à â êóëüòèâèðîâàííûõ êëåòêàõ äèàïàçîíû âà-
ðüèðîâàíèÿ ñîñòàâèëè 0.1—0.5 è 0.1—1.3 % ñîîòâåòñò-
âåííî. Íå óñòàíîâëåíî ïðåâûøåíèÿ ÷àñòîòû ãèïî- è ãè-
ïåðïëîèäèè ïî X-õðîìîñîìå ïî ñðàâíåíèþ ñ èññëåäîâàí-
íûìè àóòîñîìàìè.
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×àñòîòà ñïîíòàííîé àíåóïëîèäèè â êëåòêàõ êðîâè ôåðòèëüíûõ æåíùèí 587

Ïðèìåðû àíåóïëîèäíûõ èíòåðôàçíûõ ÿäåð ëåéêîöèòîâ, âûÿâëÿåìûõ ìåòîäîì FISH.

à—â — ìîíîñîìèè õðîìîñîì (ñîîòâåòñòâåííî X; 18; 21); ã—å — òðèñîìèè õðîìîñîì (ñîîòâåòñòâåííî X; 13; 21) (ãîëóáîé ñèãíàë — õðîìîñîìà 18, ñèíèé
ñèãíàë — õðîìîñîìà X, êðàñíûé ñèãíàë — õðîìîñîìà 13, çåëåíûé ñèãíàë — õðîìîñîìà 21).

Ò à á ë è ö à 1

×àñòîòà àíåóïëîèäèè (%) ïî õðîìîñîìàì 13, 18, 21 è X
â êóëüòèâèðîâàííûõ è íåêóëüòèâèðîâàííûõ êëåòêàõ êðîâè

Àíîìàëüíûå
êëåòêè

Ïðÿìûå çîíäû Íåïðÿìûå çîíäû

íåêóëüòèâèðîâàííûå
êëåòêè, n = 12 000

êóëüòèâèðîâàííûå
êëåòêè, n = 12 000

íåêóëüòèâèðîâàííûå
êëåòêè, n = 12 000

êóëüòèâèðîâàííûå
êëåòêè, n = 12 000

Ìîíîñîìèÿ X 0.17 � 0.03 0.27 � 0.08 0.57 � 0.15 0.34 � 0.06

0.10—0.40 0.10—1.00 0.10—2.10 0.10—0.70

0.40 � 0.11 0.92 � 0.30 1.77 � 0.57 0.85 � 0.24

Òðèñîìèÿ X 0.11 � 0.01 0.18 � 0.04 0.25 � 0.03 0.51 � 0.06

0.10—0.20 0.10—0.40 0.10—0.40 0.20—1.00

0.19 � 0.03 0.41 � 0.11 0.52 � 0.13 1.01 � 0.24

Ìîíîñîìèÿ 13 0.35 � 0.05 0.17 � 0.05 Íåò äàííûõ Íåò äàííûõ

0.10—0.70 0.10—0.47

0.73 � 0.18 0.47 � 0.14

Òðèñîìèÿ 13 0.33 � 0.04 0.54 � 0.11 » » » »

0.10—0.60 0.20—1.30

0.64 � 0.15 1.40 � 0.40

Ìîíîñîìèÿ 18 0.19 � 0.03 0.21 � 0.06 » » 0.48 � 0.08

0.10—0.30 0.10—0.50 0.20—1.00

0.34 � 0.07 0.59 � 0.18 1.08 � 0.28

Òðèñîìèÿ 18 0.13 � 0.03 0.16 � 0.04 » » 0.38 � 0.06

0.10—0.20 0.10—0.40 0.10—0.07

0.24 � 0.05 0.41 � 0.11 0.87 � 0.23

Ìîíîñîìèÿ 21 0.13 � 0.02 0.23 � 0.05 » » Íåò äàííûõ

0.10—0.20 0.10—0.50

0.23 � 0.05 0.54 � 0.15



Ñóììàðíàÿ ÷àñòîòà àíåóïëîèäèè ïî îòäåëüíûì õðî-
ìîñîìàì íå ïðåâûñèëà 1 %. Â èññëåäîâàíèè ñ çîíäàìè ñ
ïðÿìûì ìå÷åíèåì ñóììàðíàÿ ÷àñòîòà àíåóïëîèäèè ïî ÷å-
òûðåì õðîìîñîìàì (13, 18, 21 è X) äëÿ êóëüòèâèðîâàííûõ
êëåòîê ñîñòàâèëà 1.7 %. Âûÿâëåííàÿ ñ èñïîëüçîâàíèåì
çîíäîâ ñ íåïðÿìûì ìå÷åíèåì ÷àñòîòà àíåóïëîèäèè ïî
äâóì õðîìîñîìàì (18 è X) ñîñòàâèëà 1.7 %. Îáíàðóæåíî,
÷òî ÷àñòîòà X-àíåóïëîèäèè, îïðåäåëÿåìàÿ çîíäàìè ñ íå-
ïðÿìûì ìå÷åíèåì, â 2.1 ðàçà âûøå â êóëüòèâèðîâàííûõ
êëåòêàõ (P = 0.026) è â 3.7 ðàçà âûøå â íåêóëüòèâèðîâàí-
íûõ (P = 0.002) â ñðàâíåíèè ñ àíàëîãè÷íûìè ïàðàìåòðà-
ìè, ïîëó÷åííûìè ïðè èñïîëüçîâàíèè çîíäîâ ñ ïðÿìûì
ìå÷åíèåì. Óâåëè÷åíèå ïðîèñõîäèëî çà ñ÷åò êàê òðèñî-
ìèè, òàê è ìîíîñîìèè.

Óñòàíîâëåí ýôôåêò ïîâûøåíèÿ ÷àñòîòû àíåóïëîèäèè
ïîñëå êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê ïðè èññëåäîâàíèè ñ èñïî-
ëüçîâàíèåì çîíäîâ ñ ïðÿìûì ìå÷åíèåì. Âûÿâëåíî óâåëè-
÷åíèå ñóììàðíîãî óðîâíÿ àíåóïëîèäèè â 1.5 ðàçà ïî ÷å-
òûðåì õðîìîñîìàì ïîñëå êóëüòèâèðîâàíèÿ, äåòåêòèðî-
âàííîãî ïðÿìûì ìå÷åíèåì (P = 0.041). Ïî îòäåëüíûì
õðîìîñîìàì, çà èñêëþ÷åíèåì 13-é, çíà÷èìûõ ðàçëè÷èé
ìåæäó êóëüòèâèðîâàííûìè è íåêóëüòèâèðîâàííûìè

êëåòêàìè íå âûÿâëåíî. Îáíàðóæåíî, ÷òî äîñòîâåðíî óìå-
íüøèëñÿ óðîâåíü ìîíîñîìèè ïî 13-é õðîìîñîìå
(P = 0.028). Â èññëåäîâàíèè ñ çîíäàìè ñ íåïðÿìûì ìå÷å-
íèåì ýôôåêò êóëüòèâèðîâàíèÿ çàôèêñèðîâàí òîëüêî äëÿ
òðèñîìèè X (P = 0.001).

Ðàññ÷èòàííûå íàìè ïðåäåëüíûå çíà÷åíèÿ äëÿ êàæäî-
ãî õðîìîñîìíîãî íàðóøåíèÿ äëÿ íåêóëüòèâèðîâàííûõ
êëåòîê ïðè FISH-àíàëèçå ñ ïðÿìûì ìå÷åíèåì ñîñòàâëÿþò
îò 0.19 äî 0.73 % ïî àóòîñîìàì. Òàê æå êàê è ñðåäíèå
óðîâíè, áîëåå âûñîêèå ïðåäåëüíûå çíà÷åíèÿ àíåóïëîèäèè
ïî õðîìîñîìàì X è 18 óñòàíîâëåíû ïðè èñïîëüçîâàíèè
FISH-çîíäîâ ñ íåïðÿìûì ìå÷åíèåì. Ïðåäåë âûÿâëåíèÿ
òðèñîìèè ïî X-õðîìîñîìå áûë âûøå â êóëüòèâèðîâàííûõ
êëåòêàõ: 0.41 % ïðè ïðÿìîì ìå÷åíèè è 1.01 % ïðè íåïðÿ-
ìîì ïî ñðàâíåíèþ ñ íåêóëüòèâèðîâàííûìè (0.19 è 0.52 %
ñîîòâåòñòâåííî). Ñóììàðíûé ïðåäåë âûÿâëåíèÿ ìóòàöèé
â êóëüòèâèðîâàííûõ êëåòêàõ ïî ÷åòûðåì õðîìîñîìàì ñ
ïðÿìûì ìå÷åíèåì ñîñòàâèë 3.4 %, à ñ ó÷åòîì 95%-íîãî
äîâåðèòåëüíîãî èíòåðâàëà âåðõíåå çíà÷åíèå ïðåäåëà ñî-
ñòàâèëî 4.22 %.

Ñ öåëüþ âûÿâëåíèÿ îøèáêè ìåòîäà FISH, êîòîðóþ
íåîáõîäèìî ó÷èòûâàòü ïðè îïðåäåëåíèè íèçêîãî óðîâíÿ
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Ò à á ë è ö à 1 (ïðîäîëæåíèå)

Àíîìàëüíûå
êëåòêè

Ïðÿìûå çîíäû Íåïðÿìûå çîíäû

íåêóëüòèâèðîâàííûå
êëåòêè, n = 12 000

êóëüòèâèðîâàííûå
êëåòêè, n = 12 000

íåêóëüòèâèðîâàííûå
êëåòêè, n = 12 000

êóëüòèâèðîâàííûå
êëåòêè, n = 12 000

Òðèñîìèÿ 21 0.14 � 0.03 0.18 � 0.04 Íåò äàííûõ Íåò äàííûõ

0.10—0.30 0.10—0.50

0.32 � 0.09 0.49 � 0.14

Äâîéíàÿ òðèñîìèÿ
13, 21

— 0.01 � 0.00 » » » »

Ñóììàðíàÿ àíåóï-
ëîèäèÿ

1.13 � 0.08 1.66 � 0.22 » » 1.71 � 0.13

0.50—1.60 0.60—3.47 1.00—2.60

1.80 � 0.32 3.40 � 0.82 0.73 � 0.48

Ñóììàðíàÿ àíåóï-
ëîèäèÿ ïî X-õðî-
ìîñîìå

0.22 � 0.04 0.40 � 0.09 0.82 � 0.15 0.85 � 0.09

0.10—0.50 0.10—1.10 0.30—2.30 0.40—1.30

0.65 � 0.14 1.13 � 0.34 1.98 � 0.55 1.55 � 0.33

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Â ÿ÷åéêàõ ïðèâîäÿòñÿ ñðåäíèå è èõ îøèáêè — ïåðâàÿ ñòðîêà, ìèíèìóìû è ìàêñèìóìû — âòîðàÿ
ñòðîêà, ïðåäåëû îáíàðóæåíèÿ ìóòàöèè è 95%-íûé äîâåðèòåëüíûé èíòåðâàë — òðåòüÿ ñòðîêà.

Ò à á ë è ö à 2

×àñòîòà ñïîíòàííîé àíåóïëîèäèè â ëèìôîöèòàõ îäíîãî è òîãî æå îáðàçöà ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè
â ïÿòè ïîâòîðíîñòÿõ ïî äàííûì ìóëüòèöâåòíîãî FISH-àíàëèçà

Òèï àíåóïëîèäèè
×àñòîòà

1 2 3 4 5 x m±

Ìîíîñîìèÿ X 0.80 0.90 1.00 0.90 0.90 0.90 � 0.03

Òðèñîìèÿ X 0.60 0.30 0.20 0.60 0.30 0.40 � 0.08

Ìîíîñîìèÿ 13 0.30 0.30 0.10 — 0.30 0.20 � 0.06

Òðèñîìèÿ 13 0.30 0.40 0.70 0.50 0.30 0.44 � 0.07

Ìîíîñîìèÿ 18 0.60 0.60 0.60 0.30 0.40 0.50 � 0.06

Òðèñîìèÿ 18 0.20 0.10 0.10 0.10 — 0.10 � 0.03

Ìîíîñîìèÿ 21 0.30 0.60 0.30 0.20 0.30 0.34 � 0.07

Òðèñîìèÿ 21 0.10 0.40 0.30 0.30 0.40 0.30 � 0.05

Ñóììàðíàÿ àíåóïëîèäèÿ 3.20 3.60 3.30 2.90 2.90 3.18 � 0.13



àíåóïëîèäèè, áûë ïðîâåäåí ýêñïåðèìåíò ñ ïÿòüþ ïîâòîð-
íîñòÿìè îäíîãî îáðàçöà êðîâè, ðàçäåëåííîãî íà ïÿòü
àëèêâîò, êîòîðûå êóëüòèâèðîâàëè ðàçäåëüíî (òàáë. 2).
Äëÿ ýòîãî èç îáñëåäîâàííîé ãðóïïû ëèö áûë âûáðàí îá-
ðàçåö ñ ïîâûøåííûìè çíà÷åíèÿìè óðîâíÿ àíåóïëîèäèè.
Âñå ýòàïû ýêñïåðèìåíòà ïðîâîäèëè â îäíèõ è òåõ æå
óñëîâèÿõ, ïîäñ÷åò FISH-ñèãíàëîâ — îäíèì è òåì æå ñïå-
öèàëèñòîì. Äëÿ FISH-àíàëèçà ïðèìåíÿëè çîíäû ñ ïðÿìûì
ìå÷åíèåì. Âñåãî â äàííîì ýêñïåðèìåíòå ïðîàíàëèçèðîâà-
íî 5000 êëåòîê.

Óñòàíîâëåíî, ÷òî ñðåäíåå çíà÷åíèå àíåóïëîèäèè ïî
÷åòûðåì õðîìîñîìàì ñ ïðÿìûì ìå÷åíèåì ìîæåò îòêëî-
íÿòüñÿ íà âåëè÷èíó 0.13 %, ÷òî ñîñòàâëÿåò 1.3 êëåòêè íà
1000. Äëÿ ðàçíûõ õðîìîñîì ýòîò ïîêàçàòåëü âàðüèðóåò îò
0.05 äî 0.10 %. Îòíîñèòåëüíàÿ îøèáêà ìåòîäà, ïî íàøèì
äàííûì, ñîñòàâèëà 4.08 %. Íè â îäíîì ñëó÷àå íå âûÿâëå-
íî êàêèõ-ëèáî äîñòîâåðíûõ ðàçëè÷èé ìåæäó ïîâòîðíî-
ñòÿìè.

Îáñóæäåíèå

Ïîëó÷åííûå â íàøåì èññëåäîâàíèè ðåçóëüòàòû ñâè-
äåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ÷àñòîòà âûÿâëÿåìûõ êëåòîê ñ îä-
íèì è òðåìÿ ñèãíàëàìè ðàçëè÷àåòñÿ â çàâèñèìîñòè îò
òèïà ïðèìåíÿåìûõ ÄÍÊ-çîíäîâ. Âî âñåõ ñëó÷àÿõ ïðè èñ-
ïîëüçîâàíèè ÄÍÊ-çîíäîâ íåïðÿìîãî ìå÷åíèÿ ÷àñòîòà
àíåóïëîèäíûõ êëåòîê áûëà äîñòîâåðíî âûøå, ÷åì â ñëó-
÷àå èñïîëüçîâàíèÿ çîíäîâ ñ ïðÿìûì ìå÷åíèåì. Ìîæíî
ïðåäïîëîæèòü, ÷òî âñëåäñòâèå äîïîëíèòåëüíîãî ýòàïà
èììóíîõèìè÷åñêîé äåòåêöèè ÷èñëî àðòåôàêòíûõ ñèãíà-
ëîâ óâåëè÷èâàåòñÿ.

Ñîãëàñíî íàøèì äàííûì, óñòàíîâëåíà îïðåäåëåííàÿ
çàâèñèìîñòü óðîâíÿ àíåóïëîèäèè îò êóëüòèâèðîâàíèÿ,
ïðè ýòîì ïðîöåññ êóëüòèâèðîâàíèÿ íå èçìåíÿë îáùåé
êàðòèíû ñîîòíîøåíèÿ ÷àñòîò àíåóïëîèäèè ïî ÷åòûðåì
õðîìîñîìàì. Íåêîòîðûìè èññëåäîâàíèÿìè ïîêàçàíî, ÷òî
÷àñòîòà àíåóïëîèäèè â êëåòêàõ êðîâè íàïðÿìóþ çàâèñèò
îò âðåìåíè èõ êóëüòèâèðîâàíèÿ è çíà÷èòåëüíî âûøå â
72-÷àñîâûõ êóëüòóðàõ, ÷åì â 48-÷àñîâûõ ó çäîðîâûõ äî-
íîðîâ (Richard et al., 1993). Ïî äðóãèì äàííûì, ó çäîðî-
âûõ èíäèâèäîâ êàê â íåêóëüòèâèðîâàííûõ, òàê è â êóëü-
òèâèðîâàííûõ ëåéêîöèòàõ íå íàáëþäàëîñü ñòàòèñòè÷åñêè
çíà÷èìûõ ðàçëè÷èé ìåæäó ÷àñòîòàìè ÷èñëîâûõ íàðóøå-
íèé ïî îòäåëüíûì õðîìîñîìàì ïðè èñïîëüçîâàíèè
ÄÍÊ-çîíäîâ ñ íåïðÿìûì ìå÷åíèåì (Òèìîøåâñêèé è äð.,
2006). Â òî æå âðåìÿ ó ëèö, ïîäâåðãàâøèõñÿ äëèòåëüíîå
âðåìÿ âîçäåéñòâèþ âðåäíûõ ôàêòîðîâ âíåøíåé ñðåäû, ÷à-
ñòîòà àíåóïëîèäèè ïî øåñòè õðîìîñîìàì çíà÷èìî âîçðàñ-
òàëà â êóëüòèâèðîâàííûõ êëåòêàõ ïî ñðàâíåíèþ ñ íåêóëü-
òèâèðîâàííûìè (2.98 ïðîòèâ 1.96 %).

Ñ äðóãîé ñòîðîíû, êóëüòèâèðîâàííûå êëåòêè ìîãóò
èìåòü òîò ïîòåíöèàëüíûé àðòåôàêò ïðè ìîçàèöèçìå íèç-
êîãî óðîâíÿ, ïðè êîòîðîì êëåòêè ñ îïðåäåëåííûì êàðèî-
òèïîì ïîëó÷àò ïðåèìóùåñòâà èëè îãðàíè÷åííûå âîçìîæ-
íîñòè ïðîëèôåðàöèè â êóëüòóðå. FISH-èññëåäîâàíèå íå-
êóëüòèâèðîâàííûõ êëåòîê ïðîâîäèòñÿ íà èñõîäíîé
ïîïóëÿöèè êëåòîê è ìîæåò äàâàòü áîëåå äîñòîâåðíûå ðå-
çóëüòàòû.

Ïðè àíàëèçå ýôôåêòà êóëüòèâèðîâàíèÿ íåëüçÿ íå ó÷è-
òûâàòü òîò ôàêò, ÷òî êëåòî÷íûé ñîñòàâ êóëüòèâèðîâàííîé
è íåêóëüòèâèðîâàííîé êðîâè ìîæåò ñóùåñòâåííî ðàçëè-
÷àòüñÿ. Â íåêóëüòèâèðîâàííîé êðîâè ëåéêîöèòàðíàÿ
ôðàêöèÿ õàðàêòåðèçóåòñÿ ïðåîáëàäàíèåì ñåãìåíòîÿäåð-
íûõ íåéòðîôèëîâ è ìåíüøèì ñîäåðæàíèåì ëèìôîöè-

òîâ (25—40 %). Â ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê êðî-
âè ÔÃÀ-èíäóöèðîâàííîé ïðîëèôåðàöèè ïîäâåðæåíû â
îñíîâíîì Ò-ëèìôîöèòû, îíè íà÷èíàþò äîìèíèðîâàòü â
êóëüòóðå (70 %) íàä îñòàëüíûìè êëåòêàìè (Rooney, 2001).
Ïîýòîìó ïðè èçìåíåíèè ÷èñëà ãèïåð- è ãèïîäèïëîèäíûõ
êëåòîê íå èñêëþ÷åíî âëèÿíèå èçìåíåíèÿ ëåéêîöèòàðíîãî
ñîñòàâà.

Ïî íàøåìó ìíåíèþ, êóëüòèâèðîâàííûå êëåòêè òàêæå
ìîãóò óñïåøíî ïðèìåíÿòüñÿ äëÿ àíàëèçà ÷àñòîò àíåóïëî-
èäèè íàðÿäó ñ íåêóëüòèâèðîâàííûìè. Îäíàêî ïðè àíàëè-
çå àíåóïëîèäèè íèçêîãî óðîâíÿ íåîáõîäèìî ïðèíèìàòü
âî âíèìàíèå âëèÿíèå êóëüòèâèðîâàíèÿ äëÿ ãðóïï ñðàâíå-
íèÿ è ó÷èòûâàòü êîíòðîëüíûå óðîâíè îöåíêè ìèíèìàëü-
íûõ ÷àñòîò.

X-õðîìîñîìà ïðåäñòàâëÿåò îñîáûé èíòåðåñ äëÿ èññëå-
äîâàíèÿ, â ñâÿçè ñ òåì ÷òî X-àíåóïëîèäèÿ — áîëåå ÷àñòîå
ÿâëåíèå, ÷åì àíåóïëîèäèÿ ïî àóòîñîìàì. Â ëèòåðàòóðå
ïðèâîäÿòñÿ ñâåäåíèÿ î ïîâûøåíèè ÷àñòîòû àíåóïëîèäèè
ñ âîçðàñòîì æåíùèí è ïðåîáëàäàíèè êëåòî÷íûõ êëîíîâ ñ
ïîòåðåé èìåííî X-õðîìîñîìû íàä äðóãèìè êëåòî÷íûìè
êëîíàìè (Richard et al., 1993; Russell et al., 2007). Â íàøåì
èññëåäîâàíèè ìû íå îáíàðóæèëè ïðåîáëàäàíèÿ X-ìîíî-
ñîìèè íàä äðóãèìè õðîìîñîìíûìè íàðóøåíèÿìè. Ìîæíî
ïðåäïîëàãàòü, ÷òî, ïîñêîëüêó íàøó ãðóïïó ñîñòàâèëè îò-
íîñèòåëüíî ìîëîäûå æåíùèíû áåç ðåïðîäóêòèâíûõ íàðó-
øåíèé ñ äîêàçàííîé ôåðòèëüíîñòüþ, ÿâëåíèå ïîòåðè
X-õðîìîñîìû íå áûëî õàðàêòåðíûì äëÿ äàííîé ãðóïïû.

Ðàññ÷èòàííûå çíà÷åíèÿ âåðõíèõ ïðåäåëîâ âûÿâëåíèÿ
àíåóïëîèäèè ïî êàæäîé õðîìîñîìå ìîãóò áûòü èñïîëüçî-
âàíû êàê êîíòðîëüíûå ïîêàçàòåëè íèæíåãî óðîâíÿ àíåóï-
ëîèäèè äëÿ çàêëþ÷åíèÿ î ïðèñóòñòâèè èëè îòñóòñòâèè
ìîçàèöèçìà ïðè åãî àíàëèçå. Ïðåäåëû âûÿâëåíèÿ ãèïåð- è
ãèïîãàïëîèäíûõ êëåòîê ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé çíà÷åíèÿ,
íèæå êîòîðûõ äèàãíîñòèêà ìîíîñîìèè è òðèñîìèè ñòà-
íîâèòñÿ íåâîçìîæíîé. Îñîáóþ àêòóàëüíîñòü çàäà÷à ðàç-
ãðàíè÷åíèÿ ìîçàèöèçìà íèçêîãî óðîâíÿ è êîíòðîëüíûõ
çíà÷åíèé ïðèîáðåòàåò â äèàãíîñòèêå ìîçàè÷íûõ ôîðì
ñèíäðîìîâ Øåðåøåâñêîãî—Òåðíåðà è òðèñîìèè ïî
X-õðîìîñîìå ó æåíùèí, à òàêæå â èññëåäîâàíèÿõ, íàïðàâ-
ëåííûõ íà îöåíêó ýôôåêòîâ ñêðûòîãî ãîíîñîìíîãî ìîçà-
èöèçìà è ìîçàèöèçìà íèçêîãî óðîâíÿ â ðåïðîäóêòèâíîé
ãåíåòèêå. Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî «ñêðûòûé» ìîçàèöèçì, êî-
òîðûé ïëîõî âûÿâëÿåòñÿ ïðè ñòàíäàðòíîì öèòîãåíåòè÷å-
ñêîì èññëåäîâàíèè, è ìîçàèöèçì íèçêîãî óðîâíÿ (àíåóï-
ëîèäíûé êëîí ìåíåå 10 %) ìîãóò áûòü àññîöèèðîâàíû ñ
íàðóøåíèåì ðåïðîäóêòèâíîé ôóíêöèè (Meschede et al.,
1998; Çåðîâà è äð., 2005). Íåñìîòðÿ íà âûñîêóþ ÷óâñòâè-
òåëüíîñòü ìåòîäà FISH, äëÿ äîñòàòî÷íûõ çàêëþ÷åíèé íå-
îáõîäèìî èñïîëüçîâàíèå êîíòðîëüíûõ, â ÷àñòíîñòè ïðå-
äåëüíûõ çíà÷åíèé àíåóïëîèäèè.

Â íàøåì èññëåäîâàíèè óñòàíîâëåíà âåëè÷èíà îøèá-
êè, êîòîðàÿ ìîæåò ïðèñóòñòâîâàòü â ìåòîäå FISH, êàê è
ëþáîì äðóãîì êîëè÷åñòâåííîì ìåòîäå. Ïîëó÷åííàÿ âåëè-
÷èíà ñëó÷àéíîé îøèáêè (0.13 % â àáñîëþòíûõ åäèíèöàõ
è 4.08 % â îòíîñèòåëüíûõ) õàðàêòåðèçóåò òî÷íîñòü ìå-
òîäà è íåîáõîäèìà äëÿ ïðåäñòàâëåíèÿ î ïîäëåæàùèõ èç-
ìåðåíèþ çíà÷åíèÿõ. Òî÷íîñòü ñðåäíèõ ïîêàçàòåëåé ñ÷è-
òàåòñÿ âïîëíå óäîâëåòâîðèòåëüíîé, åñëè îòíîñèòåëüíàÿ
îøèáêà íå ïðåâûøàåò 3—5 % (Ëàêèí, 1990). Ñîãëàñíî ñî-
âðåìåííûì ðåêîìåíäàöèÿì Ìåæäóíàðîäíîé îðãàíèçàöèè
ïî ñòàíäàðòèçàöèè (ISO), ïðè îöåíêå òî÷íîñòè èçìåðåíèÿ
ñëåäóåò îðèåíòèðîâàòüñÿ íå íà îòíîñèòåëüíûå, à íà àáñî-
ëþòíûå âåëè÷èíû (Áàëàõîâñêèé, 2007).

Ïîëó÷åííûå â íàñòîÿùåì èññëåäîâàíèè âåëè÷èíû
ïðåäåëîâ âûÿâëåíèÿ ìóòàöèé è îøèáêè ìåòîäà õàðàêòåð-

×àñòîòà ñïîíòàííîé àíåóïëîèäèè â êëåòêàõ êðîâè ôåðòèëüíûõ æåíùèí 589



íû äëÿ èñïîëüçîâàííûõ ïàðàìåòðîâ ìåòîäèêè, à èìåííî
FISH-àíàëèçà ñ ïðÿìûì ìå÷åíèåì ïî ÷åòûðåì õðîìîñî-
ìàì êóëüòèâèðîâàííûõ êëåòîê êðîâè. Ïîñêîëüêó àíàëèç
ìíîãîêîìïîíåíòåí, âîçìîæíû ðàçëè÷íûå èñòî÷íèêè
îøèáîê. Â íàøåì ýêñïåðèìåíòå ìàêñèìàëüíî ó÷òåíû ñëó-
÷àéíûå îøèáêè, êîòîðûå ìîãóò ñîïðîâîæäàòü ýòàïû êó-
ëüòèâèðîâàíèÿ, ôèêñàöèè, ãèáðèäèçàöèè, îòìûâêè è äå-
òåêöèè.

Ñîïîñòàâëåíèå óðîâíÿ àíåóïëîèäèè, îïðåäåëåííîãî
íàìè äëÿ êîíòðîëüíîé ãðóïïû ñ ïîëó÷åííîé âåëè÷èíîé
ñëó÷àéíûõ îøèáîê, êîòîðûå íåèçáåæíî ñîïðîâîæäàþò
ìåòîä, ïîçâîëÿåò çàêëþ÷èòü, ÷òî åñëè ÷àñòîòà àíåóïëîè-
äèè äëÿ êàæäîé õðîìîñîìû íå ïðåâûøàåò 1 %, òî âåëè÷è-
íà ñëó÷àéíîé îøèáêè ñîñòàâëÿåò äåñÿòûå äîëè ïðîöåíòà.
Ñîãëàñíî íàøèì äàííûì, âåëè÷èíû àíåóïëîèäèè ìåíåå
0.05—0.10 %, ò. å. 0.5—1 êëåòêà íà 1000, ìîãóò âûçûâàòü
ñîìíåíèÿ, ïîñêîëüêó ëåæàò íèæå èëè ïåðåêðûâàþòñÿ ñ
ðàçðåøàþùèìè âîçìîæíîñòÿìè ìåòîäà.

Â çàêëþ÷åíèå ìîæíî îòìåòèòü, ÷òî â ðåçóëüòàòå ïðî-
âåäåííîãî èññëåäîâàíèÿ óñòàíîâëåíû ïðåäåëû îáíàðóæå-
íèÿ ðàçëè÷íûõ òèïîâ àíåóïëîèäèè ïî èññëåäóåìûì õðî-
ìîñîìàì è îøèáêà ìåòîäà, ñâåäåíèÿ î êîòîðûõ ìîãóò
áûòü èñïîëüçîâàíû ïðè äèàãíîñòèêå ìîçàèöèçìà íèçêîãî
óðîâíÿ. Ïîêàçàíî, ÷òî ñîîòâåòñòâóþùèå ïðåäåëû ñðåäíèõ
÷àñòîò ãèïî- è ãèïåðïëîèäèé íåñêîëüêî âûøå ïðè èñ-
ïîëüçîâàíèè ÄÍÊ-çîíäîâ ñ íåïðÿìûì ìå÷åíèåì â ñðàâíå-
íèè ñ ïðÿìûì â êóëüòèâèðîâàííûõ êëåòêàõ ïî ñðàâíåíèþ
ñ íåêóëüòèâèðîâàííûìè.

Ñ ï è ñ î ê ë è ò å ð à ò ó ð û

Áàëàõîâñêèé È. Ñ. 2007. Ãðàíèöû íîðìû è òî÷íîñòü ëàáî-
ðàòîðíûõ àíàëèçîâ. Êëèíè÷åñêàÿ ëàáîðàòîðíàÿ äèàãíîñòèêà.
10 : 47—54.

Âîðñàíîâà Ñ. Ã., Áåðåøåâà À. Ê., Êàçàíöåâà Ë. Ç., Äåìèäî-
âà È. À., Øàðîíèí Â. Î., Ñîëîâüåâ È. Â., Þðîâ Þ. Â. 1998. Ìî-
ëåêóëÿðíî-öèòîãåíåòè÷åñêàÿ äèàãíîñòèêà õðîìîñîìíûõ àíîìà-
ëèé ó ñóïðóæåñêèõ ïàð ñ íàðóøåíèåì ðåïðîäóêòèâíîé ôóíê-
öèè. Ïðîáëåìû ðåïðîäóêöèè. 4 : 41—46.

Çåðîâà Ò. Ý., Êîíîíåíêî Ì. È., Äàðèé À. Ñ., Äåíèñåí-
êî Ñ. Â. 2005. Çíà÷åíèå FISH-ìåòîäà äëÿ âûÿâëåíèÿ «ñêðûòî-
ãî» ìîçàèöèçìà ïî ïîëîâûì õðîìîñîìàì ó áåñïëîäíûõ ñóïðó-
æåñêèõ ïàð. Ïðîáëåìû ðåïðîäóêöèè. 5 : 68—73.

Ëàêèí Ã. Ô. 1990. Áèîìåòðèÿ. Ì.: Âûñøàÿ øêîëà. 350 ñ.
Ìàöà À. Í. 1990. Ëèìôîöèòû. Ìåòîäû. Ì.: Ìèð. 240 ñ.
Íàçàðåíêî Ñ. À., Òèìîøåâñêèé Â. À. 2004. Àíàëèç ÷àñòîòû

ñïîíòàííîé àíåóïëîèäèè â ñîìàòè÷åñêèõ êëåòêàõ ÷åëîâåêà ñ
ïîìîùüþ òåõíîëîãèè èíòåðôàçíîé öèòîãåíåòèêè. Ãåíåòèêà.
40 (2) : 195—204.

Íàçàðåíêî Ñ. À., Òèìîøåâñêèé Â. À., Îñòðîâåðõîâà Í. Â.
1997. Èíòåðôàçíûé àíàëèç X-àíåóïëîèäèè ìåòîäîì ôëóîðåñ-
öåíòíîé ãèáðèäèçàöèè in situ â ðàçíûõ òêàíÿõ çäîðîâûõ ëèö.
Ãåíåòèêà. 33 (10) : 1426—1430.

Òèìîøåâñêèé Â. À., Ëåáåäåâ È. Í., Íàçàðåíêî Ñ. À. 2006.
Áèîëîãè÷åñêàÿ èíäèêàöèÿ ìóòàãåííûõ âîçäåéñòâèé: àíàëèç
÷èñëîâûõ õðîìîñîìíûõ íàðóøåíèé â èíòåðôàçíûõ êëåòêàõ ÷å-

ëîâåêà (íàñëåäñòâåííîñòü è çäîðîâüå): Ó÷åáíîå ïîñîáèå.
Òîìñê: «Ïå÷àòíàÿ ìàíóôàêòóðà». 40 ñ.

Øèëîâà Í. Â., Çîëîòóõèíà Ò. Â. 2007. Èíòåðôàçíàÿ ôëóî-
ðåñöåíòíàÿ in situ ãèáðèäèçàöèÿ (FISH) â äèàãíîñòèêå ÷èñëî-
âûõ õðîìîñîìíûõ àáåððàöèé. Ìåä. ãåíåò. 6 : 53—58.

Aardema M. J., Albertini S., Arni P., Henderson L. M.,
Kirsch-Volders M., Mackay J. M., Sarrif A. M., Stringer D. A., Ta-
alman R. D. 1998. Aneuploidy: a report of an ECETOC task force.
Mutat. Res. 410 : 3—79.

Beatty B., Mai S., Squire J. 2002. FISH: a practical approach.
Oxford Univ. Press. 260 p.

Clementini E., Palka C., Iezzi I., Stuppia L., Guanciali-Franc-
hi P., Tiboni G. M. 2005. Prevalence of chromosomal abnormalities
in 2078 infertile couples referred for assisted reproductive techni-
ques. Hum. Reprod. 20 : 437—442.

Fenech M. 2002. Chromosomal biomarkers of genomic insta-
bility relevant to cancer. Drug Discov. 7 : 1128—1137.

Goldberg-Bittman L., Kitay-Cohen Y., Hadari R., Yuklac M.,
Fejgina M. D., Amiel A. 2008. Random aneuploidy in chronic hepa-
titis C patients. Cancer Genet. Cytogenet. 108 : 20—23.

Iarmarcovai G., Botta A., Orsiere T. 2006. Number of centro-
meric signals in micronuclei and mechanisms of aneuploidy. Toxi-
col. Let. 166 : 1—10.

Leach N. T., Rehder C., Jensen K., Holt S., Jackson-Cook C.
2004. Human chromosomes with shorter telomeres and large hete-
rochromatin regions have a higher frequency of acquired somatic
cell aneuploidy. Mech. Ageing Develop. 125 : 563—573.

Lenz P., Luetjens C. M., Kamischkle A., Kuhnert B., Kennerk-
necht I., Nieschlag E. 2005. Mosaic status in lymphocytes of infer-
tile men with or without Klinfelter syndrome. Hum. Reprod. 20 :
1248—1255.

Lomax B., Kalousek D., Kuchinka B. 1994. The utilization of
interphase cytogenetic analysis for the detection of mosaicism.
Hum. Genet. 93 : 243—247.

Meschede D., Lemcke B., Exeler J. R., De Geyter Ch., Beh-
re H. M., Nieschlag E., Horst J. 1998. Chromosome abnormalities
in 447 couples undergoing intracytoplasmic sperm injection — pre-
valence, types, sex distribution and reproductive relevance. Hum.
Reprod. 13 : 576—582.

Munne S., Marques C., Magli C., Morton P., Morrison L.
1998. Scoring criteria for preimplantation genetic diagnosis of nu-
merical abnormalities for chromosomes X, Y, 13, 16, 18, 21 and 22.
Mol. Hum. Reprod. 4 : 863—870.

Papanikolaou E. G., Vernaeve V., Kolibianakis E., Van Assc-
he E., Bonduelle M., Liebaers I., Van Steirteghem A., Devroey P.
2005. Is chromosome analysis mandatory in the initial investigation
of normovulatory women seeking infertility treatment? Hum. Re-
prod. 20 : 2899—2903.

Richard F., Aurias A., Couturier J., Dutrillaux A. M., Flu-
ry-Herard A., Gerbault-Seureau M., Hoffschir F., Lamoliatte E.,
Lefrancois D., Lombard M. 1993. Aneuploidy in human lymphocy-
tes: an extensive study of eight individuals of various ages. Mutat.
Res. 2 : 71—80.

Rooney D. 2001. Human cytogenetics: constitutional analysis.
Oxford Univ. Press. 285 p.

Russell L. M., Strike P., Browne C. E., Jacobs P. A. 2007. X
chromosome loss and aging. Cytogenet. Genome Res. 3 : 181—
185.

Ïîñòóïèëà 6 V 2008

590 Í. Â. Çîòîâà, Å. Â. Ìàðêîâà è äð.



SPONTANEOUS ANEUPLOIDY LEVEL IN BLOOD CELLS OF FERTILE FEMALES
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In this study we present the results of molecular-cytogenetic investigation of blood cells of fertile women of
reproductive age. We used cultivated and uncultivated cells and two sets of FISH probes with direct and indirect
labeling. The mean aneuploidy levels of 4 chromosomes were determined and statistical limits were scored.
Aneuploidy levels determined in cultivated lymphocytes by multicolor FISH varied from 0.1 to 1.3 %. The
mean aneuploidy level for all chromosomes (13, 18, 21 and X) was 1.39 %. The limit mutation detection was
3.4 %. We found differences in results obtained with the use of direct and indirect labeling. It was shown that
cultivating process influenced the aneuploidy level. Absolute error of FISH technique was 0.13 %, relative er-
ror — 4.08 %.

K e y w o r d s: spontaneous aneuploidy level, accuracy of FISH technique.

×àñòîòà ñïîíòàííîé àíåóïëîèäèè â êëåòêàõ êðîâè ôåðòèëüíûõ æåíùèí 591


