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Преимплантационная генетическая диагно�
стика (ПГД) является современным и наиболее
перспективным методом репродуктивной меди�
цины, обеспечивающим эффективное решение
проблем бесплодия и невынашивания беремен�
ности, обусловленных наследственной патологи�
ей. Концептуально проведение ПГД, выполняе�
мой в одном из своих вариантов на одном–двух
бластомерах развивающегося зародыша, базиру�
ется на представлении о единстве генотипа обсле�
дуемых и остающихся в составе бластоцисты кле�
ток. Однако в случае диагностики анеуплоидий
такое соответствие вполне может быть нарушено
явлением хромосомного мозаицизма, частота ко�
торого заметно возрастает на первых делениях
дробления.

Прогресс в области преимплантационного ге�
нетического скрининга анеуплоидий прошел
путь от интерфазного FISH�анализа отдельных
бластомеров с ДНК�зондами на хромосомы 13,
18, 21, X и Y, дисбаланс по числу копий которых
приводит к рождению детей с хромосомными за�
болеваниями, до анализа всего кариотипа на

предмет числовых или несбалансированных
структурных аномалий хромосом с помощью
сравнительной геномной гибридизации (CGH)
или, в последнее время, ДНК�микрочипов (array�
CGH). Но так или иначе, ни один из этих методов
при анализе одного–двух бластомеров или даже
при биопсии участка трофэктодермы на более
поздних этапах развития зародыша не гарантиру�
ет наличия нормального хромосомного набора во
всех клетках бластоцисты, выбираемой для пере�
носа и имплантации, вследствие возможного хро�
мосомного мозаицизма. 

В 2013 г. появилось первое сообщение о нали�
чии фрагментов ДНК в полостной жидкости бла�
стоцеля, обычно аспирируемой при процедурах
витрификации [1]. Количество и качество такой
ДНК оказались пригодными для молекулярно�
генетических и молекулярно�цитогенетических
исследований. В частности, был проведен анализ
образцов внеклеточной ДНК из полости пяти
бластоцист с помощью array�CGH, который ока�
зался удачным в двух случаях. В первом случае
была диагностирована трисомия по хромосоме 22
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(47,XY,+22), тогда как во втором были выявлены
множественные анеуплоидии: моносомии по хро�
мосомам 1 и 10 и трисомии по хромосомам 11 и 16. 

Полученные результаты свидетельствуют о по�
тенциальной возможности разработки метода не�
инвазивной ПГД с использованием нового источ�
ника биологического материала – жидкости из
полости бластоцеля, традиционно удаляемой в
ходе криоконсервации эмбрионов. Преимуще�
ство неинвазивной диагностики, т.е. процедуры,
проводимой без биопсии собственно бластоме�
ров, может быть особенно заметно в тех случаях,
когда качество бластоцист оказывается невысо�
ким для биопсии, что ведет к переносу эмбрионов
без сопутствующего молекулярно�генетического
или цитогенетического тестирования. Однако ис�
пользование внеклеточной ДНК, на наш взгляд,
открывает и принципиально новые перспективы
в преимплантационной диагностике хромосом�
ного мозаицизма. Действительно, наиболее веро�
ятным источником ДНК в жидкости бластоцеля
может быть апоптоз клеток бластоцисты. В таком
случае при анализе внеклеточной ДНК появляет�
ся возможность получить интегральную оценку
кариотипа всех тех клеток, которые вступили на
путь апоптоза. Вместе с тем пока остается неяс�
ным, в какой степени апоптоз затрагивает клетки
бластоцисты, а также происходит или нет предпо�
чтительная элиминация клеток с хромосомными
нарушениями. Кроме того, пока отсутствует ин�
формация о том, имеются ли различия в уровне
апоптоза в трофэктодерме и внутренней клеточ�
ной массе. Во всяком случае центральным стано�
вится вопрос, насколько полно молекулярный
состав внеклеточной ДНК в полости бластоцеля
отражает кариотип клеток самой бластоцисты. До
настоящего времени в литературе, учитывая пер�
вое и единственное пока сообщение итальянских
специалистов [1], а также появившиеся недавно
данные об использовании внеклеточной ДНК для
преимплантационной генетической диагностики
пола с помощью ПЦР у эмбрионов лошадей [2, 3],
нами не обнаружено сведений, подтверждающих
соответствие молекулярного кариотипа внекле�
точной ДНК и клеток самой бластоцисты. В дан�
ной работе мы сообщаем о наличии такого соот�
ветствия.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В анализ были включены две бластоцисты, а
также их полостные жидкости. Бластоциста № 1
по морфологии относилась к категории 3АА (экс�
пандированная бластоциста с нормальной внут�
ренней клеточной массой и трофэктодермой), а
бластоциста № 2 – к категории 3СС (экспандиро�
ванная бластоциста со значительно отклоняющи�
мися от нормы внутренней клеточной массой и
трофэктодермой). Бластоцисты были получены в

лечебных циклах ЭКО�ИКСИ. Эмбрионы куль�
тивировали до 5�го дня на средах фирмы “Vit�
rolife” (Швеция) в условиях 6%�ного CO2, соглас�
но стандартным протоколам лаборатории ЭКО.
Забор клеток и внутриполостной жидкости был
проведен на стадии бластоцисты на пятый день
эмбрионального развития. Для анализа была ис�
пользована целая бластоциста без разделения на
трофэктодерму и внутреннюю клеточную массу.
От каждой супружеской пары получено письмен�
ное информированное согласие на использова�
ние оставшихся после переноса в полость матки
эмбрионов для научно�исследовательских целей.

Полученные материалы (жидкость из полости
бластоцеля и сама бластоциста) были изолиро�
ванно помещены в заранее приготовленные мик�
ропробирки с 1.5 мкл стерильного раствора PBS
(Qiagen, США) и хранились до проведения иссле�
дования при –20°C. В качестве контрольного об�
разца для сравнительной геномной гибридизации
использовалось 10 нг референсной ДНК мужско�
го пола (каталожный номер 5190�3796, Agilent
Technologies, США).

Перед постановкой реакции полногеномной
амплификации ДНК объем всех образцов был до�
веден до 4 мкл посредством добавления стериль�
ного раствора PBS (Qiagen, США). Лизирование
клеток бластоцисты и полногеномную амплифи�
кацию опытных и контрольных образцов ДНК
проводили с использованием коммерческого на�
бора REPLI�g Mini Kit (каталожный номер
150023, Qiagen, США) с модификациями. Лизи�
рование клеток и денатурацию ДНК перед полно�
геномной амплификацией проводили с помощью
3 мкл щелочного раствора (буфер D2, Qiagen,
США) при 65°C в течение 10 мин. После денату�
рации добавляли 3 мкл нейтрализующего раство�
ра (Stop Solution, Qiagen, США) и держали образ�
цы на льду до следующего этапа. Далее готовили
раствор для полногеномной амплификации
ДНК, который содержал 9 мкл H2O, 29 мкл реак�
ционного буфера (REPLI�g Reaction Buffer,
Qiagen) и 2 мкл ДНК�полимеразы (REPLI�g DNA
Polymerase, Qiagen, США) (на один образец). К
10 мкл денатурированной ДНК добавляли 40 мкл
приготовленного раствора и инкубировали при
30°C в течение 8 ч. По завершении инкубации
инактивировали фермент при 65°C в течение 3 мин.
Контроль полногеномной амплификации ДНК
проводили с помощью биоанализатора Tape Sta�
tion (Agilent Technologies, США) (рис. 1).

Для флуоресцентного мечения использовали
по 500 нг тестовой и референсной ДНК. Мечение
обеих геномных ДНК�библиотек (анализируемой
и контрольной) проводили с использованием на�
бора SureTag Complete DNA Labeling Kit, в соот�
ветствии с протоколом производителя (каталож�
ный номер 5190�4240, Agilent Technologies, США).
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Анализируемые ДНК метили флуорохромом Cy�
5, а контрольные – флуорохромом Cy�3. После
мечения образцы очищали с помощью колонок
Amicon 30kDa (Thermo Scientific, США). Провер�
ку качества мечения осуществляли с помощью
спектрофотометра Nanodrop ND�1000 (Thermo
Scientific, США), согласно протоколу SureTag
Complete DNA Labeling Kit (табл. 1).

Гибридизацию ДНК�библиотек на метафаз�
ных препаратах, полученных из лимфоцитов пе�
риферической крови здорового индивида муж�
ского пола, проводили с супрессией 50�кратным
избытком C0t�1 ДНК (каталожный номер 5190�
3393, Agilent Technologies, США) в течение 72 ч
при 37°C в гибридизационной камере Thermo�
Brite (Abbott Molecular, США). Препараты метафаз�
ных хромосом окрашивали раствором DAPI и про�
водили детекцию гибридизационных сигналов на
люминесцентном микроскопе Axio Imager.Z2 (Сarl
Zeiss, Германия) с набором соответствующих свето�

фильтров. Для компьютерной обработки результа�
тов CGH применялся программный продукт Isis –
CGH Software (Metasystems, Германия).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

При проведении процедуры полногеномной
амплификации были получены продукты ампли�
фикации ДНК обеих бластоцист и ДНК из жид�
кости только бластоцисты № 1. В образце жидко�
сти из полости бластоцисты № 2 амплификация
ДНК не прошла. Молекулярные кариотипы ис�
следованных образцов, установленные с помо�
щью CGH, приведены в табл. 2.

Кариотипы клеток бластоцисты № 1 и молеку�
лярный состав фрагментов ДНК из ее полостной
жидкости полностью совпали – в обоих случаях бы�
ла обнаружена моносомия хромосомы 19 (рис. 2).
Данный результат указывает на соответствие мо�
лекулярных кариотипов клеток бластоцисты и
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Рис. 1. Электрофореграмма ДНК после полногеномной амплификации. 

Таблица 1. Концентрация ДНК и флуоресцентных красителей в опытных и контрольных образцах после полно�
геномной амплификации

Образец
Концентрация 

красителя
Cy�3, пмоль/мкл

Концентрация 
красителя

Cy�5, пмоль/мкл

Концентрация 
ДНК, нг/мкл

Специфическая 
активность

Бластоциста № 1 – 19.1 359.58 53.2

Жидкость из полости бластоцисты № 1 – 22.79 414.01 55.0

Бластоциста № 2 – 16.22 348.68 46.6

Контроль № 1 23.41 – 413.25 56.6

Контроль № 2 25.35 – 430.96 58.9

Контроль № 3 22.02 – 333.62 66.1
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внеклеточной ДНК из ее полости. Вместе с тем
неожиданным само по себе является обнаруже�
ние моносомии по хромосоме 19 в нормально
развивавшейся бластоцисте, принадлежавшей к
категории 3AA по морфологическим критериям.
Хромосома 19 в кариотипе человека является хро�
мосомой с максимальной плотностью генов и
возможно поэтому дисбаланс по числу ее копий
приводит к ранней остановке развития еще в пре�
имплантационном периоде. Действительно, три�
сомии и тем более моносомии по хромосоме 19 –
редкое событие при потерях беременности в пер�
вом триместре. В литературе имеются лишь еди�

ничные сообщения о таких анеуплоидиях у спон�
танных абортусов [4].

Объяснить наличие моносомии 19 в клетках
морфологически нормальной бластоцисты мож�
но, на наш взгляд, с двух позиций. С одной сторо�
ны, эффекты не всех хромосомных мутаций на�
чинают реализовываться на самых начальных
этапах развития и, более того, не исключена вари�
абельность в сроках и формах фенотипического
проявления даже одного и того же хромосомного
дисбаланса. В таком случае эффекты геномной
мутации могли бы проявиться в период имплан�
тации или сразу после нее, приводя к невозмож�
ности наступления беременности. Необходимо
отметить, что подобная ситуация не редкость при
проведении ПГД. Действительно, ранее нами бы�
ло показано, что 32.5% бластоцист с различными
типами анеуплоидий имели нормальную морфо�
логию [5]. С другой стороны, нельзя исключить
присутствия хромосомного мозаицизма, а имен�
но наличия в составе бластоцисты кроме клеток с
моносомией по хромосоме 19 и клеток с нормаль�
ным кариотипом. Наличие последних могло бы
поддерживать развитие эмбриона с хромосомной
мутацией, формируя морфологически нормаль�

Таблица 2. Кариотипы, полученные с помощью
CGH�анализа

Образец Кариотип

Бластоциста № 1 ish cgh dim(19)

Жидкость из полости 
бластоцисты № 1

ish cgh dim(19)

Бластоциста № 2 ish cgh
dim(16), dim(17), dim(19), dim(20)

а б

в г

2 (23)1 (26) 3 (24)

6 (26) 7 (22) 8 (24) 9 (18)

13 (22) 14 (26) 15 (21)

19 (28) 20 (25) 20 (24)

5 (17)4 (23)

10 (23) 11 (26) 12 (24)

16 (21) 17 (22) 18 (25)

X (11)22 (27) Y (14)

2 (36)1 (35) 3 (38)

6 (34) 7 (39) 8 (33) 9 (38)

13 (37) 14 (39) 15 (31)

19 (37) 20 (38) 21 (44)

5 (40)4 (38)

10 (40) 11 (39) 12 (38)

16 (37) 17 (38) 18 (35)

X (21)22 (36) Y (21)

19 (28) 19 (37)

Рис. 2. Идиограммы хромосом и профили CGH�анализа: а – бластоцисты № 1; б – внутриполостной жидкости бла�
стоцисты № 1; хромосомы 19 с моносомией в бластоцисте № 1 (в) и во внутриполостной жидкости бластоцисты № 1 (г).
В скобках указано число проанализированных хромосом.
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ную бластоцисту на пятый день развития. Ис�
пользуемый нами метод сравнительной геномной
гибридизации не позволяет детектировать хромо�
сомный мозаицизм, однако может зафиксировать
присутствие клона клеток с хромосомными ано�
малиями (с частотой 30–40%, по разным оцен�
кам) на фоне основной массы клеток с нормаль�
ным кариотипом. 

Отрицательные результаты полногеномной
амплификации ДНК из полостной жидкости бла�
стоцисты № 2, скорее всего, можно объяснить от�
сутствием в ней ДНК. В работе Palini с соавт. [1]
также отмечались случаи отсутствия амплифика�

та в образцах жидкости бластоцисты – из 81 ана�
лизированного образца результаты получены
только для 54 (66.6%). Поскольку внеклеточная
ДНК в полости бластоцисты является, как пред�
полагают, результатом выхода фрагментирован�
ной ДНК после апоптоза клеток, в бластоцистах с
отсутствием внеклеточной ДНК возможно нару�
шены процессы апоптоза. Не исключено также,
что в таких случаях клетки не вступают активно в
апоптоз вследствие их нормального кариотипа. В
настоящем исследовании амплификация ДНК не
прошла именно в образце из жидкости бластоци�
сты с множественными моносомиями (рис. 3).

а

б

2 (26)1 (27) 3 (23)

6 (29) 7 (26) 8 (25) 9 (22)

13 (25) 14 (30) 15 (24)

19 (25) 20 (18) 21 (25)

5 (21)4 (25)

10 (23) 11 (23) 12 (26)

16 (29) 17 (29) 18 (25)

X (17)22 (21) Y (15)

16 (29) 19 (25)17 (29) 22 (21)

Рис. 3. Идиограммы хромосом и профили CGH�анализа: а – бластоцисты № 2; б – хромосом 16, 17, 19 и 22 с моносо�
мией в бластоцисте № 2. В скобках указано число проанализированных хромосом.
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СКРЯБИН и др.

Возможно, что в данном случае имело место на�
рушение механизма апоптоза как следствие хро�
мосомных анеуплоидий. Косвенным подтвер�
ждением этого предположения является морфо�
логическая оценка качества бластоцисты – 3СС
(экспандированная бластоциста со значительно
отклоняющимися от нормы внутренней клеточ�
ной массой и трофэктодермой). Наличие в бла�
стоцисте неэлиминированных клеток с различ�
ными (или множественными) хромосомными
анеуплоидиями, вероятно, и привело к формиро�
ванию морфологических нарушений. Здесь, од�
нако, следует отметить, что результаты CGH не
позволяют сделать однозначного заключения о
том, присутствовали ли моносомии по хромосо�
мам 16, 17, 19 и 20 в каждом бластомере или в со�
ставе бластоцисты были клетки с различными
комбинациями данных анеуплоидий. Такое же
ограничение относится и к результатам array�
CGH анализа, опубликованным группой Palini
[1]. Действительно, представленная ими запись
кариотипа 46,XY,�1,�10,+11,+16 является только
лишь интерпретацией полученного результата
микрочипового исследования внеклеточной
ДНК, но не позволяет судить о наличии такого
хромосомного дисбаланса в каждой клетке бла�
стоцисты, ДНК из которой попала в полость бла�
стоцеля.

Очевидно, что для оценки перспектив неинва�
зивной преимплантационной генетической диа�
гностики, по крайней мере хромосомных болез�
ней, необходимы дальнейшие исследования, на�
правленные, прежде всего, на поиск ответа на
ключевой вопрос – в какой степени внеклеточная
ДНК в полости бластоцеля отражает кариотип
клеток развивающегося зародыша. Предстоит
выяснить, имеются ли различия в представленно�
сти фрагментов ДНК из клеток трофэктодермы и
внутренней клеточной массы в составе внекле�
точной ДНК в полости бластоцеля. Подвергаются
или нет апоптозу преимущественно клетки с хро�
мосомными нарушениями? Если подвергаются,
то не будет ли выявление хромосомных анеупло�
идий при анализе внеклеточной ДНК указывать
на то, что кариотип большинства клеток, остав�
шихся в составе бластоцисты, является нормаль�
ным? И, наоборот, в какой степени “нормальный
хромосомный набор” внеклеточной ДНК отра�
жает нормальный кариотип клеток бластоцисты,
особенно в случае мозаицизма низкого уровня?
Какое влияние может оказывать само хромосом�
ное нарушение (вовлеченная хромосома, тип ане�
уплоидии – трисомия, моносомия, нуллисомия
или тетрасомия) на характер распределения му�
тантных клеток в трофэктодерме и внутренней
клеточной массе, а также на представленность

фрагментов ДНК в полости бластоцеля? В связи с
открытием внеклеточной ДНК в полости бласто�
целя данные вопросы, безусловно, стали фунда�
ментальными для изучения цитогенетических
механизмов регуляции раннего индивидуального
развития человека, но и с практической точки
зрения их решение является ключевым для оче�
редного витка прогресса в репродуктивной меди�
цине и в преимплантационной генетической диа�
гностике.

P.S. В процессе подготовки настоящей статьи
была опубликована аналогичная работа, выпол�
ненная группой итальянских авторов под руко�
водством Gianaroli [6]. При успешном анализе 39
(из 51) образцов ДНК из полости бластоцеля в 38
случаях (97.4%) было также подтверждено соот�
ветствие молекулярных кариотипов, установлен�
ных при микрочиповом исследовании внеклеточ�
ной ДНК и клеток трофэктодермы (изолирован�
ный анализ внутренней клеточной массы при
этом не проводился). Представленные данные
поддерживают перспективность новой неинва�
зивной технологии, получившей название бла�
стоцентез, в преимплантационной генетической
диагностике хромосомных болезней.

Исследование поддержано грантом РФФИ
№ 15�04�08265. 
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The discovery of DNA fragments in the blastocoele fluid is promising for the development of new noninvasive
methods for the preimplantation genetic diagnosis of chromosomal diseases. However, to date there are no
data confirming the concordance between the molecular karyotype of cell�free DNA from blastocoele fluid
and the blastocyst cells per se. This paper reports on this concordance according to the results of molecular�
cytogenetic analysis of the chromosomal set with the use of comparative genomic hybridization.
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