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showed that the endomorphy somatotype is a predictor of patients resistance to standard therapy. For 24 weeks of treatment among
endomorph responders at the ACR20 were 32,5% and ACR50-5%, while among patients with balanced somatotypes these were
respectively 2 and 5 time more. The research aim is to evaluate the effectiveness of standard treatment of patients in RA depending
in their somatotypical status.
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ДІАГНОСТИЧНІ ОСОБЛИВОСТІ ДИСПЛАСТИЧНИХ ЗМІН ЕПІТЕЛІЮ
СЛИЗОВОЇ ОБОЛОНКИ ШЛУНКА ЗА ДОПОМОГОЮ МЕТОДУ ISSR-PCR У
ХВОРИХ НА ХРОНІЧНУ ВИРАЗКУ ШЛУНКА

Резюме. Проведена діагностика за допомогою реакції ISSR-PCR, яка показала зміни ДНК епітелію слизової оболонки
характерні для дисплазії епітелію різного ступеня тяжкості в слизовій оболонці шлунка у пацієнтів, які хворіють на хронічну
виразку шлунка. У випадках із указаними дисплазіями відбулися зміни у вигляді збільшення розмірів ампліконів, які харак-
терні для кожної з груп. Описані зміни мають характер мікросателітних експансій. Існує сильний кореляційний зв'язок між
ступенем дисплазії, що виявлена за фенотипічними ознаками та показниками характерними для ДНК-типування епітелію
слизової оболонки шлунка. Коефіцієнт кореляції Пірсона rxy. склав відповідно 0,960 та 0,951. Загальний результат свідчить
про існування статистично достовірної залежності з ймовірністю 0,99.
Ключові слова: ДНК, амплікони, фенотип.

Вступ
Діагностика дисплазії епітелію слизової оболонки

шлунка, як передракової зміни є актуальною. Важка дис-
плазія характеризована клітинною атипією, анізокаріо-
зом, гіперхроматозом ядер, різким збільшенням ядер-
но-цитоплазматичних співвідношень та розповсюдже-
ною псевдостратифікацією. Середній вміст ДНК і число
клітин у фазі синтезу різко підвищені [Серов и др., 1990;
Аруин, 2002; Заридзе, 2004; Карселадзе, 2009].

Обов'язковим методом морфологічної діагностики
злоякісних пухлин є гістологічній метод, але у вирішенні
диференційно-діагностичної проблеми між дисплазією
і раком шлунка його роздільної здатності недостатньо.

PCR є універсальною технікою, але серед маркерів,
основаних на її використанні, особливе місце займають
ті, що є фрагментами, розташованими між локусами
інвертних повторів ДНК: ISSR (Inter simple sequence
repeats). Використання цих маркерів можливе завдяки
тому, що геноми еукаріот у середньому на 30-90% пред-
ставлені високо поліморфними повторюваними по-
слідовностями. Повторювана ДНК виконує своєрідну
функцію накопичення мутацій в геномі [Baldi, 2000].

Насиченість геномів мікросателітними послідовнос-
тями є результатом рівня стабільності мікросателітної
ДНК. Інтенсивне подовжання мікросателітних послідов-
ностей за рахунок реплікаційних помилок має назву
мікросателітної експансії [Mullis, Faloona, 1987; Freimer,

Slatkin, 1996]. Розподілення в геномі мікросателітів має
особливий інтерес завдяки тій ролі, яку вони грають в
розвитку онкологічних захворювань [Freimer, Slatkin,
1996; Wooster et al., 1999].

Метою нашого дослідження є виявлення дисплас-
тичних змін в слизовій оболонці шлунка у хворих на
хронічну виразку шлунка за допомогою методу ISSR-
PCR

Матеріали та методи
Дослідження є фрагментом науково-дослідної ро-

боти Харківського національного медичного універси-
тету "Формування сучасних методів хірургічного ліку-
вання і профілактики ускладнень захворювань і травм
органів грудної клітки і черевної порожнини" (№держ-
реєстрації 0110U002649).

В роботу покладено результати дослідження 50 спо-
стережень слизової оболонки операційного матеріалу
шлунків, що резеційовані з приводу хронічної виразки
шлунка. Для дослідження брали зразки слизової обо-
лонки шлунка з ознаками дисплазії різного ступеня, в
якій вивчали зміни ДНК за допомогою полімеразної
ланцюгової реакції (PCR) [Mullis, Faloona, 1987; Tsanev,
2005].

Індивідуальне ДНК-типування (генотипування)
зразків слизової оболонки шлунка проводили шля-
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хом ампліфікації ДНК в полімеразній ланцюговій ре-
акції (PCR) з використанням ISSR - праймеру S2, який
мав структуру: (AGC)

6
G [Mullis, Faloona, 1987].

Ампліфікацію проводили в 25 мкл реакційної
суміші, що містила 1x реакційний буфер з трифосфа-
тами, праймер наведенної структури, Таg-полімеразу
("Тапотілі", ВНДІ генетики, Росія), ДНК додавали в
кількості 10-20 нг на реакцію. Температура відпалу
праймера становила 57°C, синтез фрагментів ДНК про-
ходив в 30 циклах ампліфікації на термоциклері (амп-
ліфікаторі) "Терцик" ТП4-ПЦР 01 ("ДНК - технологія",
Росія) в режимі: І - 95° - 2 хв., ІІ - 94° - 30 с, 57° - 2 хв.,
72° - 2 хв., ІІІ - 72° - 10 хв. Електрофоретичне розді-
лення продуктів ампліфікації проводили в 2% гори-
зонтальному агарозному гелі (Вагофор, Латвія) в 1 x
TBE-буфері з наступним їх фарбуванням протягом 10
хв. у 0,5 мкг/мл розчині бромистого етидію і багато-
разовою промивкою у проточній воді. Візуалізацію
електрофореграм проводили на трансілюмінаторі в
ультрафіолетовому світлі з довжиною хвилі 365 нм з
подальшим фотографуванням. Визначення розмірів
ампліконів виконували за допомогою маркера моле-
кулярної маси 1000 вр DNA-Ledder, pUC 19 DNA/ Msp I
("Fermentas", Литва) [Абрамов и др., 2006].

Результати. Обговорення
Генотипування епітелію слизової оболонки шлун-

ка виявило різноманіття ампліфікаційних профілів
зразків ДНК слизової оболонки шлунка. Але незважа-
ючи на певне різноманіття зразків вдалося згрупувати
ДНК-профілі відповідно до фенотипічних ознак і вид-
ілити ПЛР-типи (рис. 1).

ДНК-профілі, котрі відповідали за фенотипом дис-
плазіям різного ступеня:

- фенотип Д-І з ДНК-профілями розміром - 220,
210, 200, 190, 160, 120, 110, 90, 80, 70, 60 п.н.

- фенотип Д-ІІ ДНК-профілів з варіантами розмі-
ром - 320, 300, 240, 220, 210, 200, 190, 180, 160, 140,
120 п.н. та 520, 500, 480, 460, 440, 420, 410, 400, 360,

300, 220 п.н.
- ДНК-профілі, що відповідали фенотипу Д-ІІІ були

також двох варіантів: перший розміром - 620, 600, 580,
540, 520, 500, 480, 460, 420, 410, 340 п.н. і другий -
620, 610, 600, 580, 560, 540, 520, 500, 480, 460, 440 п.н.

Профілі маркеру слизової оболонки шлунка в нормі
містили фрагменти розміром 190, 180, 160, 140, 120,
110, 90, 70, 60 п.н. і були ідентичні в межах своєї гру-
пи, але суттєво відрізнялись від ДНК-профілів інших
досліджених груп.

ДНК-профілі слизової оболонки шлунка типу Д-І
мали певну подібність (63,6% подібності) з маркером
норми.

ДНК-профілі слизової оболонки шлунка Д-ІІ місти-
ли два варіанти з присутністю ампліконів розміром 320
п.н.(перший варіант) та 520 п.н (другий варіант) (рис.
2). Останні мали значну подібність на рівні 63,6% з пер-
шим варіантом ДНК-профілів слизової оболонки шлунка
типу Д-ІІІ. Це свідчить, що ДНК-профілі Д-ІІ змінюються
і мають перехідні форми щодо ПЛР типу Д-ІІІ.

В ДНК-профілях СОШ Д-ІІІ переважали амплікони
розміром від 520 п.н. до 620 п.н., вони мали значну
генетичну відмінність від інших груп спостереження
(рис. 3) і повністю відрізнялись від норми, але мали

Таблиця 1. Результати кореляційного аналізу між показниками дисплазії епітелію слизової оболонки шлунка за фенотип-
ічними ознаками та показниками за результатами генотипування у хворих з хронічною виразкою шлунка.

Ступінь дисплазії - ДНK-тип min Ступінь дисплазії - ДНK-тип max

Kоефіцієнт кореляції Пірсона rxy 0,960 0,951

Тіснота зв'язку дуже сильний дуже сильний

Kоефіцієнт детермінації D=r
xy

^2 0,921 0,905

Kритичне значення коефіцієнта кореляції з вірогідністю 0,95 0,2732 0,2732

Kритичне значення коефіцієнта кореляції з вірогідністю 0,99 0,3511 0,3511

Порівняння коефіцієнта кореляції rxy з критичним (табличним)
значенням rcr для значущості 0,95

r
xy

>r
cr

r
xy

>r
cr

Порівняння коефіцієнта кореляції rxy з критичним (табличним)
значенням rcr для значущості 0,99

r
xy

>r
cr

r
xy

>r
cr

Kоефіцієнт коваріації 94,253 126,735

Загальний результат
cтатистично достовірна

залежність з ймовірністю 0,99
статистично достовірна

залежність з ймовірністю 0,99

Рис. 1. Розподілення ДНК-профілів слизової оболонки шлун-
ка у хворих з хронічною виразкою шлунка.
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досить високий ступінь подібності (72,7%) в межах своєї
групи.

За результатами генотипування ДНК-профілі сли-
зової оболонки шлунка хворих на хронічну виразку
шлунка мають перехідні форми від Д-ІІ до Д-ІІІ. Серед
ДНК-профілів епітелію слизової оболонки шлунка Д-
ІІІ переважали амплікони розміром 520 п.н. та 620 п.н.
із значною генетичною відмінністю від інших груп. ДНК-
профілі за результатами проведення типування мето-
дом ISSR-PCR в кожному випадку виявляються за мак-
симальним вираженням дисплазії.

Між ступенем дисплазії епітелію слизової оболон-
ки шлунка за фенотипічними ознаками і показниками
ДНК-типування зразків слизової оболонки шлунка ко-
ефіцієнт кореляції Пірсона rxy складає відповідно 0,960
і 0,951, що означає дуже сильний і дуже сильний за
тіснотою кореляційний зв'язок між показниками. Ко-
ефіцієнт детермінації D=r

xy
^2 склав 0,921 і 0,905 відпо-

відно. Критичне значення коефіцієнта кореляції з віро-
гідністю 0,95 було 0,2732. Критичне значення коефіц-
ієнта кореляції з вірогідністю 0,99 було 0,3511. По-
рівняння коефіцієнта кореляції rxy з критичним (таб-
личним) значенням rcr для значущості 0,95 відповіда-
ло r

xy
>r

cr
. Порівняння коефіцієнта кореляції rxy з кри-

тичним (табличним) значенням rcr
для значущості 0,99 відповідало
r

xy
>r

cr
. Коефіцієнт коваріації був

94,253 та 126,735 відповідно, що дає
можливість зробити висновок ста-
тистично достовірної залежності між
названими показниками з ймовірн-
істю 0,99 (табл. 1).

Висновки та перспективи
подальших розробок

1. Дисплазії епітелію слизової
оболонки шлунка у хворих з хроні-
чною виразкою шлунка за резуль-
татами генотипування епітелію сли-
зової оболонки за реакцією ISSR-
PCR мають характерні зміни, що
знаходяться у відповідній залежності
з їхніми ДНК-профілями.

Фенотип Д-ІІ був неоднорідний і
мав ДНК-профілі двох варіантів роз-
міром: 320, 300, 240, 220, 210, 200,
190, 180, 160, 140, 120 п.н. та 520,
500, 480, 460, 440, 420, 410, 400, 360,
300, 220 п.н.

Фенотип Д-ІІІ мав також два ва-
ріанти ДНК-профілів: перший роз-
міром - 620, 600, 580, 540, 520,

500, 480, 460, 420, 410, 340 п.н. і другий - 620, 610,
600, 580, 560, 540, 520, 500, 480, 460, 440 п.н., що
свідчить про генетичну неоднорідність дисплазій сли-
зової оболонки при ХВШ.

2. Між ступенем вираження дисплазії епітелію сли-
зової оболонки за фенотипічними ознаками і показ-
никами ДНК-типування зразків слизової оболонки
шлунка за методом ISSR-PCR коефіцієнт кореляції
Пірсона rxy дорівнював відповідно 0,960 та 0,951, що
дає можливість зробити висновок про існування дуже
сильного за тіснотою зв'язку.

3. ISSR-PCR є інформативним методом для вияв-
лення зміни генетичної структури епітелію слизової
оболонки шлунка. враховуючи доступність, відносну
простоту та можливість візуального зчитування резуль-
татів без застосування спеціальної апаратури, з успі-
хом використаний при вивченні ДНК-типування епіте-
лію слизової оболонки шлунка з фенотипами дисп-
лазій епітелію і дозволяє виявити зміни, які вних відбу-
ваються.

У подальшому маркер планується дослідити на прак-
тиці з метою діагностики неопластичних змін епітелію
слизової оболонки шлунка у хворих з хронічними ат-
рофічними гастритами.

Рис. 2. Електрофореграми продуктів
ампліфікату зразків ДНК слизової обо-
лонки шлунка Д-ІІ : 1 - перший варі-
ант, 2 - другий варіант М - маркер
розміру фрагментів ДНК.

Рис. 3. Електрофореграми продуктів ам-
пліфікату зразків ДНК слизової оболонки
шлунка: 1 - ДНК-профіль Д-ІІ перший ва-
ріант; 2 - ДНК-профіль Д-ІІ другий варі-
ант; 3 - ДНК-профіль Д-ІІІ перший варі-
ант; 4 - ДНК-профіль Д-ІІІ другий варіант;
М - маркер розміру фрагментів ДНК.
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Харченк о А. В.
ДИАГНОСТИЧЕ СКИЕ ОСОБЕННОСТИ ДИСПЛАСТИ ЧЕСКИХ ИЗМЕНЕН ИЙ ЭПИ ТЕЛИЯ СЛИЗИСТОЙ ОБОЛОЧКИ
ЖЕ ЛУДК А ПР И ПОМОЩИ  МЕТ ОДА ISSR -PCR  У Б ОЛЬН ІХ С ХРОНИЧЕ СКОЙ  ЯЗВ ОЙ ЖЕЛУДКА
Резюме. Проводимая диагностика слизистой оболочки при помощи реакции ISSR-PCR у пациентов болеющих хроничес-
кой язвой желудка, показала изменения ДНК характерные для дисплазии разной степени. В случаях с указаными диспла-
зиями произошли изменения в виде увеличения размеров ампликонов, характерных для каждой из груп. Указаные изме-
нения носят характер микросателлитных экспансий. Существует сильная кореляционная связь между степенью диспла-
зии определяемой по фенотипическим признакам и показателями характерными для ДНК-типирования эпителия слизис-
той оболочки желудка. Коэфициент кореляции Пирсона rxy. составил соответственно 0,960 и 0,951. Общий результат
свидетельствует о существовании статистически достоверной зависимости с вероятностью 0,99.
Ключевые слова: ДНК, ампликоны, фенотип.

Kharchenko A .V.
DIAGNOSTIC FEATURES OF DYSPLASTIC CHANGES OF GASTRIC MUCOSA EPITHELIUM DETECTED BY THE ISSR-
PCR METHOD IN PATIENTS W ITH CHRONIC GASTRIC ULCER
Summary. Diagnosing of mucosa, provided by the ISSR-PCR reaction, in the patients with the chronic gastric ulcer has shown DNA
changes which are specific to the dysplasia of the different stages. In the cases of indicated dysplasia the changes were observed in
the form of amplicones' enlargement, specific for each group.  The indicated changes are characterized as microsatellite expansions.
There is a strong correlation between the stage of dysplasia, identified on the phenotypical features and the indices, specific to DNA-
typing of the gastric mucosa epithelium. Pearson correlation coefficient rxy constituted 0.960 and 0.951, respectively. The total
results founded the existences of the statistically significant dependence with 0.99 probability.
Key words: DNA, amplicones, phenotype.
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МОЖЛИВОСТІ ТРАНСВАГІНАЛЬНОЇ ЕХОГРАФІЇ В ДІАГНОСТИЦІ
ІСТМІКО-ЦЕРВІКАЛЬНОЇ НЕДОСТАТНОСТІ

Резюме. Робота присвячена діагностиці істміко-цервікальної недостатності шляхом трансвагінальної ехографії. Вивчено
основні фактори ризику розвитку передчасних пологів. Розроблено бальну ехосонографічну оцінку спроможності шийки
матки при вагітності, виділено чіткі ультразвукові критерії оцінки спроможності шийки матки при вагітності та визначено
найбільш оптимальні прогностично-значимі терміни проведення трансвагінальноі ехографії шийки матки у вагітних. Своє-
часне проведення, правильна оцінка ультразвукової діагностики істміко-цервікальної недостатності та її раціональне ліку-
вання дозволяє зменшити випадки передчасних пологів та скоротити відсоток перинатальних втрат.
Ключові слова: істміко-цервікальна недостатність, ультразвукова цервікометрія, фактори ризику передчасних пологів.

Вступ
Проблема невиношування вагітності є однією з ак-

туальних в сучасному акушерстві, так як призводить
не тільки до порушення репродуктивної функції жінки,
але й здійснює негативний вплив на народжуваність,
обумовлюючи значне підвищення рівня перинаталь-

ної смертності і захворюваності новонароджених в
ранньому неонатальному періоді [Сидельникова, 2005].
Не дивлячись на багатофакторність етіології невино-
шування, однією з головних причин, яка викликає пе-
реривання вагітності в другому триместрі, є істміко-


