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ПРИМЕНЕНИЕ РЕАКЦИИ СПЕЦИФИЧЕСКОЙ АМПЛИФИКАЦИИ 
В ПРЕНАТАЛЪНОЙ ДИАГНОСТИКЕ ПОЛА ПЛОДА 
И ГЕНОТИПИРОВАНИИ ИНДИВИДУАЛЬНЫХ КЛЕТОК 

Работа суммирует результаты анализа пола плода с помощью полимеразной цепной 
реакции синтеза ДНК (ПЦР) и наборов Y-специфичных олигопраймеров в клетках би-
оптата хориона, амниоцитах, в материале цит о генетических препаратов и образцах пе-
риферической крови матери. В специальных сериях опытов методом ПЦР определено 
наличие Y-специфичных последовательностей в клетках крови индивидуумов с наруше-
ниями половой дифференцировки, а также в отдельных сперматозоидах человека. Об-
суждаются перспективы использования неинвазивных методов для определения пола 
внутриутробного плода при помощи ПЦР и олигопраймеров, специфичных для X u Y 
хромосом. 

Введение. Полимеразная цепная реакция синтеза Д Н К — реакция спе-
цифической амплификации (PCA) — благодаря своей простоте и ис-
ключительно высокой чувствительности широко применяется в меди-
цинской генетике, в том числе в пренатальной диагностике наследствен-
ных болезней [1, 2]. Учитывая большую распространенность Х-сцеп-
ленных наследственных заболеваний, а также сравнительно высокую 
частоту числовых и структурных перестроек половых хромосом, проб-
лема точной диагностики генетического пола на разных стадиях онто-
генеза человека сохраняет свою актуальность. Между тем, диагностика 
пола по интерфазным ядрам амниоцитов или клеток хориона не всегда 
надежна, а метафазные пластинки в биоптате хориона и культурах ам-
ниоцитов нередко отсутствуют. 

Принципиально новые возможности в этом направлении открывают 
X- и Y-хромосомоспецифичные зонды и П Ц Р . Разработаны удобные 
системы олигопраймеров, с помощью которых в П Ц Р можно осущест-
вить направленную амплификацию различных участков Y-хромосомы, 

:€) т . к . КАЩЕЕВА, Т. в. КУЗНЕЦОВА, Ю. К. РАМША, В. М. ЛЕБЕДЕВ, 
Т. Э. ИВАЩЕНКО, В. С. БАРАНОВ, 1991 
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несущих уникальную для этой хромосомы ДНК-последовательность [3, 
4]. Имеются данные, что в крови беременных женщин циркулируют 
клетки плода [5], которые могут быть использованы для кариотипиро-
вания [6] и диагностики пола [7]. Естественно, что применение неин-
вазивных методов открывает широкие перспективы для пренатальной 
диагностики наследственных заболеваний. 

В задачу данной работы входило определение пола плода молекуляр-
ными методами при помощи Y-специфичных олигопраймеров на мате-
риале хорионбиоптата и амниоцитов, в образцах периферической кро-
ви беременных женщин, а также наличия Y-специфичных последова-
тельностей у больных с нарушениями половой дифференцировки и в 
индивидуальных сперматозоидах нормальных особей. 

Материалы и методы. Работа выполнена на образцах ДНК, полу-
ченных стандартным методом из лимфоцитов периферической крови 
женщин 8—40 недель беременности [8]. 

Д Н К из биоптатов хориона и амниоцитов выделяли с использовани-
ем протеиназы К [8]. 

Для проведения PCA на материале цитологических препаратов в 
стерильных условиях под контролем микроскопа тонкой иглой снимали 
со стекла клетки и ядра, которые помещали в реакционную смесь, об-
работанную EcoRI (см. ниже). 

Хромосомные препараты готовили из ФГА-стимулированных лим-
фоцитов крови, прямым методом из клеток биоптата хориона [9] и из 
амниоцитов. Хромосомы окрашивали флюорохромом Хехст 33258 или 
по Гимза и анализировали под микроскопом. 

В специальной серии опытов при помощи пастеровской пипетки 
под контролем фазово-контрастного микроскопа (Х160) из разбавлен-
ной суспензии отбирали единичные сперматозоиды, промывали в сте-
рильной деионизованной воде, после чего сперматозоид лизировали и 
без обработки протеиназой К помещали в реакционную смесь. 

Реакционную амплификацию (ПЦР синтеза ДНК) проводили на 
автоматическом термоциклере PHC-I («Techne», Англия) с помощью 
термостабильной ДНК-полимеразы Thermus thermophilics. Для выявле-
ния Y-специфичных последовательностей использовали два набора 
праймеров Yl.1 и Yl.2 [3], Yl и Y2 [4]. Yl.1 и Y1.2 соответствуют по-
следовательности ДНК, гомологичной фрагменту Д Н К длинного плеча 
Y-хромосомы; Yl и Y2 — фрагменту ДНК, локализованному в около-
центромерной области Y-хромосомы. Для увеличения специфичности и 
чувсівительности PCA помимо пары основных олигопраймеров Y1.1 и 
Y 1.2 использовали также и пару внутренних (nested) праймеров [7]. 
Все праймеры синтезированы НПК «Энзим» (Вильнюс). PCA прохо-
дила в следующем режиме: денатурация 94—98°С (30 с); отжиг — 
54 °С (30 с); и синтез — 72 °С (30 с). В случае использования внутрен-
них праймеров после 35 циклов амплификации с основными праймера-
ми отбирали аликвоту 1 мкл и проводили дополнительно 26 циклов с 
добавлением свежих реагентов. 

При определении пола плода по клеткам периферической крови 
матери с целью устранения возможных артефактов, связанных с за-
грязнением, реакционную смесь обрабатывали EcoRI и затем инакти-
вировали нагреванием до 94 °С в течение 10 мин непосредственно пе-
ред внесением образцов тестируемой ДНК. 

Результаты и обсуждение. Комбинированное молекулярно-цитоге-
нетическое исследование плода проведено у 14 беременных женщин с 
высоким риском рождения детей с гемофилией А или миодистрофией 
Дюшенна. Образцы Д Н К плода и хромосомные препараты готовили из 
биоптата хориона 9—11 недель беременности) либо из амниоцитов 
(17—18 недель) (рисунок, 5—10). Молекулярными методами в 11 слу-
чаях установлено наличие плода мужского пола и в трех — женского. 
Интересно отметить, что в трех случаях из-за нехватки материала хо-
риона для реакции амплификации использовали соскоб с цитологиче-
ских препаратов. Результаты PCA материала соскоба полностью со-
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ответствовали данным хромосомного анализа, что позволило нам с его 
помощью не только определить пол плода, но при необходимости диаг-
ностировать муковисцидоз, миодистрофию Дюшенна и гемофилию А. 

Метод амплификации соскоба цитологических препаратов был 
применен и для анализа присутствия материала Y-хромосомы у паци-
ентов с нарушениями половой дифференцировки : (табл. 1). Исследо-
вания проведены на семи индивидуумах, два фенотипа мужских и 
пять — женских. В трех случаях наблюдалось явное несоответствие фе-
нотипа генотипу (случаи 1, 2 и 7), в трех — хромосомный мозаицизм, 

Определение наличия Y-хромосомы при помощи специфических олигопраймеров и 
П Ц Р синтеза Д Н К : 1 — синдром тестикулярной феминизации (кариотип XY, прайме-
YlЛ и Yl.2; амплификат 170 п. о.) ; 2 — фенотипически нормальный мужчина (карио-
тип XY, праймеры Y L l и Yl.2; амплификат 150 п. о.); 3, 4 — фенотипически нормаль-
ные женщины (отсутствие специфической амплификации) ; 5 — п р е н а т а л ь н а я диагнос-
тика гемофилии А (плод мужского пола; кариотип XY, 18-я неделя беременности, ам-
ниоциты, праймеры Yl, Y2 и Yl.1, Yl .2 ) ; 6—9 — пренатальная диагностика гемофилии 
А (плоды женского пола, хорионбиопсия, 9—11-я неделя беременности); 10 — плод 
мужского пола с гемофилией А (пренатальная диагностика; 18-я неделя беременности, 
плацентоцентез, праймеры Yl.1 и Yl.2) 

причем у двух фенотипически нормальных женщин присутствовал 
клон клеток с хромосомным фрагментом. Методом П Ц Р с использова-
нием олигопраймеров, соответствующих гетерохроматиновому району 
Y-хромосомы, установлено наличие материала Y-хромосомы у индиви-
дуума с синдромом тестикулярной феминизации (№ 1) (рисунок, 1)у 
а также у особи-мозаика (?) (№ 5), у которой фрагмент неясной этио-
логии, как показывают эти данные, представляет собой участок длин-
ного плеча Y-хромосомы. Во всех остальных случаях фрагмент Y-хро-
мосомы, соответствующий участку амплификации, не обнаружен. Точ-
ная молекулярная диагностика этих случаев нарушения половой диф-
ференцировки требует использования олигопраймеров, специфичных 
для других последовательностей Y-хромосомы, и применения Υ-хромо-
сомоспецифичных зондов. Таким образом, современные молекулярные 
подходы открывают широкие возможности для точной диагностики ге-
нетического пола и изучения проблем половой дифференцировки. 

Особый интерес для пренатальной диагностики представляет раз-
работка метода неинвазивного определения пола плода. Реальными 
предпосылками для проведения таких исследований явились данные о 
наличии клеток плода в периферической крови матери [5] и высокая 
специфичность П Ц Р [4]. В 1988 году появилось сообщение о возмож-
ности кариотипирования плода по клеткам в крови матери [6], а в 
1989 году сразу в нескольких лабораториях предпринята попытка неин-
вазивного определения пола внутриутробного плода при помощи PCA 
и Y-специфичных олигопраймеров [7]. Мы обследовали 50 женщин на 
различных сроках беременности (8—40 недель), в том числе 21 — бе-
ременную девочкой и 29 — беременных мальчиками (табл. 2). Осуще-
ствлены три варианта амплификации: два с олигопраймерами для вы-
явления центромерной области и специфичных для длинного плеча 
Y-хромосомы отдельно, а также один — с использованием основных и 
внутренних праймеров. При беременности мальчиками в 24 из 29 
случаев пол был определен у плода правильно, что составляет 83,5 %. 
К сожалению, при беременности девочками почти в половине случаев 
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Т а б л и ц а 1 
Обследование пациентов с нарушениями 
половой дифференцировки 
Molecular analysis of patients with abnormal 
sex differentiation 

Ко 
сл учая Фенотип Кариотип 

Наличие 
Y-после-

дователь-
ности 

1 Ж е н с к и й 46XY + 
2 М у ж с к о й 46ХХ 
3 Ж е н с к и й 45XO/45Xf — 

4 » 46XX/46XY (?) — 

5 » 46ХХ — 

6 » 45ХО/45ХЇ + 
7 М у ж с к о й 46 X X 

Т а б л и ц а 2' 
Результаты определения пола плода 
по периферической крови беременных 
женщин методом ПЦР синтеза ДНК 
Prenatal sex determination by DNA 
amplification from maternal periferial 
blood 

меров и PCA. Важно также выяс-
нить, начиная с какого срока бере-
менности такая диагностика может 
быть применена. Тем не менее уже 
сейчас результаты определения пола 

Праймеры, Пол плода 
специфичные 
для Y-пос- Женский Мужской 
ледователь-

ности 
(длина, п.о.) Всего 

Пол 
устано-

влен 
Всего 

Пол 
устано-

влен 

Y l . l , Y1.2 
(149) 12 7 15 13 

Y U t Y 1 . 2 + 
+ Y 1 . 3 , Y1.4 

(102) 2 1 2' 1 

Y l , Y2 
(170) 7 4 12 10' 

при беременности мальчиком 
представляются вполне обнадеживающими и свидетельствуют о прин-
ципиальной возможности выявления даже единичных клеток плода в 
образцах крови матери методом ПЦРсД. 

В реальности такого подхода убеждают и результаты типирования 
индивидуальных спермиев человека для обнаружения У-специфичного 
материала. Такие эксперименты проведены на восьми спермиях, в пяти 
из них методом П Ц Р обнаружено наличие Υ-специфичной последова-
тельности, т. е. они несут Υ-хромосому, а в трех — Υ-хромосома не оп-
ределена. Учитывая быстро возрастающую роль оплодотворения in vitro 
с последующей трансплантацией зародыша человека в плане лечения 
многих форм бесплодия, особое значение приобретает пренатальная 
диагностика на доимплантационных стадиях развития. Пол плода и 
многие наследственные заболевания реально могут быть определены 
молекулярными методами уже на индивидуальных бластомерах [10]. 

Перспективным для этой цели является также генотипирование 
полярных телец. Естественно, что типирование отдельных сперматозо-
идов важно не только для демонстрации уникальных возможностей 
молекулярных методов, но имеет существенное значение для составле-
ния генетических карт человека [10] и решения проблемы презиготиче-
ской селекции гамет в медицинской генетике, а также в исследованиях 
по генной дактилоскопии. 

Р е з ю м е 

Р о б о т а п ідсумовує р е з у л ь т а т и анал і зу стат і плоду за допомогою пол імеразно ї ланцю-
гово ї реакці ї синтезу Д Н К ( П Л Р ) та набор ів Y-специфічних ол ігопраймерів у кліти-
нах б іоптату хоріону, амніоцитах , у матер іал і цитогенетичних препарат ів та з р а з к а х 
периферично ї крові матері . У спеціальних серіях досл ід ів методом П Л Р визначали на-
явність Y-специфічних послідовностей у кл ітинах крові індивідуумів з р о з л а г о д ж е н о ю 
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с т а т е в о ю диференційністю, а т а к о ж у окремих с п е р м а т о з о ї д а х людини. О б г о в о р ю ю т ь с я 
перспективи в и к о р и с т а н н я не інвазивних методів д л я визначення статі внутр ішньоутроб-
ного п л о д у за д о п о м о г о ю П Л Р і ол ігопраймерів , специфічних д л я X- та Y-хромосом. 

S u m m a r y 

The r e s u l t s of f e t u s s e x i n g by p o l y m e r a s e cha in reac t ion ( P C R ) w i t h d i f f e r e n t Y chro-
m o s o m e specif ic o l i g o p r i m e r s in chor ion ic vil l i s amp le s , a m n i o c y t e s , in c h r o m o s o m e pre-
p a r a t i o n s l ide s c r a t c h e s a s wel l a s in m a t e r n a l b lood s a m p l e s a re s u m m e r i s e d . De tec t ion 
of Y c h r o m o s o m e specif ic s equences in i nd iv i dua l h u m a n s p e r m s a s we l l a s in p e r s o n s 
wi th p h e n o t y p i c a n d g e n o t y p i c d e r i v a t i o n s in sex d i f f e r e n t i a t i o n a r e ca r r i ed ou t . P e r s p e -
ct ive fo r n o n i n v a s i v e i n t r a u t e r i n e f e t u s s e x i n g by m e a n s of P C R w i t h X a n d Y c h r o m o -
s o m e specif ic o l i g o p r i m e r s a re d i s cus sed . 
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СРАВНИТЕЛЬНЫЙ АНАЛИЗ ЧАСТОТЫ ДЕЛЕЦИИ F 508 
У БОЛЬНЫХ МУКОВИСЦИДОЗОМ * 

При помощи реакции специфической амплификации изучена частота делеции F508 у 
114 больных муковисцидозом (MB) северо-западной части СССР, 31 — с Украины, 
14 — из Молдавии и 8 — из Литвы. Установлено, что среди больных смешанной фор-
мой MB делеция F508 встречается у 65 % пациентов северо-западного региона и у 

* Р а б о т а частично финансируется Всемирной О р г а н и з а ц и е й З д р а в о о х р а н е н и я 
( Г р а н т G 3 / 1 8 1 / 1 3 9 ) . 
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