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Изучалась возможность неинвазивной пренатальной диа-
гностики анеуплоидий с использованием трансцервикаль-
ных трофобластических клеток у беременных после вспо-
могательной репродукции. Показано, что трофобластичес-
кие клетки могут быть идентифицированы среди материн-
ских с использованием моноклональных антител, распо-
знающих трофобластический маркер HLA-G, а последую-
щее проведение fluorescence in situ hybridization (FISH) на
этих клетках позволяет выявить анеуплодии эмбриона. С
использованием данной методики в 6 нед беременности на-
ми выявлены анеуплоидии 47XYY и 45Х0, подтвержден-
ные цитогенетическим исследованием ворсин хориона и
амниоцитов. Таким образом, после дальнейших исследова-
ний данный неинвазивный метод может использоваться
для ранней пренатальной диагностики анеуплодий.
Ключевые слова: неинвазивная пренатальная диагностика,
анеуплоидии, трансцервикальные трофобластические клет�
ки, вспомогательная репродукция.

Благодаря изменению социальной среды, сексуальной и
контрацептивной революции, нежеланных детей рожда:

ется все меньше. Но при этом у супружеских пар появляются
трудности с зачатием из:за распространения позднего мате:
ринства, накопления заболеваний репродуктивной системы.

В настоящее время вспомогательные репродуктивные
технологии (ВРТ) позволяют успешно преодолевать многие
виды бесплодия [3, 15]. 

Частота применения ВРТ постоянно возрастает: если до
2000 г. в мире с помощью ВРТ родились 200 000 детей, то к
настоящему моменту детей «из пробирки» более миллиона
[8, 14]. 

По совокупным данным репродуктивных клиник, в
США частота рождений с помощью ВРТ составляет более
чем 1% от всех родов, в европейских странах – 2–3%, в Изра:
иле – до 4% [7]. 

Основными задачами, стоящими перед ВРТ на сегод:
няшний день, является достижение более широкого внедре:
ния в клиническую практику и расширение возможностей
лечения на фоне снижения частоты осложнений для матери
и риска рождения больного ребенка [2].

Вопрос о потенциальной связи вспомогательной репро:
дукции с рождением детей с врожденной патологией широ:
ко дискутируется. За последние годы опубликованы сооб:
щения об увеличении количества редких болезней геном:
ного импринтинга у детей после ВРТ (синдром Праде:
ра–Вилли, Ангельмана) [10, 11]. Установлено также, что
при использовании интрацитоплазматической инъекции
сперматозоида специфической врожденной проблемой яв:
ляется рождение детей с гипоспадией, что может быть свя:
зано с отцовской субфертильностью [16]. Существенным
фактором, повышающим риск хромосомной патологии у

плодов при ВРТ, является поздний репродуктивный воз:
раст многих супругов [1]. 

Несмотря на упомянутые риски, бесплодные пары в
позднем репродуктивном возрасте и с нарушениями в репро:
дуктивной сфере будут стремиться к биологическому роди:
тельству, поэтому при вспомогательной репродукции осо:
бую актуальность приобретает предгестационная и ранняя
пренатальная диагностика [2].

Существующая система пренатальной диагностики
врожденной патологии плода заключается в последователь:
ном проведении биохимического и ультразвукового скри:
нинга, на основании которых рассчитывается индивидуаль:
ный риск хромосомной патологии, и при высоком риске (бо:
лее 1:300) рекомендуется проведение инвазивной пренаталь:
ной диагностики [13]. 

Изучение психологического фона у беременных в про:
граммах ВРТ выявило у них повышенную тревожность за ис:
ход беременности, в связи с чем такие пациентки зачастую от:
казываются от биопсии хориона или амниоцентеза, несмотря
на низкий риск осложнений после данных процедур [4, 12].

Цель работы – изучить возможности неинвазивной пре:
натальной диагностики с использованием трофобластичес:
ких клеток, выделенных из цервикальной слизи матери пос:
ле вспомогательной репродукции. 

В основе нашего исследования лежали данные о возмож:
ности идентификации клеток трофобласта в цервикальной
слизи с помощью морфологических методов и специфичес:
ких моноклональных антител, распознающих экспрессируе:
мые на клетках трофобласта маркеры [4, 8, 11]. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Нами обследованы 15 пациенток, беременность у кото:
рых была получена в программах ВРТ, в сроках беременнос:
ти 6–12 нед. В исследование включены женщины с одно:
плодной беременностью после получения их информиро:
ванного согласия. 

Возрастной диапазон пациенток составил 28–39 лет, их
мужей – 30–45 лет. У 11 пар диагностировано женское бес:
плодие (из них у 7 – трубное, у 4 – эндокринное), у 4 пар –
мужское.

Обследование включало забор трансцервикальных проб,
приготовление мазков на стеклах, иммуногистохимический
(ИГХ) этап и FISH. Забор трансцервикальной слизи прово:
дился цервикальной щеточкой, которая затем погружалась в
2–3 мл среды М:199 с добавлением антибиотика; далее для
очищения от слизи образцы обрабатывались 3% 600 μl уксус:
ной кислоты, после 10 мин инкубации клетки отмывались 3
раза путем центрифугирования при 190 g и ресуспензирова:
лись в фоcфатно:буферном растворе. Приготовленные на
стекле мазки (всего 6 на каждую пациентку) высушивались и
до проведения ИГХ хранились в 95% этиловом спирте. 
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В ходе ИГХ стекла обрабатывались моноклональными
антителами MCA2043 (Serotec, Великобритания), распозна:
ющими HLA:G, которые экспрессируются на клетках тро:
фобласта. Комплексы HLA:G – антитела определялись с ис:
пользованием ABC Staining System (sc:2017, Santa Cruz,
США). Для подсчета ядер применялась окраска гематокси:
лином. Препараты осматривались при увеличении 400 с ис:
пользованием микроскопа Nikon Eclipse 80i (Япония), изо:
бражения фиксировались цифровой камерой (CCD:
1300QB, VDS, Германия). 

HLA:G:позитивные клетки трофобласта после ИГХ
имели коричневую окраску различной интенсивности, пра:
вильную овальную или полигональную форму, с различным
ядерно:цитоплазматическим отношением. После идентифи:
кации плодовых клеток отмечались их координаты, удаля:
лись ИГХ:реактивы и проводилась FISH, при этом результа:
ты FISH считывались с зарегистрированных на этапе ИГХ
координат. 

Для проведения FISH:диагностики на плодовых клетках
использовались специальные методы отмывки препарата и
фиксация клеток плода в растворах метанола и уксуса (в со:
отношении 3:1) и 100% метанола. Для визуализации анализа
был использован флуоресцентный микроскоп Nikon Eclipse
80i, для документирования результата применялась цитоге:
нетическая программа Lucia FISH (LIM, Чехия). Для прове:
дения анализа методом FISH использованы ДНК:зонды
Vysis (США). 

Анализ анеуплоидий для плодовых клеток методом
FISH проводился в 2 этапа. Для проведения анализа исполь:
зовался стандартный протокол Vysis (США). На первом эта:
пе проводился анализ анеуплоидий половых хромосом Х и Y
(CEP X (DXZ1) Alpha Satellite DNA Spectrum Aqua; CEP Y
(DYZ3) Alpha Satellite DNA Spectrum Orange). На втором
этапе была проведена диагностика плодовых клеток на нали:
чие анеуплоидий хромосом 13, 18 и 21 (LSI 13 Spectrum
Green, CEP 18(D18Z1) Alpha Satellite DNA SpectrumAqua,
LSI 21 Spectrum Orange). 

Пол ребенка устанавливался при УЗИ в 12–16 нед бере:
менности. При подозрении на анеуплоидию проводился ам:
ниоцентез в сроке 16 нед. При неразвивающейся беременно:
сти проводилось цитогенетическое исследование хориона.
Цитогенетические исследования клеток хориона и амниоци:
тов проведены по общепринятым методикам [5].

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 
И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Из проведенных обследований 15 беременных на ИГХ:
этапе HLA:G:позитивные клетки выявлены в 13 случаях
(86,7%). 

Среднее количество HLA:G:позитивных клеток было 6,3
на трансцервикальные пробы одной пациентки, при этом
учитывались данные всех шести стекол.

Среднее число клеток, в которых прошла реакция FISH,
было 3,66. Данные FISH сравнивались с результатами, полу:
ченными при кариотипировании клеток хориона при нераз:
вивающейся беременности или амниоцитов при прогресси:
рующей беременности. 

У обследованных женщин при FISH нами не выявлено
анеуплоидий по 21, 18, 13 хромосомам, по:видимому, из:за
малого количества наблюдений. В 2 случаях были диагнос:
тированы анеуплоидии по половым хромосомам. Наши ре:
зультаты согласуются с данными других исследователей о
преобладании у эмбрионов количественных аномалий гоно:
сом над аутосомными анеуплоидиями [1, 2].

Результаты FISH в трансцервикальных трофобласти:
ческих клетках по половым хромосомам представлены в
таблице.

Для оценки эффективности данной методики в таблице
представлены результаты исследований при однократном
заборе материала у пациенток. Два случая негативного ре:
зультата связаны с отсутствием HLA:G:клеток в образце
или с малым их количеством. У 1 из этих женщин (случай 1)
впоследствии диагностирована неразвивающаяся беремен:
ность с кариотипом хориона 46XX, у другой пациентки (слу:
чай 5) взяты повторные образцы, в которых выявлены тро:
фобластические клетки, но эти результаты не включены в
таблицу.

В 1 случае была ложная диагностика пола плода. В реак:
ции FISH определены 2 сигнала XX, соответствующие жен:
скому генотипу, тогда как при УЗИ в 12 нед беременности и
при последующих осмотрах был установлен мужской пол
плода, что подтвердилось при рождении ребенка. Вероятно,
это вызвано неспецифическим связыванием анти:HLA:G:
атител с материнскими клетками и последующей FISH:ре:
акцией на них.

У остальных пациенток пол эмбриона установлен пра:
вильно, что было подтверждено у 11 при УЗИ, у 2 – карио:
типированием хориона (при неразвивающейся беременнос:
ти) и у 1 – цитогенетическим исследованием амниоцитов
(при прогрессирующей беременности).

Представляем 2 случая выявленных анеуплоидий по го:
носомам.

В случае 4 при FISH на ИГХ:маркированных клетках
(рис. 1) нами зарегистрировано 2 красных и 1 голубой си:
гнал, соответствующие генотипу XYY (рис. 2). При этом при
УЗИ в сроках 4–6 нед не было каких:либо отклонений от
нормального течения ранней беременности. При биохимиче:

Ðåçóëüòàòû FISH â òðàíñöåðâèêàëüíûõ 
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1 5 0 0 XX <

2 10 5 2 XX +

3 8 6 3 XY +

4 6 8 2 XYY +

5 7 2 0 XX <

6 11 4 3 XY +

7 9 15 10 XX +

8 6 3 2 XY ложный

9 12 6 5 XY +

10 7 10 6 XX +

11 10 8 4 XY +

12 7 9 5 X0 +

13 11 3 3 XY +

14 8 9 6 XX +

15 10 7 4 XY +

Примечания: «+» – верное определение пола с помощью FISH в трансцер�
викальных трофобластических клетках; «�» – нет результата в связи с от�
сутствием FISH�позитивных клеток;  «ложный» – неверное определения по�
ла с помощью FISH в трансцервикальных трофобластических клетках.
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ском скрининге І триместра в 10–11 нед закономерно не най:
дено каких:либо изменений (PAPP:A – 1,2 МоМ, free :ХГЧ –
0,8 МоМ), при УЗ:скрининге маркеров хромосомной и дру:
гой патологии плода не выявлено, диагностирован мужской
пол плода. 

В 16 нед данной пациентке был проведен амниоцентез,
при FISH амниоцитов подтвержден генотип XYY (рис. 3), а
результаты цитогенетического исследования амниоцитов
установили кариотип 47XYY. 

В связи с отсутствием влияния данной анеуплоидии на
соматическое здоровье ребенка семья приняла решение до:
нашивать беременность. Цитогенетическое исследование на
препаратах метафазных хромосом лимфоцитов перифериче:
ской крови показало нормальный кариотип родителей, но в
связи с астенозооспермией у мужа проводился FISH спер:
мы, выявивший более 2% анеуплоидий по половым хромосо:
мам в ядрах сперматозоидов. 

Беременность у данной пациентки протекает без ослож:
нений, в настоящее время срок гестации 30 нед.

Ðèñ. 2. FISH òðàíñöåðâèêàëüíîé òðîôîáëàñòè÷åñêîé êëåòêè
Â ÿäðå âèçóàëèçèðóþòñÿ 2 êðàñíûõ ñèãíàëà, ñîîòâåòñòâóþùèõ 
Y-õðîìîñîìå, è 1 ãîëóáîé, ñîîòâåòñòâóþùèé Õ-õðîìîñîìå

Ðèñ. 1. Ìàòåðèíñêàÿ è òðîôîáëàñòè÷åñêàÿ êëåòêà ïîñëå
ïðîâåäåíèÿ ÈÃÕ+îêðàñêà ãåìîòîêñèëèíîì (óâåëè÷åíèå 400)
Ìàòåðèíñêàÿ êëåòêà èìååò ãîëóáóþ îêðàñêó ñ òåìíî-ñèíèì ÿäðîì,
òðîôîáëàñòè÷åñêàÿ êëåòêà – òåìíî-êîðè÷íåâóþ îêðàñêó ñ áîëåå
òåìíûì ÿäðîì 

Ðèñ. 4. ßäðà ìàòåðèíñêîé è òðîôîáëàñòè÷åñêîé êëåòîê ïîñëå
ïðîâåäåíèÿ ÈÃÕ+îêðàñêà ãåìîòîêñèëèíîì (óâåëè÷åíèå 400 )
ßäðî ìàòåðèíñêîé êëåòêè èìååò òåìíî-ñèíþþ îêðàñêó, ÿäðî
òðîôîáëàñòè÷åñêîé êëåòêè – òåìíî-êîðè÷íåâóþ îêðàñêó

Ðèñ. 5. FISH ìàòåðèíñêîé è òðàíñöåðâèêàëüíîé
òðîôîáëàñòè÷åñêîé êëåòêè
Â âåðõíåì ÿäðå (ìàòåðèíñêîì) âèçóàëèçèðóþòñÿ 2 ãîëóáûõ ñèãíàëà,
ñîîòâåòñòâóþùèõ Õ-õðîìîñîìå, â íèæíåì (òðîôîáëàñòè÷åñêîì) ÿäðå
âèçóàëèçèðóåòñÿ 1 ãîëóáîé ñèãíàë, ñîîòâåòñòâóþùèé Õ-õðîìîñîìå 

Ðèñ. 3. FISH àìíèîöèòîâ
Â ÿäðàõ âèçóàëèçèðóþòñÿ 2 êðàñíûõ ñèãíàëà, ñîîòâåòñòâóþùèõ 
Y-õðîìîñîìå, è 1 ãîëóáîé, ñîîòâåòñòâóþùèé Õ-õðîìîñîìå
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Во втором случае (№ 12) в 7 нед беременности в ИГХ:
маркированных клетках (рис. 4) при FISH была выявлена
моносомия Х0 (рис. 5), подтвержденная цитогенетическим
исследованием хориона в 9 нед (45Х0); забор хориона для
кариотипирования произведен при выскабливании матки в
связи с неразвивающейся беременностью.

ВЫВОДЫ

Данный метод неинвазивной пренатальной диагностики
с использованием трансцервикальных трофобластических
клеток может использоваться для ранней диагностики хро:
мосомной патологии эмбриона после дальнейшей оценки его
эффективности.

Неiнвазивна пренатальна діагностика анеуплоїдій з
використанням трансцервікальних трофобластичних
клітин після допоміжної репродукції
В.В. Грабар, О.М. Феськов, Е.С. Жилкова 

Вивчалася можливість неінвазивної пренатальної діагностики
анеуплоїдій з використанням трансцервікальних трофобластич:
них клітин у вагітних після допоміжної репродукції. Показано, що
трофобластичні клітини можуть бути ідентифіковані серед мате:
ринських з використанням моноклональних антитіл, що розпізна:
ють трофобластичний маркер HLA:G, а подальше проведення
FISH на цих клітинах дозволяє виявити анеуплоїдії ембріона. З
використанням даної методики в 6 тиж вагітності нами виявлені
анеуплоїдії 47XYY та 45Х0, підтверджені цитогенетичним
дослідженням ворсин хоріона та амніоцитів. Отже, після подаль:
ших досліджень даний неінвазивний метод може використовува:
тися для ранньої пренатальної діагностики анеуплоїдій.
Ключові слова: неінвазивна пренатальна діагностика, анеуплоїдії,
трансцервикальні трофобластичні клітини, допоміжна репродукція.

Noninvasive prenatal diagnosis of aneupoidy
using transcervical trophoblastic cells in assisted
reproduction
V.V. Grabar, A.M. Feskov, E.S. Zhilkova 

The possibility of noninvasive prenatal diagnosis of aneuploidy using
transcervical trophoblastic cells in pregnant women in assisted repro:
duction was investigated. It is shown that trophoblastic cells could be
identified among the maternal cells using monoclonal antibodies recog:
nizing trophoblastic marker HLA:G, and the subsequent applying of
FISH on these cells reveals aneuplody of embryo. By using this tech:
nique in 6 weeks’ gestation we found aneuploidy 47XYY and 45X0, con:
firmed by cytogenetic study of chorionic villi and amniocites. This non:
invasive procedure could provide a useful platform for prenatal diagnosis
of early pregnancy after further investigation to establish its efficacy.
Key words: noninvasive prenatal diagnosis, aneuploidy, transcervical
trophoblast cells, assisted reproduction.
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