
42 ЗДОРОВЬЕ ЖЕНЩИНЫ №9 (95)/2014
ISSN 199255921

Ë Å Ê Ö È È  È  Î Á Ç Î Ð Û

У статті розглянуті основні засади передімплантаційних ге*
нетичних досліджень ембріонів. Приділена увага різним
об’єктам та методам дослідження.
Ключові слова: передімплантаційні генетичні дослідження,
ПЛР, FISH, порівняльна геномна гібридизація, секвенування,
каріомапінг.

Природою закладено, що основний сенс кожної родини –
мати здорових дітей. І це бажання значною мірою зрос5

тає після встановлення діагнозу «безпліддя» чи народження
хворої дитини. У низці випадків допоміжні репродуктивні
технології (ДРТ) є чи не єдиним шляхом досягнення діто5
народження такими подружніми парами завдяки широкому
арсеналу методів штучного запліднення та передімплан5
таційним генетичним дослідженням (ПГД) – комплексу за5
ходів, спрямованих на дослідження генетичних структур
статевих клітин чи клітин ембріона на етапі до імплантації
останнього в порожнину матки. Сучасний розвиток гене5
тичних технологій значно випереджає можливості їхнього
практичного впровадження, оскільки медична наука ще не в
змозі повноцінно інтерпретувати частину отриманої в ре5
зультаті дослідження інформації. А стрімкий розвиток
технічних та діагностичних можливостей супроводжується
необізнаністю значної частини фахівців у зазначеній галузі. 

Мета дослідження: висвітлення основних сучасних
підходів до проведення ПГД. 

Основи ПГД були закладені ще у 1967 р., коли у на5
уковій літературі з’явилось перше повідомлення щодо ви5
значення статі ембріонів кролика на стадії бластоцисти [1].
Однак широкі клінічні дослідження та впровадження роз5
роблень у клінічну практику були тривалий час утруднені
відсутністю високочутливих та надійних молекулярних ме5
тодів діагностики. І лише у 1990 р. народилась перша дити5
на у подружжя з Х5зчепленою патологією в анамнезі після
проведення визначення статі на передімплантаційному
етапі [2]. Подальший розвиток діагностичних технологій
сприяв широкому впровадженню методів ПГД та зробив їх
невід’ємною частиною проведення циклів ДРТ. Пізніше, у
1997 р. з метою централізованого збору даних та стандарти5
зації проведення передімплантаційних досліджень була
сформована ініціативна група, яка в подальшому отримала
назву PGD Consortium1.

Показання до діагностики

Передімплантаційні генетичні дослідження умовно мож5
на розділити на:

• передімплантаційну генетичну діагностику;
• передімплантаційний генетичний скринінг. 
Між цими двома поняттями методична частина діагнос5

тики відрізняється несуттєво. Однак існує низка певних важ5
ливих відмінностей. Власне діагностику (у вузькому сенсі по5
няття) проводять у подружніх пар, що є носіями встановле5
ного генного чи хромосомного дефекту. А використання
скринінгового підходу зумовлене тим, що навіть у фертиль5
них подружніх пар частка ембріонів із анеуплоїдіями у по5
вному або мозаїчному стані досягає 50% [3] (залежно від
кількості досліджених хромосом). І, хоча більшість з генетич5
но аномальних ембріонів не імплантується або припиняє роз5
виток на ранніх термінах вагітності, ризик народження дити5
ни з хромосомними аномаліями все ж існує. Тому, зважаючи
на зусилля, витрачені пацієнтами та лікарями на досягнення
вагітності у програмах ДРТ, доцільно мінімізувати ризик пе5
реносу анеуплоїдного ембріона. Саме тому передімплан5
таційний генетичний скринінг проводять за умов, коли по5
дружня пара не має встановлених порушень генетичного апа5
рату, однак імовірність отримання ембріона з генетичним де5
фектом є підвищеною.

Підсумувавши, можна ввести показання до проведення
ПГД у перелік, наведений у табл. 1.

Етичні питання та аналіз нормативно5правової бази за5
стосування ПГД були нами попередньо висвітлені [4], то ж
наразі зосередимо увагу на суто медичних аспектах. 

ПГД є етапною процедурою, що включає у себе:
1) біопсію матеріалу для дослідження;
2) пробопідготовку;
3) власне дослідження.
На сьогодні існують три різні підходи до аналізу генетич5

ного матеріалу на передімплантаційному етапі: аналіз поляр5
них тілець яйцеклітини, бластомера ембріону та клітин тро5
фектодермальної оболонки, порівняння яких надане у табл. 2.

УДК 618.177�089.888.11+575.1

Îãëÿä ñó÷àñíèõ ìåòîä³â ïåðåä³ìïëàíòàö³éíèõ

ãåíåòè÷íèõ äîñë³äæåíü åìáð³îí³â
Д.О. Микитенко, Л.Я. Пилип

Клініка репродуктивної медицини «Надія», м. Київ

Таблиця 1
Ïîêàçàííÿ äî ïðîâåäåííÿ ÏÃÄ åìáð³îí³â

Передімплантаційний генетичний скринінг Передімплантаційна генетична діагностика

• Звичне невиношування вагітності
• Множинні невдалі спроби ДРТ (перенос 3 і більше
ембріонів якості не нижче за 3ВВ за Гарднером або більше
10 ембріонів незалежно від кількості переносів)
• Безпліддя невизначеного ґенезу
• Вік матері понад 35 років
• Виражений чоловічий фактор безпліддя (підвищений
рівень анеуплоїдії сперматозоїдів)
• Наявність в анамнезі вагітності чи народження дитини з
хромосомною аномалією

• Підтверджене носійство структурних хромосомних
перебудов
• Підтверджене носійство мутацій генів, що зумовлюють
спадкову генну патологію
• HLA-селекція ембріонів

1PGD Consortium – структурний підрозділ European Society of Human
Reproduction and Embriology (ESHRE), в завдання якого входять збір, аналіз 
результатів передімплантаційних досліджень в циклах ДРТ, а також уніфікація
досліджень шляхом формулювання рекомендацій, правил та протоколів.
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Із даних, наведених у табл. 2, випливає, що вибір будь5
якого об’єкта для ПГД пов’язаний із певними обмеженнями,
які обов’язково мають бути взяті до уваги. Відтак, вибір має
враховувати:

• особливості правового простору діяльності клініки;
• можливості ембріологічної лабораторії;
• предмет ПГД (на що саме проводять діагностику);
• діагностичний метод, який буде застосовано;
• віддаленість та технічна оснащеність цитогенетичної /

молекулярно5діагностичної лабораторії;
• індивідуальні особливості ДРТ5циклу.
Особливості правового простору функціонування

клініки ДРТ є, мабуть, найвагомішим чинником, під який
підводяться усі інші. Законодавчі обмеження, що базуються,
в першу чергу, на усталених релігійних поглядах в окремому
регіоні, здатні суттєво обмежити свободу прийняття рішен5
ня як пацієнтами, так і лікарями, а також доступність даного
виду медичної допомоги. 

Біопсія полярних тілець (І та ІІ) дозволяє отримати не5
прямі свідчення про генетичний апарат ооцита. Із огляду на те,

що більшість анеуплоїдій має материнське походження (до
80–90%) [17], із певної точки зору, дослідження полярних
тілець є цілком логічним. Проведення такого аналізу передба5
чає оцінку І та ІІ полярних тілець разом, оскільки за свідченням
дослідників [18, 19], хромосомні чи хроматидні порушення, що
виникли при І поділі мейозу, можуть компенсуватись під час 
ІІ поділу з утворенням еуплоїдного ооцита. Однак прогнозова5
ний за полярними тільцями каріотип ооцита може бути хибним
у 6% випадків [19]. Хромосомні аномалії І поділу мейозу вияв5
ляють приблизно у 31% випадків, аномалії ІІ поділу мейозу
після порушень І поділу – у 29%, ізольовані хромосомні ано5
малії ІІ поділу – у 40% [18]. Використання чіп5порівняльної ге5
номної гібридизації для досліджень на полярних тільцях дозво5
ляє досягнути 30% вагітностей на ембріотрансфер (17% на поча5
тий цикл) у цільовій групі пацієнток віком понад 35 років [19].
Даний вид діагностики проводять переважно серед етнічних
груп, в яких процедура передімплантаційних досліджень обме5
жена моментом запліднення. У таких випадках може досліджу5
ватись лише І полярне тільце. Хоча, ІІ полярне тільце може бу5
ти проаналізоване до моменту злиття батьківських пронукле5

Об'єкт

дослідження
Опис Переваги Обмеження

Полярні тільця
(перше 

та друге)

Редукційні клітинні
тільця, що

формуються на різних
стадіях дозрівання
ооцита у ході І та ІІ

поділів мейозу

Полярні тільця не відіграють ролі 
у заплідненні та можуть бути вилучені 

з мінімальним ризиком 
пошкодження ооцита;

– можливість проведення дослідження 
до етапу запліднення;

– проведення дослідження на матеріалі
неембріонального походження, 

що є етично та релігійно прийнятно 
та законно у деяких країнах

Дослідження дає побічне уявлення
про генетичний апарат ооцита і не є

гарантією відсутності генетичної
патології у ембріона;

– аналіз не враховує чоловічий
фактор запліднення та відповідно

не є характеристикою 
майбутнього ембріона;

– аналіз не виключає мітотичні
хромосомні аномалії;

– проведення дослідження на
даному етапі є більш працемістким

та високовартісним

Бластомери

Клітини ембріона 
на 3-ю добу розвитку 
(6-8-клітинна стадія).

Клітини є
недиференційованими 

та можуть бути
вилучені у кількості
одна-дві з умовно

незначним впливом 
на життєздатність

ембріона

Дослідження бластомерів дає
безпосереднє уявлення про стан

генетичного апарату 
аналізованої клітини;

– можливість виявляти чоловічий фактор
та мітотичні анеуплоїдії, що виникли на

ранніх етапах розвитку ембріона

Біопсія бластомера знижує
життєздатність та імплантаційний
потенціал ембріонів на 34–39%;

– дослідження не виключає
мозаїцизму ембріона;

– не виключена можливість
подальшої самокорекції ембріонів

із анеулоїдіями

Клітини
трофекто-

дермальної
оболонки

Клітини
ембріонального

походження, 
що складають

зовнішню оболонку 
на стадії бластоцисти

(5–6-а доба)

Відсутність негативного впливу біопсії 
на життєздатність ембріона;

– більша кількість отриманих клітин
сприяє точності результату та зниженню

ймовірності явища "випадіння алеля";
– тестування дає безпосереднє уявлення
про стан генетичного апарату ембріона;
– ураховується можливість мозаїцизму; 

– більша частина ембріонів з
хромосомними аномаліями не

розвиваються до стадії бластоцисти
(природний добір), що зумовлює
економічну перевагу дослідження

трофектодерми;
– наявність часу для модифікації

ендометрія (за необхідності);
– сприяння селективному переносу

одного ембріона (eSET) та зниженню
частоти багатоплідних вагітностей

Дослідження трофектодерми
вимагає можливості ембріологічної

лабораторії вести 
бластоцистну культуру;

– ембріони досягають стадії
бластоцисти у різний часовий

проміжок, що призводить 
до значних часових витрат 

на проведення дослідження;
– ДРТ-цикли з ПГД, за якими через

технічні особливості результат 
не може бути отриманий протягом

доби, вимагають кріоконсервування
/ вітрифікації ембріонів з наступним

використанням у програмах 
після розморожування

Таблиця 2
Ïîð³âíÿëüíà õàðàêòåðèñòèêà îá’ºêò³â ÏÃÄ

Примітки: * – Складено з використанням даних [5�16].



44 ЗДОРОВЬЕ ЖЕНЩИНЫ №9 (95)/2014
ISSN 199255921

Ë Å Ê Ö È È  È  Î Á Ç Î Ð Û

усів, що потребує кріоконсервації ооцита на пронуклеарній
стадії. За наявності технічних можливостей отримання резуль5
тату протягом 9 год після біопсії, кріоконсервації піддаються
ооцити з хромосомною/генною аномалією. Оскільки вва5
жається, що зигота утворюється при злитті пронуклеусів, а ано5
мальні ооцити не розморожуються чи не культивуються з утво5
ренням генетично аномальних ембріонів, такий підхід є прий5
нятним у випадку законодавчих чи релігійних обмежень.
А. Кулієв пропонує виокремити діагностику полярних тілець в
окремий клас преембріональних досліджень [18].

Біопсію бластомера проводять при досягненні ембріоном
6–85клітинної стадії – 35я доба розвитку (72 год після аспірації
фолікулів). Зазвичай вилучається одна клітина. Однак біопсія
навіть однієї клітини на 34–39% знижує імплантаційний по5
тенціал ембріона [20] і на 10% – частоту настання вагітності
[21]. При застосуванні чіп5порівняльної геномної гібридизації
в передімплантаційних дослідженнях бластомерів вдається до5
сягнути до 69,23% вагітностей на ембріотрансфер (проти 43,9%
без проведення ПГД), знизити частоту багатоплідних вагітно5
стей із 34,38% до 8,33% при використанні тактики селективно5
го переносу одного ембріона (eSET) та знизити частоту неви5
ношування вагітності з 26,06% до 11,11% [22].

Біопсію трофектодермальної оболонки проводять на стадії
бластоцисти (5–65а доба розвитку). Аналіз клітин трофекто5
дерми із застосуванням чіп5порівняльної геномної гібридизації
дозволяє отримати клінічну ефективність 70,9% вагітностей на
ембріотрансфер та практично уникнути багатоплідних вагітно5
стей [23]. Серед переваг трофектодермальної біопсії велике зна5
чення має можливість виключення мозаїцизму, щоправда, не5
обхідно відзначити низьку ймовірність розходження хромосо5
много набору внутрішньої клітинної маси та клітин трофекто5
дерми, що спостерігається у 5,8% випадків та стосується в ос5
новному анеуплоїдних ембріонів [24]. Робота з бластоцистами
вимагає можливості ведення ембріологічною лабораторією
бластоцистної культури і за відсутності технічної можливості
виконання дослідження протягом доби, проведення
вітрифікації з подальшим переносом ембріонів у кріоциклах.

Зрозуміло, що клінічна ефективність застосування ме5
тодів передімплантаційної діагностики не є прямим свідчен5
ням результативності використання конкретного методу, а

слугує інтегральним показником ефективності роботи усіх
залучених підрозділів, включаючи клінічне відділення ДРТ,
ембріологічну та молекулярно5цитогенетичну лабораторії.
Тож, якість роботи кожного учасника лікувально5діагнос5
тичного процесу та взаємодія між ними є вагомим модифіка5
тором отриманих клінічних результатів.

Методи передімплантаційних 
генетичних досліджень

Хромосомні аномалії ембріонів є одним з основних фак5
торів порушення імплантації. Повторна відсутність імплан5
тації, як форма непліддя, може бути зумовлена комплексом
причин, основними серед яких є генетичні, анатомічні та
гормональні. Ембріональний фактор є ключовим, оскільки
він на 70% визначає ймовірність імплантації [23].

Так, за даними дослідників [25], залежно від вибірки, част5
ка анеуплоїдних ембріонів може варіювати в межах 40,5–60%.
За опублікованими раніше власними даними Клініки репро5
дуктивної медицини «Надія» при повногеномному пе5
редімплантаційному скринінгу ембріонів пацієнтів з множин5
ними невдалими спробами ДРТ частка анеуплоїдних ембріонів
становила 48,99% [26]. Як правило, анеуплоїдії ембріонів мають
материнське походження (до 80–90%) [17, 27, 28], рідше –
батьківське (до 10–20%) і ще на порядок рідше – мітотичної
природи, що виникають через нерозходження хромосом у про5
цесі дроблення зиготи. Це свідчить про необхідність всебічного
обстеження подружньої пари з безпліддям та звертання значної
уваги на фактори ризику зі сторони матері. Окрім того, одним
із ключових факторів, що найсильніше корелює з частотою роз5
витку патології плода, є тривалість періоду безпліддя, що не5
прямим чином додатково підкреслює генетичну обтяженість
осіб із безпліддям, виділяючи їх в окрему групу ризику [29].

Відомо, що до 60% ооцитів мають хромосомні аномалії
[30], і даний показник залежить від віку жінки, стрімко зро5
стаючи після 35 років. Запліднення таких яйцеклітин може
призвести до хромосомних аномалій у ембріонах. Переважна
більшість хромосомних аномалій є бласто5 та ембріопатіями,
які спричиняють відсутність імплантації або мимовільні ви5
кидні на ранніх термінах вагітності. 

Викладене вище підтверджує, що передімплантаційний ге5

Таблиця 3
Îñîáëèâîñò³ çàñòîñóâàííÿ îêðåìèõ ìåòîä³â ç ìåòîþ ÏÃÄ åìáð³îí³â

Методи Приклади Показання

Методи обмеженого хромосомного скринінгу

Засновані на явищі
ампліфікації 

(ПЛР-діагностика)

• Класична ПЛР
ПЛР в режимі реального часу
• Секвенування
• Фрагментарний аналіз
• Мінісеквенування/мас-спектрометрія

• Діагностика моногенної патології
• Селекція ембріона за HLA-генотипом
• Визначення резус-фактора ембріона
• Обмежений хромосомний скринінг 

FISH-методи • FISH-аналіз 

• Обмежений хромосомний скринінг
• Збалансовані хромосомні перебудови у батьків
• Певні випадки незбалансованих 
хромосомних перебудов
• Визначення статі ембріона

Методи повногеномного скринінгу

Чіп-діагностика • Чіп-порівняльна геномна гібридизація
• SNP-чіпи 

• Скринінг усього геному
• Хромосомні перебудови у батьків
• Чисельні невдалі спроби ДРТ
• Звичне невиношування вагітності 
при нормальному каріотипі плода

Секвенування
"нового" покоління

• Секвенування "нового" покоління
• Каріомапінг

• Скринінг усього геному
• Хромосомні перебудови у батьків
• Багаторазові невдалі спроби ДРТ
• Звичне невиношування вагітності 
при нормальному каріотипі плода
• Діагностика моногенної патології
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нетичний скринінг на предмет хромосомних аномалій є дієвим
механізмом підвищення результативності ДРТ5циклів.

Сучасні можливості молекулярної діагностики зумови5
ли використання високочутливих методів ПГД, в основу
яких покладене явище гібридизації нуклеїнових кислот. Їх
можна розділити:

– за глибиною дослідження на:
• методи обмеженого скринінгу (FISH, полімеразна

ланцюгова реакція – ПЛР);
• методи повногеномного скринінгу (чіп5діагностика,

секвенування «нового» покоління, каріомапінг); 
– за принципом діагностики на: методи, засновані на

явищі ампліфікації (ПЛР5методи), флуоресцентної гібриди5
зації in situ (FISH), та чіп5діагностика, включно з секвену5
ванням «нового» покоління. 

Особливості їхнього використання для діагностики гене5
тичної патології у ембріонів наведені в табл. 3.

Кожен із наведених методів заснований на детекції
унікальних послідовностей ДНК, однак низка методичних
особливостей зумовлює певні переваги застосування кожно5
го з них у конкретному випадку.

Передімплантаційні генетичні дослідження із застосу5
ванням методу ПЛР.

Методи ПЛР мають широкі діагностичні можливості, од5
нак їхньою головною особливістю є детекція коротких
унікальних послідовностей ДНК, з чим і пов’язані обмежен5
ня їхнього використання – переважно з метою діагностики
носійства генної патології.

Серед діагностичних можливостей варто виокремити такі:
• пряма діагностика генних мутаціїй;
• непряма діагностика генних мутацій;
• HLA5 та резус5селекція ембріонів;
• скринінг анеуплоїдій (обмежений).
Зрозуміло, що робота з обмеженою кількістю генетичного

матеріалу зумовлює два основні моменти: можливість
дослідження невеликої кількості цільових послідовностей з
однієї клітини та висока ймовірність діагностичної помилки
через явище «випадіння алеля» (~25% для однієї клітини). Із
метою виключення останнього під час діагностики конкретної
мутації вводиться дослідження зчеплених із нею маркерів, що
за свою суттю є поліморфізмами одиничних нуклеотидів
(SNP) чи короткими тандемними повторами (STR). Викори5
стання кожного окремого зчепленого маркера знижує
ймовірність помилки на 25% від попередньої. Із метою вибору
зчеплених маркерів доцільно фокусувати увагу саме на висо5
кополіморфних їх варіантах, що розташовані на відстані не
більшій за 1–5 см (до 5% ймовірності рекомбінації), опти5
мально – до 2,5 см. За можливості варто уникати динуклео5
тидних STR5повторів через більшу ймовірність помилки
ДНК5полімерази під час синтезу нуклеотидного ланцюга та
обмежену роздільну здатність QF5ПЛР. Із наведеного стає
зрозумілою доцільність оцінювання діагностичної інформа5
тивності для кожного окремого випадку та наявності значної
бібліотеки праймерів. В умовах необхідності дослідження
кількох локусів одночасно вдаються до стратегії «гніздової»
ПЛР (з метою попередньої ампліфікації цільових регіонів)
або повногеномної ампліфікації. Підвищенню інформатив5
ності діагностики та зниженню ймовірності «випадіння але5
ля» сприяє також робота з клітинами трофектодермальної
оболонки, оскільки під час біопсії вдається отримати фраг5
мент, що складається, як правило, з понад 5 клітин. 

На відміну від алгоритму, що використовують для тар5
гетної діагностики мутації, скринінг анеуплоїдій та HLA5ти5
пування ембріонів проводять з використанням кількох STR5
локусів на досліджувану хромосому. Однак зрозуміло, що в
таких випадках діагностика збалансованих хромосомних пе5
ребудов та мікроделецій є неможливою. 

Візуалізація результатів реакції може відбуватися шляхом
гель5електрофорезу, флуоресцентної детекції за кінцевою
точкою чи в режимі «реального часу» (мал. 1), секвенування,
мінісеквенування, капілярного електрофорезу (мал. 2).

Підсумовуючи наведене, можна формалізувати такі недоліки
використання ПЛР у передімплантаційних дослідженнях:

– аналіз обмеженої кількості локусів;
– висока ймовірність контамінації;
– можливість неефективної ампліфікації;
–  явище переважної ампліфікації та «випадіння алеля»;
– неможливість детекції мікроделецій, збалансованих

хромосомних перебудов, поліплоїдії;
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Ìàë. 1. Ôðàãìåíò ïåðåä³ìïëàíòàö³éíî¿ ãåíåòè÷íî¿ 
ä³àãíîñòèêè ìåòîäîì ÏËÐ â ðåæèì³ «ðåàëüíîãî ÷àñó» 
ç ïðèâîäó ïîë³ê³ñòîçó íèðîê: à – åìáð³îí, ùî íå º íîñ³ºì 
ãåíåòè÷íîãî äåôåêòó; á – åìáð³îí – íîñ³é äîì³íàíòíî¿ 
ìóòàö³¿ ñ.9564_9566delÑÀÀ (p.N3188Kfs) ãåíà PKD1 
ó ãåòåðîçèãîòíîìó ñòàí³ [4]

Ìàë. 2. Ïðèêëàä ïåðåä³ìïëàíòàö³éíî¿ ä³àãíîñòèêè åìáð³îíà
ç òðèñîì³ºþ õðîìîñîì 19 òà 22, à òàêîæ åìáð³îíà 
ç ìîíîñîì³ºþ õðîìîñîìè 1 [31] ³ç çàñòîñóâàííÿì ìåòîäó
ÏËÐ òà êàï³ëÿðíîãî åëåêòðîôîðåçó (QF-ÏËÐ)
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– необхідність попереднього оцінювання діагностичної
інформативності подружньої пари;

– необхідність наявності широкої бібліотеки праймерів.
Новим кроком у розвитку передімплантаційного ПЛР5

дослідження стала модифікація, що забезпечує можливість
проведення умовно повногеномного скринінгу, в основі якого
лежить явище кількісної ПЛР [32]. Працюючи з трофектодер5
мою, авторам вдалося нівелювати явище «випадіння алеля» та
забезпечити точність діагностики на рівні 98,6%. Однак про5
ведення реакції потребує виконання кількісної ПЛР в режимі
«реального часу» за 96 локусами в 4 повторах, що вимагає по5
становки одного 3845лункового планшету на ембріон і значно
обмежує пропускну здатність лабораторії, не вирішуючи
проблему виключення мікроделеційних синдромів.

Відповідно до звітів PGD Consortium, за 1997–2008 рр.
асоційованими членами було проведено 4763 циклів із вико5
ристанням ПЛР5діагностики, що складає близько 18% усіх
передімплантаційних досліджень. Серед них 4578 – власне
передімплантаційна діагностика, в той час як лише 182 –
визначення статі ембріонів та 3 – обмежений передімплан5
таційний хромосомний скринінг [33].

Світові тенденції використання ПЛР у передімплан5
таційній діагностиці характеризуються поступовим зростан5
ням частки досліджень, проведених даним методом, які ста5
ном на 2008 р. становили 25,3% передімплантаційних
досліджень [33–37]. Однак наразі ПЛР5метод, за виключен5
ням діагностики моногенної патології, витісняється метода5
ми повногеномного скринінгу.

Флуоресцентна гібридизація in situ

FISH5метод знайшов широке застосування для проведен5
ня ПГД, враховуючи носіїв збалансованих структурних хромо5
сомних перебудов. Зокрема, станом на кінець 2008 р. членами
PGD Consortium було проведено 21 829 ДРТ циклів із застосу5
ванням методу FISH для діагностики хромосомних аномалій
[33], що становило близько 82% випадків передімплан5
таційних досліджень. Результати рандомізованих досліджень
доводять клінічну ефективність проведення ПГД методом
FISH у групах пацієнтів із невиношуванням [38–41], тяжким
чоловічим фактором безпліддя [42] та серед жінок віком понад
35 років [43, 44] за рахунок підвищення частоти настання
вагітності та зниження ризику мимовільних викиднів після
програм ДРТ із ПГД. Однак існує низка досліджень, у яких
клінічну ефективність методу FISH у ПГД виявлено не було
[45–49]. Незважаючи на певні методичні обмеження даних
робіт (наприклад, некоректний підбір груп контролю [46, 48],
згубний вплив біопсії двох бластомерів на життєздатність
ембріонів [45, 50], висока частка ембріонів без діагностики
[51]), відсутність зростання частоти імплантації після ПГД
можна пояснити діагностичними обмеженнями методу FISH,
які унеможливлюють проведення повнохромосомного
скринінгу. Застосування п’яти кольорів видимого спектра для
мічення гібридизаційних зондів обмежує кількість локусів
хромосом, копійність яких можна визначати одночасно, до
п’яти. Аналіз додаткових локусів (а наявність або відсутність
певного локусу екстраполюється на наявність або відсутність
цілої хромосоми) вимагає проведення додаткових раундів
гібридизації, з кожним з яких зростає ймовірність помилки.
Тому за ідеальних умов теоретично можливо провести що5
найбільше 3 раунди гібридизації із дослідженням 15 хромосом.
Для проведення ПГД методом FISH застосовують суміш
зондів на певні локуси тих хромосом, анеуплоїдію яких най5
частіше реєструють у ембріонах на 35ю добу розвитку (хромо5
соми 15, 16, 21, 22) та тих хромосом, немозаїчні анеуплоїдії
яких найчастіше сумісні із живонародженням (хромосоми 13,
18, 21, X, Y) [52]. Обмежена кількість хромосом призводить до
обмеженої діагностичної цінності методу FISH для ПГД. За

даними Munne та колег, дослідження 5 хромосом дозволяє ви5
являти 28–31% анеуплоїдій передімплантаційних ембріонів, 9
хромосом (13, 15, 16, 17, 18, 21, 22, X, Y) – 70–72% анеуплоїдій,
12 хромосом (+8, 14, 20) – 79–80% анеуплоїдій [53]. Сучасні
дослідження, проведені методом порівняльної геномної гіри5
дизації показали, що дослідження 12 хромосом дозволяє вияв5
ляти лише 68% хромосомних аномалій передімплантаційних
ембріонів [52] (досягаючи, за нашими власними даними, точ5
ності діагностики до 74,8–78,3% [26]), – і лише за умови, що
FISH5діагностику проводять з ідеальною точністю. Однак, на
жаль, методу FISH бракує точності та відтворюваності для ро5
боти на одній клітині. По5перше, для правильного проведення
FISH5діагностики необхідною є оптимальна підготовка ма5
теріалу – правильна фіксація ядра зі збереженням доступності
хроматину для гібридизації та мінімізацією ризику накладан5
ня сигналів, що вимагає високого рівня технічних навичок
спеціалістів [54]. По5друге, жодні проби (ні комерційні, ні при5
готовані у лабораторії) не дозволяють досягнути гібриди5
заційної ефективності у 100%, що свідчить про ризик отриман5
ня артефактних моносомій через відсутність гібридизації. По5
рушення гібридизації можуть також спостерігати при непра5
вильному приготуванні матеріалу: наприклад, при порушенні
денатурації гібридизаційного сайту. По5третє, аналіз резуль5
татів гібридизації залишається досить суб’єктивним та вимагає
певних навичок. Зокрема, іноді можна спостерігати накладан5
ня сигналів, розташування їх у різних площинах, свічення
сміття, що нагадує сигнали, або розщеплення сигналу на два
домени з ускладненням інтерпретації результатів. У таких ви5
падках проводять додатковий раунд гібридизації із зондами до
локусів тих самих хромосом, але інших районів.

Використання такого підходу дозволяє суттєво підвищи5
ти точність діагностики [53].

За даними PGD Consortium, із 12 620 програм ПГД, про5
ведених із використанням методу FISH, зареєстровано 12
випадків помилкових діагнозів (0,1%), причиною яких мо5
жуть бути як мозаїцизм передімплантаційних ембріонів, так
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ìåòîäîì ÏÃÃ [57]
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і технічні обмеження методу FISH [55]. Тому після прове5
дення ПГД у випадку настання вагітності пацієнтам реко5
мендують проведення інвазивної пренатальної діагностики
для верифікації нормального каріотипу плода. 

Таким чином, проведення ПГД методом FISH з суворим
дотриманням рекомендацій PGD Consortium з контролю
якості [56] дозволяє досліджувати анеуплоїдії окремих хро5
мосом у передімплантаційних ембріонах, однак не дає по5
вного уявлення про їхній каріотип. 

Порівняльна геномна гібридизація

Новою сходинкою розвитку передімплантаційної діагно5
стики стала імплементація у практику наукових доробок що5
до чіп5діагностики, зокрема, порівняльної геномної гібриди5
зації (ПГГ). Метод дозволяє проводити одномоментний
скринінг усього геному на предмет анеуплоїдій, а також нада5
вати кількісну характеристику окремих ділянок хромосом
[57] (мал. 3). Зазначене сприяло розширенню діагностичних
можливостей, підвищенню точності заключень та швидкому
впровадженню методу у клінічну практику ДРТ5клінік. На
сьогодні ПГГ є найуживанішим методом серед великих ПГД5
лабораторій. Окремі дані щодо результативності методу вже
представлені у міжнародній науковій літературі [24, 58–61]. 

Серед переваг методу доцільно виділити такі:
• висока роздільна здатність (від 1 млн п.н.);
• скринінг усіх хромосом на предмет незбалансованих пере5

будов, включаючи мікроделеційні та дуплікаційні аномалії;
• об’єктивізація процесу аналізу результатів.
Серед обмежень доцільно виокремити:
• чутливість до якості вихідного матеріалу;
• неможливість детекції збалансованих хромосомних пе5

ребудов;
• обмежена можливість детекції мозаїцизму та поліплоїдії. 
Процес дослідження є стадійним і включає в себе біопсію

зразка, повногеномну ампліфікацію, мічення, гібридизацію
на мікрочіпах, відмивку та сканування з наступним оброб5
ленням та інтерпретацією результатів. Дослідженням пере5
кривається близько 25% усього геному, що забезпечує точну
діагностику та достатню чутливість для виявлення мікроде5
лейних дуплікаційних аномалій.

Основними критеріями для ідентифікації незбалансованих
хромосомних аномалій є відхилення сегмента від ізолінії про5
файла на величину 3xSD або ±0,3 log25ratio [61]. Хоча фактич5
на величина зміщення сегмента може відрізнятися від теоре5
тичної і задається зміщенням сегмента X5хромосоми при вико5
ристанні перехресних за статтю референтних ДНК5контролів. 

Передімплантаційні генетичні дослідження можна прово5
дити на будь5якому ембріологічному матеріалі (полярних
тільцях, бластомерах чи клітинах трофектодерми). Однак
різний матеріал у цьому випадку матиме певні особливості
інтерпретації результатів. Так, у випадку преембріональних
досліджень передбачається проведення аналізу одночасно пер5
шого та другого полярних тілець через можливість компенсації
аномалій І поділу мейозу аномаліями ІІ поділу (так звані реци5
прокні анеуплоїдії в полярних тільцях). Додатково при аналізі
полярних тілець є можливість за величиною зміщення сегмен5
та диференціювати незбалансовані хроматидні та хромосомні
аномалії. При дослідженні зміщень сегментів на діаграмі ПГГ
бластомерів необхідно пам’ятати, що ембріон на 35ю добу свого
розвитку може бути мозаїчним, однак сам бластомер (як одна
клітина) не є мозаїчним. Таким чином, незначні відхилення сег5
ментів діаграми за окремими хромосомами можуть бути
розцінені як артефакти з причини неефективної повногеномної
ампліфікації чи деградації ДНК самого зразка. Інтерпретація
результатів аналізу клітин трофектодерми є дещо складнішою
процедурою, оскільки зразок біоптату містить 3–15 клітин. То5
му, можуть зустрічатися випадки мозаїцизму, що характеризу5

ватимуться меншим зсувом сегмента діаграми за відповідною
хромосомою (фрагментом хромосоми) від ізолінії при зістав5
ленні з відхиленням сегмента за статевими хромосомами. У ви5
падку чистого профайла існує діагностична можливість фіксу5
вати мозаїцизм 50%. Попри наявність публікацій відносно
можливості детекції низькорівневого мозаїцизму методом чіп5
ПГГ [62], робота з ембріональним матеріалом має низку описа5
них вище особливостей, що призводять до зниження чутли5
вості методу. Метод не є чутливим для мозаїцизму нижче 25%,
а в межах 25–50% – виникають складнощі з диференціюванням
власне мозаїцизму та «хвиль», зумовлених деградацією ДНК
чи порушеннями ампліфікації [63]. 

Поліплоїдія може бути запідозрена лише у ембріонів чо5
ловічої статі при депресії сегмента Х5хромосоми у
порівнянні з контрольним зразком. Однак, оскільки лише
1,8% поліплоїдних ембріонів не несуть інших хромосомних
аномалій [24], 98,2% із них будуть вибраковані шляхом ПГГ
з причини наявності анеуплоїдії. 

SNP8чіпи

Метод є різновидом високороздільного чіп5аналізу, що за5
снований на диференціюванні алельних варіантів
поліморфізмів поодиноких нуклеотидів (SNP) і забезпечує
проведення повногеномного скринінгу на предмет анеуп5
лоїдій, однобатьківських дисомій та мікроделеційних/5
дуплікаційних хромосомних аномалій. Максимально інформа5
тивним метод є за умови наявності зразків ДНК обох батьків,
що слугують внутрішніми контролями (мал. 5). Метод є вкрай
чутливим до якості вихідного матеріалу, забезпечує надзви5
чайно високу деталізацію результатів діагностики. Це може зу5
мовлювати труднощі інтерпретації, зокрема у випадку не5
обхідності диференціювання аномалій, що виникла внаслідок
порушень повногеномної ампліфікації та мікроделеційних/5
дуплікаційних аномалій, особливо при їх виникненні de novo у
регіонах з остаточно невстановленою клінічною значущістю.

Секвенування «нового» покоління

Секвенування «нового» покоління зарекомендувало себе
як найпотужніший метод повногеномного скринінгу. Однак
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через молодість методу та його дороговизну він наразі посту5
пається за поширеністю порівняльній геномній гібридизації. 

Перевагами методу є повногеномний скринінг та мож5
ливість діагностики моногенної патології в ембріонах. Од5
нак, як і іншим методам, йому притаманні певні обмеження,
що пов’язані з:

• обмеженою можливістю детекції збалансованих хромо5
сомних перебудов;

• обмеженою здатністю детекції мікроделецій, поліплоїдії,
мозаїцизму;

• високою чутливістю до якості вихідного матеріалу;
• неоднорідністю ампліфікації фрагментів при викорис5

танні технологій ампліфікації всього геному;
• зниженням щільності покриття через підвищений CG5

контент ДНК та наявність тандемних повторів;
• надто високою деталізацією, яка призводить до немож5

ливості інтерпретації окремих порушень.
Сутність діагностики полягає у проведенні повногеном5

ної ампліфікації зразка, із подальшим секвенуванням та роз5
поділом «рідів» за окремими хромосомами. Оскільки віднос5
на кількість зчитувань є порівняно стабільною для кожної
індивідуальної хромосоми, зсув показника свідчитиме про
анеуплоїдію (мал. 4). 

Секвенування «нового» покоління є високовартісним ме5
тодом дослідження, тож економічно вигідним він є при одно5
часному аналізі ~ 100 ембріонів. Із одного боку, такий великий
діагностичний потік є неможливим у більшості лабораторій,
що зумовлено термінами проведення аналізу та потужностя5
ми ДРТ5клінік, з якими вони співпрацюють, з іншого –
збільшення кількості досліджуваних ембріонів за один запуск
роботи приладу пов’язаний зі зниженням роздільної здатності
аналізу. У таких випадках кількість зчитувань з ембріона ста5
новить близько 150 тис., що є меншим за однократне пере5
криття геному (1,25–5%). Це різко обмежує можливості діаг5
ностики генної патології, мікроделеційних порушень та вста5
новлення збалансованих хромосомних аномалій. Точна діаг5
ностика моногенної патології передбачає принаймні 205крат5
не перекриття досліджуваного регіону. А таке перекриття не є
економічно вигідним. Тож, секвенування «нового» покоління
є потужним і перспективним методом передімплантаційної
діагностики анеуплоїдій, однак у відношенні моногенної пато5
логії даний підхід на сьогодні є недосконалим.

Каріомапінг

Даний вид досліджень є успішною адаптацією секвену5
вання «нового» покоління до проведення саме ПГД. Основою
методу є дослідження великої кількості поліморфізмів пооди5
ноких нуклеотидів (від 300 тис.) в розрізі всього геному на ос5
нові кількісного чіп5аналізу, що дозволяє проводити діагнос5
тику анеуплоїдій, мікроделецій та непряму діагностику успад5
кування мутацій моногенних захвоювань. Відправною точкою
дослідження стає визначення батьківської карти SNP, визна5
чення інформативних маркерів та аналіз генотипу ембріона з
урахуваннях явища рекомбінації хромосом (мал. 7). 

Перевагами методу є універсальність (не вимагає попе5
реднього встановлення інформативності подружньої пари),
висока точність та чутливість, що притаманно усім видам
кількісних чіп5аналізів. Серед недоліків слід виокремити:
високу чутливість до якості вихідного матеріалу, немож5
ливість детекції збалансованих хромосомних аномалій, об5
межену здатність до діагностики низькорівневого мозаїциз5
му та необхідність достеменного підтвердження діагнозу та
його генетичної форми у випадку непрямої діагностики
ембріона на предмет моногенної патології.

Переваги та недоліки кожного з методів наведені в
табл. 4.

На тлі зазначеного вище виглядає доцільним скерування

до проведення передімплантаційного дослідження парам –
носіям хромосомних перебудов методом порівняльної ге5
номної гібридизації, оскільки він дозволяє скринувати одно5
часно весь геном на предмет незбалансованих хромосомних
аберацій. Зазначений факт є надзвичайно важливим, адже
носії хромосомних перебудов заздалегідь мають підвищений
рівень хромосомної нестабільності, що зумовлює зростання
частоти виникнення анеуплоїдій ембріонів за хромосомами,
що не залучені до батьківської хромосомної перебудови. Так,
за даними [59] щодо пацієнтів – носіїв збалансованих струк5
турних хромосомних перебудов, сумарно у 56,2% ембріонів
були встановлені аномалії хромосом, не пов’язані з
батьківською перебудовою, а, за нашими власними даними,
– сумарно 62,2% (мал. 7) [66]. 

ВИСНОВКИ

Передімплантаційна генетична діагностика на сьогодні є
єдиним способом виявлення генетичної патології ембріона, а
відтак, і дієвим методом первинної профілактики народження
дітей із генетично зумовленою патологією. Використання та5
кого підходу дозволяє підвищити результативність циклів

Embrio 5

Embrio 4

Embrio 3

Embrio 2

Embrio 1

STK 11 D195565 D195247

Chr 19p 13.3 (0 – 3,428 kb)

Father Mother Child Emb 1 Emb 2 Emb 3 Emb 4 Emb 5 

D195565

D195247

129/155

218/240

+/- +/-

142/155

218/236

-

129/147

218/236

+/-

142/155

218/236

+ 

129/155

218/240

+ 

155*

218*

155*

218*

+ 

129

240

* Indicates that father and mother share an allele and either or both 

  are present in the embryo

Ìàë. 5. Ïðèêëàä ïåðåä³ìïëàíòàö³éíî¿ ä³àãíîñòèêè 
ç âèêîðèñòàííÿì ìåòîäó êàð³îìàï³íãó [65]

337,6%

29,5%

16,7%

16,2%

Нормальний/збалансований хромосомний набір

Хромосомні аномалії, не пов’язані 

з батьківською перебудовою

Хромосомні аномалії, асоційовані з транс локацією, 

з залученням других хромосом

Хромосомні аномалії, асоційовані 

з батьківською перебудовою

Ìàë. 6. Ðîçïîä³ë åìáð³îí³â â³ä íîñ³¿
â ñòðóêòóðíèõ õðîìîñîìíèõ ïåðåáóäîâ (íàâåäåíî çà [66])
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ДРТ, знизити рівень репродуктивних втрат під час вагітності
та ймовірність народження дитини з порушеннями генетично5
го апарату. Особливості її застосування в окремих країнах
пов’язані зі встановленими рамками конкретного соціального
простору, щодо доцільності якого можуть дискутувати лише
його громадяни. Україна, володіючи технічним обладнанням і
технологіями світового рівня та не будучи поки обмеженою за5
конодавчим регулюванням, має низку переваг щодо подальшо5
го розвитку ПГД. Використавши таку перевагу, вона має усі
шанси стати потужним центром «репродуктивного туризму».

Разом із тим, кожен метод, що використовується з цією
метою, має свої показання. Надання переваги котромусь із
них призводить до поляризації діагностичної технології та
обмеження доступності медичної допомоги подружнім па5
рам, що її потребують, зокрема, носіям моногенної патології,
збалансованих хромосомних перебудов чи при нез’ясованих
причинах безпліддя. 

Ширше впровадження методів ПГД в клінічну практику
сприятиме зменшенню рівня безпліддя та зниженню ризику
народження дітей із генетичними аномаліями.

Таблиця 4
Ïîð³âíÿëüíà õàðàêòåðèñòèêà ìåòîä³â ïåðåä³ìïëàíòàö³éíî¿ ä³àãíîñòèêè

Методи Переваги Технічні обмеження

Методи, засновані 
на явищі

ампліфікації 
(ПЛР-діагностика)

• Детекція унікальних
послідовностей ДНК

• Можливість "випадіння алеля"
• Обмеження діагностики певним регіоном
• Обмеженість детекції анеуплоїдій, поліплоїдій
• Використання технологій ампліфікації всього геному вносить додаткові помилки

FISH-методи 
• Детекція унікальних
послідовностей ДНК

• Обмежена кількість флуорохромів
• Неможливість детекції внутрішньохромосомних дефектів 
в межах одного кольорового бенду чи в немічених ділянках
• Накладання сигналів
• Розщеплення сигналів
• Низька ефективність гібридизації
• Порушення процесу фіксації клітин
• Необхідність використання індивідуальних зондів 
(у носіїв хромосомних перебудов)

Геномна
гібридизація

• Детекція унікальних
послідовностей ДНК
(кількісна)
• Скринінг 
усього геному

• Роздільна здатність від 0,7 млн. пар основ.
• Неможливість детекції збалансованих хромосомних перебудов.
• Обмежена здатність детекції поліплоїдії, мозаїцизму.
• Висока чутливість до якості вихідного матеріалу.
• Неоднорідність ампліфікації фрагментів при використанні технологій
ампліфікації всього геному.
• Зниження величини встановлених відхилень (= достовірності порушень).

SNP-ереї

• Детекція унікальних
послідовностей ДНК
(кількісна)
• Скринінг 
усього геному

• Роздільна здатність від 0,5 тис. пар нуклеотидів
• Обмежена здатність детекції мозаїцизму
• Висока чутливість до якості вихідного матеріалу
• Неоднорідність ампліфікації фрагментів при використанні технологій
ампліфікації всього геному
• Зниження величини встановлених відхилень (= достовірності порушень)
• Надто висока деталізація призводить до неможливості інтерпретації
окремих порушень

Секвенування
"нового"

покоління

• Детекція унікальних
послідовностей ДНК
(кількісна)
• Скринінг 
усього геному
• Можливість
використання 
для діагностики
точкових мутацій

• Обмеження можливості детекції збалансованих хромосомних перебудов
• Обмежена здатність детекції поліплоїдії, мозаїцизму
• Висока чутливість до якості вихідного матеріалу
• Неоднорідність ампліфікації фрагментів при використанні технологій
ампліфікації всього геному
• Зниження щільності покриття через підвищений CG-контент ДНК 
та наявність тандемних повторів
• Надто висока деталізація призводить до неможливості інтерпретації
окремих порушень

Каріомапінг

• Детекція унікальних
послідовностей ДНК
(кількісна)
• Скринінг 
усього геному
Непряма діагностика
моногенної патології

• Обмеження можливості детекції збалансованих хромосомних перебудов
• Обмежена здатність детекції поліплоїдії, мозаїцизму
• Висока чутливість до якості вихідного матеріалу
• Неоднорідність ампліфікації фрагментів при використанні технологій
ампліфікації всього геному
• Необхідність достеменного підтвердження діагнозу та його генетичної форми

Обзор современных методов предимплантационных
генетических исследований эмбрионов
Д.А. Микитенко, Л.Я. Пилип

В статье рассмотрены основные положения предимплантацион5
ных генетических исследований эмбрионов. Уделено внимание
различным объектам и методам исследований.
Ключевые слова: предимплантационные генетические исследова�
ния, ПЦР, FISH, сравнительная геномная гибридизация, секвениро�
вание, кариомаппинг. 

Modern methods of preimplantation genetic testing
of embryos: a review
D.O. Mykytenko, L.Ya. Pylyp

Fundamental bases of the preimplantation genetic testing of embryos
were described. Special attention was paid to the various objects and
methods of investigation.

Key words: preimplantation genetic testing, PCR, FISH, comparative
genomic hybridization, sequencing, karyomapping.
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