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Імуноãенетичні та цитоãенетичні дослідження клітин ворсин хоріона ранніх викиднів людини
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Мета. Провести імуноãенетичні та цитоãенетичні дослідження клітин ворсин хоріо-
на ранніх викиднів людини. Методи. Імуноãенетичні дослідження проводили за до-
помоãою молекулярно-ãенетичних методів: виділення ДНК з ворсин хоріона методом 
фенольної екстракції, полімеразної ланцюãової реакції та розділення продуктів ПЛР у 
3% аãарозному ãелі. Цитоãенетичні дослідження проводили на метафазних пластинах, 
отриманих з некультивованих та короткокультивованих ворсин хоріона, які аналізували 
під світловим мікроскопом при збільшенні ×1000. Результати. Провели молекулярно-
ãенетичне дослідження поліморфізму інсерція/делеція 14 п.н. ãена HLA-G на матеріалі 
ворсин хоріона ранніх викиднів людини. Встановили статистично достовірне підвищен-
ня ãомозиãотноãо ãенотипу за алелем інсерція у досліджуваній ãрупі порівняно з конт-
ролем. Обрахунок відношення шансів показав, що наявність даноãо ãенотипу збільшує 
ризик ранніх репродуктивних втрат у 2,4 разу. Цитоãенетичне дослідження дозволило 
виявити кількісні зміни хромосом у 32% випадків, серед яких переважала триплоїдія – 
14,5% та трисомія по 16-й хромосомі – 6%. Висновки. Результати виконаних дослі-
джень вказують на необхідність проведення комплексноãо імуно- та цитоãенетичноãо 
обстеження матеріалу ранніх репродуктивних втрат.

Ключові слова: ранні репродуктивні втрати, ворсини хоріона, поліморфізм інсерція/
делеція 14 п.н. ãена HLA-G, каріотип.

Вñòуп. П³д час еìбр³онального розвитку гине приблизно половина вс³х за-
чать, причоìу значна частина – в до³ìплантац³йноìу пер³од³, а серед кл³н³ч-

но д³агностованих ваг³тностей б³ля 15–20 в³дсотк³в – у першоìу триìестр³ 
[1, 2]. Äо 85% саìов³льних викидн³в припадає на пер³од першого триìестру ва-
г³тност³ [3, 4]. Â 60–80% випадк³в вони спровокован³ хроìосоìниìи аноìал³я-
ìи (ÕÀ) у еìбр³она/плода [5–12]. Äо 95% зачать з ÕÀ ел³ì³нується до ìоìенту 
встановлення ваг³тност³ [10, 13]. Ñеред втрачених ваг³тностей першого триìе-
стру найвищий в³дсоток ÕÀ становлять трисоì³ї – 50–60%, з них трисоì³я по 
16-й хроìосоì³ – 15–20%, пол³плоїд³ї – 20–25%, ìоносоì³ї – 10–15%, струк-
турн³ аноìал³ї – 5–6% [10, 11,13]. Ñеред трисоì³й найчаст³ше зустр³чаються 
трисоì³ї 16, 22, 21, 15, 13, 18 хроìосоì у порядку спадання [13]. Єдина форìа 
повної ìоносоì³ї, яка суì³сна з внутр³шньоутробниì та постнатальниì розви-
ткоì – ìоносоì³я по статев³й хроìосоì³ Õ. Ñеред втрачених ваг³тностей часто-
та ц³єї гоносоìної ìоносоì³ї найвища ³ становить 10–15%.

Ó 45% рання втрата ваг³тност³ супроводжується ìатеринською ³нтолерант-
н³стю та окреслюється поняттяì «³ìунне непл³ддя». Іìунний статус орган³зìу 
обуìовлює головний коìплекс г³стосуì³сност³ (MHC – Major Histocompatibility 
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Complex), який у людини ще називається 
HLA-систеìою (Human Leukocyte A-sys-
tem) [14]. Ñл³д враховувати, що не вс³ 
 антигени HLA однаковою ì³рою зад³ян³ 
в генез³ ранн³х репродуктивних втрат. Îсо-
блива функц³я, зг³дно з останн³ìи резуль-
татаìи, належить HLA-G-антигену [15]. Öе 
некласичний HLA-антиген, який, на в³дì³ну 
в³д антиген³в класичних, виявляється вже 
на найб³льш ранн³х стад³ях еìбр³огенезу 
людини [16, 17]. Â³дпов³дно, ìожна перед-
бачити, що певн³ пол³ìорф³зìи, знайден³ в 
кодуюч³й та регуляторних частинах гена 
HLA-G та асоц³йован³ з р³зною його екс-
прес³єю, ìожуть ìати значення для про-
лонгування ваг³тност³ [18, 19]. Зокреìа, 
допускаєìо, що при репродуктивних втра-
тах важлива роль належить пол³ìорф³зìу 
³нсерц³я/делец³я 14 п.н. 3'UTR гена HLA-G, 
оск³льки в³доìо, що в³н безпосередньо 
впливає на р³вень експрес³ї гена HLA-G 
[20].

Зважаючи на високу ³нфорìативн³сть 
цитогенетичних та ³ìуногенетичних досл³-
джень у встановленн³ причин ранн³х репро-
дуктивних втрат, ìетою нашої роботи було 
коìплексне обстеження кл³тин ворсин хо-
р³она втрачених ваг³тностей людини.

Ìàòåð³àëè ³ мåòодè
Öитогенетичн³ досл³дження виконали 

на ìатер³ал³, отриìаноìу в³д 153 ваг³тнос-
тей, порушених у першоìу триìестр³ (тер-
ì³ноì в³д 4 до 13 тижн³в гестац³йного роз-
витку). П³д поняттяì втраченої ваг³тност³ 
розуì³ли саìов³льний викидень, завìи-
рання ваг³тност³ та переривання ваг³тност³ 
за ìедичниìи показаìи – встановлення 
вад розвитку, несуì³сних ³з постнатальниì 
життяì.

Îб’єктоì цитогенетичних досл³джень 
були ìетафазн³ пластини, одержан³ з не-
культивованих та короткокультивованих 
ворсин хор³она. П³д терì³ноì «коротко-
культивован³» розуì³ли ³нкубування натив-
них ворсин у культуральноìу середовищ³ 

RPMI 1640 ф³рìи «Gibco» до 18 год. При-
готування препарат³в хроìосоì з ворсин 
хор³она проводили зг³дно з ìетодикою 
[21] з деякиìи ìодиф³кац³яìи. З ìетою 
отриìання середньоì³тотичних хроìосоì 
одночасно з колх³циноì вводили броìис-
тий етид³й в концентрац³ї 10 ìкг/ìл. Äля 
обробки ворсин використовували г³пото-
н³чний розчин (0,55% KCl ³ 1% розчин ци-
трату натр³ю у сп³вв³дношенн³ 1:3) ³ етанол-
оцтовий ф³ксатор. Ìацерац³ю ворсин про-
водили в 40% оцтов³й кислот³. Препарати 
витриìували до наступного дня в терìо-
стат³ ÒÑ-80 при +65 оÑ та забарвлювали 
GTG- або ÑBG-ìетодаìи [22], cтандартно 
анал³зували, використовуючи ì³кроскоп 
Axiostar Plus при зб³льшенн³ ×1000 (окуляр 
×10, об’єктив ×100), ìаксиìально отри-
ìану к³льк³сть ìетафазних пластин задо-
в³льної якост³.

Ìатер³алоì для ³ìуногенетичного до-
сл³дження була ÄÍÊ, вид³лена ³з ворсин хо-
р³она 188 спонтанно ел³ì³нованих еìбр³о-
н³в 5–12 тижн³в гестац³ї за допоìогою ìе-
тоду фенольної екстракц³ї. Äетекц³ю 
пол³ìорф³зìу ³нсерц³я/делец³я 14 п.н. 
3'UTR гена HLA-G проводили за допоìо-
гою пол³ìеразної ланцюгової реакц³ї (ПËÐ) 
зг³дно з ран³ше описаниì протоколоì [23] 
з деякиìи ìодиф³кац³яìи. ПËÐ проводили 
в автоìатичноìу режиì³ на терìоциклер³ 
«Òерцик» («ÄÍÊ-технология», ÐФ). Про-
дукти аìпл³ф³кац³ї в³зуал³зували шляхоì 
проведення електрофорезу в 3% агароз-
ноìу гел³, який ì³стив броìистий етид³й, 
та сканували на ультраф³олетовоìу транс-
³люì³натор³ «ECX-15.M» (VILBER LOURMAT, 
Франц³я). Ðезультати сканування агароз-
них гел³в зн³ìали цифровою каìерою «Gel 
Imager» (HELICON, Ðос³я). Îбробку зо-
бражень зд³йснювали на коìп’ютер³ за до-
поìогою програì Adobe Photoshop CS та 
Gel Explorer 2.0. 

Ñтатистичне опрацювання результат³в 
проводили з використанняì критер³ю П³р-
сона χ2. Äля вс³х вид³в анал³зу за критич-
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Рèñуíок. Ðезультати кар³отипування залежно в³д анаìнезу обстежуваних ж³нок: 1 – перша втрачена ваг³тн³сть, 2 – 
дв³ та б³льше втрачен³ ваг³тност³, 3 – в анаìнез³ є здоров³ д³ти та втрачен³ ваг³тност³, 4 – втрачен³ ваг³тност³ п³сля ÅÊЗ, 
5 – втрачен³ ваг³тност³ (анаìнез нев³доìий);  – 46, XN,  – зì³ни кар³отипу

ний р³вень значущост³ для статистичних 
критер³їв прийìався р³вень р<0,05. Àсоц³-
ац³ю генотип³в з ризикоì репродуктивних 
втрат оц³нювали за допоìогою розрахунку 
коеф³ц³єнта шанс³в (Odds ratio,OR) з 95% 
дов³рчиì ³нтервалоì. 

Рåзуëüòàòè òà обãовоðåííя
Òрадиц³йн³ цитогенетичн³ досл³дження 

153 зразк³в кл³тин ворсин хор³она дозволи-
ли отриìати кар³отип у 90 (59%) випадк³в: у 
61 випадку (68%) було заф³ксовано нор-
ìальний кар³отип, у 29 (32%) виявлено 
к³льк³сн³ зì³ни хроìосоì. Ñпектр та частота 
хроìосоìних порушень висв³тлен³ у табл.1. 

Òàбëèця 1. Êар³отип ìатер³алу втрачених ва-
г³тностей

Каріотип
Кількість випадків

абсолютні числа відсотки

46,XN* 61 68
69,XXN* 13 14,5

47,XN*,+16 5 6
47,XN*,+18 4 4,5
47,XY,+20 2 2

47,XN*,+21 3 3
47,XN*,+22 2 2

Всього 90 100
Приì³тка: N* – статева хроìосоìа Õ або Y.

Як видно з представлених результат³в, 
серед зì³н кар³отипу переважала триплої-
д³я – 45%. Ñеред аутосоìних трисоì³й 
ф³ксували трисоì³ю по хроìосоìах 16 
(17%), 18 (14%), 21 (10%), 20 та 22 (по 
7%).

Àнал³з з³браного анаìнезу дозволив 
встановити розпод³л патолог³ї в³дпов³дно 
до к³лькост³ втрачених ваг³тностей у ж³нок 
(рисунок). Íайвищий в³дсоток хроìосоì-
ної патолог³ї при з³браноìу анаìнез³ вста-
новлений у ìатер³ал³, отриìаноìу в³д пер-
шої ³, нараз³, єдиної, втраченої ваг³тност³, – 
42%, найнижчий – при двох ³ б³льше 
втрачених ваг³тностях (18%) та у груп³ з³ 
здоровиìи д³тьìи та втрачениìи ваг³тнос-
тяìи (19%). Öе дозволяє припустити, що 
при навиковоìу невиношуванн³ ваг³тност³ 
основниì фактороì переривання ваг³т-
ност³ виступає ³нший чинник, скор³ше за 
все, ³ìунолог³чний.

Паралельно з цитогенетичниìи досл³-
дженняìи виконували досл³дження пол³-
ìорф³зìу ³нсерц³я/делец³я 14 п.н. 3’UTR 
гена HLA-G на ìатер³ал³ саìов³льно ел³ì³-
нованих еìбр³он³в пор³вняно з контроль-
ною групою. Îтриìан³ результати наведе-
но у табл. 2. Ðозпод³л генотип³в у досл³дн³й 
та контрольних групах в³дпов³дав р³вноваз³ 
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Òàбëèця 2. Àнал³з розпод³лу пол³ìорф³зìу ³нсерц³я/делец³я 14 п.н. 3'UTR гена HLA-G у ìатер³ал³ са-
ìов³льно ел³ì³нованих еìбр³он³в

Самовільно 
еліміновані ембріони 

(n=188)

Контроль
(n=54)

χ² Р OR
(95% CI)

n % HWE
(p=1) n % HWE

(p=0,14)
Алелі

Д 184 48,9 60 55,6
1,47 >0,05

0,77
(0,50–1,18)

І 192 51,1 48 44,4 1,30
(0,85–2,01)

Генотипи

ДД 45 23,9 13 24 0,354 >0,05 0,99
(0,49–2,01)

ДІ 94 50 34 63 2,829 >0,05 0,59
(0,32–1,10)

ІІ 49 26,1 7 13 4,048 <0,05 2,37
(1,00–5,58)

ДД+ДІ 139 73,9 47 87
4,05 0,04

0,42
(0,18–1,00)

ІІ 49 26,1 7 13 2,37
(1,00–5,58)

Õард³-Âайнберга (р=1 та р=0,14, в³дпов³д-
но). Ìи проанал³зували розпод³л та часто-
ту алел³в за досл³джуваниì пол³ìорф³з-
ìоì ³ не встановили статистично достов³р-
ної в³дì³нност³ ì³ж досл³дною та 
контрольною групаìи. Àнал³з генотип³в 
пол³ìорф³зìу ³нсерц³я/делец³я 14 п.н. гена 
HLA-G показав, що серед досл³джуваної 
групи з найвищою частотою зустр³чався 
гетерозиготний генотип за даниì пол³-
ìорф³зìоì (50%). ×астота гоìозиготного 
генотипу за алелеì делец³я (Ä) склала 
23,9% ³ не в³др³знялася в³д його частоти в 
контрол³ (24,1%). Ãоìозиготний генотип 
за алелеì ³нерц³я (I) зустр³чався у 2 рази 
част³ше у груп³ спонтанно ел³ì³нованих 
еìбр³он³в у пор³внянн³ з контрольною гру-
пою (26,1% та 13%, в³дпов³дно).

Ñтатистичне опрацювання отриìаних 
результат³в показало в³рог³дне п³двищення 
частоти гоìозиготного генотипу за алелеì 
³нсерц³я 14 п.н. у груп³ спонтанно ел³ì³но-

ваних еìбр³он³в пор³вняно з контрольною 
групою (χ2=4,048; р<0,05). Ðозрахунок 
коеф³ц³єнта шанс³в (OR) з 95% дов³рчиì 
³нтервалоì показав зростання у 2,4 разу 
ризику виникнення ранн³х репродуктивних 
втрат за наявност³ у еìбр³она гоìозигот-
ного генотипу за алелеì ³нсерц³я 14 п.н. 
(OR=2,37, CI – 95%: 1,00–5,58).

Âраховуючи отриìан³ результати щодо 
розпод³лу та частоти генотип³в пол³ìор-
ф³зìу ³нсерц³я/делец³я 14 п.н. 3'UTR гена 
HLA-G у ìатер³ал³ ìиìов³льно ел³ì³нова-
них еìбр³он³в, очевидно, що даний пол³-
ìорф³зì, безпосередньо впливаючи на 
експрес³ю гена HLA-G, ìоже ìати значен-
ня для пролонгування ваг³тност³. 

Íа наступноìу етап³ досл³дження наìи 
була в³д³брана група з 47 саìов³льно пере-
рваних еìбр³он³в, у яких п³сля проведення 
цитогенетичного анал³зу було встановлено 
норìальний кар³отип (46, ÕN). За резуль-
татаìи ìолекулярно-генетичного ³ статис-
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Òàбëèця 3. Àнал³з розпод³лу пол³ìорф³зìу ³нсерц³я/делец³я 14 п.н. 3'UTR гена HLA-G у ìатер³ал³ са-
ìов³льно ел³ì³нованих еìбр³он³в з кар³отипоì 46, XN

Генотип

Втрачені вагітності, 
каріотип 46, XN

n=47

Контроль
n=54

χ² Р OR
(95% CI)

n % HWE
(p=0,4) n % HWE

(p=0,14)

Д/Д 12 25,5 13 24 0,029 >0,05 1,08
(0,44–2,67)

Д/І 19 40,4 34 63 5,118 <0,05 0,4 
(0,18–0,89)

І/І 16 34,0 7 13 6,349 3,47
(1,28–9,39)

тичних розрахунк³в у дан³й груп³ показано 
розпод³л та частоту генотип³в пол³ìорф³з-
ìу ³нсерц³я/делец³я 14 п.н. 3'UTR гена 
HLA-G. Ðезультати наведен³ у табл. 3.

Ðозпод³л генотип³в у досл³дн³й та конт-
рольн³й групах в³дпов³дав р³вноваз³ Õард³-
Âайнберга (р=0,4 та р=0,14, в³дпов³дно). 
×астота гоìозиготного генотипу за але-
леì делец³я 14 п.н. у досл³дн³й та конт-
рольн³й групах практично не в³др³знялась ³ 
становила 25,5% та 24%, в³дпов³дно. ×ас-
тота гетерозигот була в³рог³дно знижена у 
досл³дн³й груп³ – 40,4% проти 63% у конт-
рол³. Ñтатистично достов³рно п³двищеною 
була частота гоìозиготного генотипу за 
алелеì ³нсерц³я 14 п.н. (34%) пор³вняно з 
контрольною групою (13%, р<0,05).

Îбрахунок в³дношення шанс³в (OR) по-
казав зб³льшення ризику виникнення ран-
н³х репродуктивних втрат у 3,5 разу за на-
явност³ гоìозиготного генотипу за алелеì 
³нсерц³я 14 п.н. Пор³вняння значення в³д-
ношення шанс³в, викладених у табл. 2 та 3, 
дозволяє висловити припущення про 
зростання ризику ранн³х репродуктивних 
втрат еìбр³он³в з норìальниì кар³отипоì 
за наявност³ гоìозиготного генотипу за 
алелеì ³нерц³я 14 п.н. 

Âраховуючи ус³ отриìан³ результати, 
вважаєìо доц³льниì проводити коìплек-
сне ³ìуно- та цитогенетичне обстеження у 
ìатер³ал³ втрачених ваг³тностей в³д ж³нок з 
³д³опатичниìи ранн³ìи втратаìи.

Вèñíовкè
Ó ìатер³ал³ ìиìов³льно перерваних 

еìбр³он³в гоìозиготний генотип за алелеì 
³нерц³я 14 п.н. гена HLA-G статистично в³-
рог³дно п³двищений пор³вняно з контроль-
ною групою, щo зб³льшує ризик ранн³х ре-
продуктивних втрат у 2,4 разу. Öитогене-
тичне досл³дження кл³тин ворсин хор³он³в 
втрачених ваг³тностей дозволило встано-
вити к³льк³сн³ зì³ни хроìосоì у 32% ви-
падк³в, серед яких переважали триплоїд³я 
та трисоì³я по 16-й хроìосоì³ (14,5% та 
6%, в³дпов³дно). Ðизик ранн³х репродук-
тивних втрат еìбр³он³в з норìальниì кар³-
отипоì зростає у 3,5 разу за наявност³ го-
ìозиготного генотипу за алелеì ³нерц³я 
14 п.н.
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Цåëü. Провести иììуногенетическое и цитоге-
нетические исследования клеток ворсин хори-
она ранних репродуктивных потерь  человека. 
Ìåòоды. Èììуногенетические исследова-
ния проводили с поìощью ìолекулярно-ге-
нетических ìетодов: выделение ÄÍÊ из вор-
син хориона ìетодоì фенольной экстракции, 
полиìеразной цепной реакции и разделения 
продуктов ПÖÐ в 3% агарозноì геле. Öитоге-
нетические исследования проводили на ìета-
фазных пластинках, полученных из некульти-
вируеìых и короткокультивованих ворсин хо-
риона, которые анализировали под световыì 
ìикроскопоì при увеличении ×1000. Рåзуëü-
òàòы. Провели ìолекулярно-генетическое ис-
следование полиìорфизìа инсерция / деле-
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ция 14 п.н. гена HLA-G на ìатериале ворсин 
хориона ранних выкидышей человека. Âыявили 
статистически достоверное повышение гоìо-
зиготного генотипа по аллелю инсерция в ис-
следуеìой группе по сравнению с контролеì. 
Подсчет отношения шансов показал, что нали-
чие данного генотипа увеличивает риск ранних 
репродуктивных потерь в 2,4 раза. Öитогене-
тическое исследование позволило выявить ко-
личественные изìенения хроìосоì в 32% слу-
чаев, среди которых преобладала триплоидия 
(14,5%) и трисоìия по 16-й хроìосоìе – 6%. 
Выводы. Ðезультаты выполненных исследова-
ний указывают на необходиìость проведения 
коìплексного иììуно- и цитогенетического 
иследования ìатериала ранних репродуктив-
ных потерь. 

Кëючåвыå ñëовà: ранние репродуктивные по-
тери, ворсины хориона, полиìорфизì инсер-
ция / делеция 14 п.н. гена HLA-G, кариотип.

IMMUNOGENETIC AND CYTOGENETIC 
STUDIES IN CHORIONIC VILLI CELLS  
OF EARLY PREGNANCY LOSS ІN HUMAN

K.O. Sosnina, I.R. Tkach, N.L.Huleyuk,  
I.A. Sedneva, D.V. Zastavna

SI «Institute of Hereditary Pathology of the 
Ukrainian National Academy of Medical Sciences» 
Ukraine, 79000, Lviv, Lysenko str., 31-a, 
e-mail: katja.sosnina@gmail.com

The aim of study was to carry immunogenetic 
and cytogenetic analysis of chorionic villi cells 
of early pregnancy loss in human. Methods. 

Immunogenetic studies were performed using 
molecular genetic methods: DNA isolation from 
chorionic villi by phenol extraction, polymerase 
chain reaction and agarose gel electrophoresis. 
Cytogenetic studies were performed on 
metaphase plates obtained from uncultivated 
and short term cultivated chorionic villi cells, 
which were analyzed using a light microscope 
with increased x1000. Results. Molecular 
genetic studies of HLA-G 14 bp insertion/
deletion polymorphism was performed. 
Significantly higher HLA-G 14 bp insertion/ 
insertion genotype frequency (χІ = 4.05, <0.05) 
in group of spontaneously aborted embryos was 
established and risk of spontaneous abortions 
in homozygous HLA-G 14 bp insertion/ insertion 
genotype is increased up to 2,4 times (OR 
= 2.4, CI – 95%: 1.00–5.58). Cytogenetic 
studies showed chromosomal aneuploidies in 
32% of cases, which are dominated triploidy 
(14,5%) and trisomy for chromosome 16 – 
6%. Conclusions. The results indicated the 
necessity for complex of cytogenetic and 
immunogenetic research in early conseptus. 

Key words: early reproductive losses, 
chorionic villi, HLA-G 14 bp insertion/deletion 
polymorphism, karyotype.


