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Введение
Новое направление ранней диа-

гностики наследственных заболеваний 
связано с развитием преимплантаци-
онной генетической диагностики (ПГД). 
Такая диагностика делает возможным 
проведение генетического обследова-
ния не только до рождения ребенка, но 
и до наступления беременности – на 
самых ранних этапах эмбрионального 
развития. При проведении ПГД иссле-
дование выполняется на минимальном 
количестве генетического материала 
– геноме единичной клетки. 

Преимплантационное исследова-
ние возможно исключительно в рам-
ках лечебных циклов ЭКО (экстра-
корпорального оплодотворения) либо 
ИКСИ (инъекции сперматозоида в яй-
цеклетку). Большая часть циклов ПГД 
проводится c целью выявления ане-
уплоидий, хромосомных перестроек. 
Это обусловлено тем, что показания к 
такому типу ПГД часто характерны для 
пациентов с репродуктивными нару-
шениями, прибегающими к ЭКО. 

Показанием для ПГД моногенных 
дефектов служит высокий генетичес-
кий риск в отношении генной болезни. 
Такие пары прибегают к ЭКО исклю-

чительно с целью проведения ДНК-
диагностики эмбрионов и отбора для 
переноса в матку эмбрионов с нор-
мальным генотипом [12]. Преимущес-
твом ПГД является сохранение репро-
дуктивного здоровья пары благодаря 
возможности избежать прерывания 
беременности больным плодом, сни-
жение психо-эмоциональной нагрузки 
на женщину во время беременности 
(беспокойство о необходимости прове-
дения инвазивной пренатальной диа-
гностики и прерывания по результатам 
исследования). Особенно актуальна 
разработка новых методов профилак-
тики наследственной патологии для 
популяций с высокой частотой отде-
льных заболеваний.

По данным ESHRE PGD Consortium, 
опубликованным в 2008 г., обобщаю-
щим результаты циклов ПГД по 2005 г., 
на тот период в мире было проведено 
2099 циклов ПГД моногенных дефек-
тов [5].

Подходы к ДНК-анализу в ПГД отли-
чаются от стандартных методов гене-
тического тестирования. Сопоставле-
ние сложностей и рисков генетического 
тестирования единичных клеток эмб-
рионов с многообразием и тяжестью 
патогенеза, лечения наследственных 
заболеваний, доказывает, что перспек-
тивы развития ПГД представляются 
достаточно актуальными. 

Спектр наследственных забо-
леваний, для которых предложена 
преимплантационная диагностика

К настоящему времени ПГД разра-
ботана для 170 наследственных забо-

леваний [4]. Среди этих заболеваний 
моногенные дефекты с различным 
типом наследования: аутосомно-до-
минантным, аутосомно-рецессивным, 
Х-сцепленным, болезни экспансии. 
Наибольшее число циклов проводится 
для муковисцидоза, гемоглобинопатий 
и динамических мутаций [17].

Принципиально новый способ соче-
тания лечения и профилактики генной 
патологии предложен для наследс-
твенных заболеваний, требующих 
трансплантации кроветворных клеток. 
В семьях, имеющих больного ребен-
ка с такими заболеваниями как ане-
мия Фанкони, талассемии, сочетание 
преимплантационного HLA-типирова-
ния с анализом моногенного дефек-
та позволяет планировать рождение 
здорового ребенка, стволовые клетки 
(пуповинная кровь) которого послу-
жат для пересадки больному сибсу 
[10]. Эффективность такого подхода 
очевидна в связи с проблемой поиска 
подходящего донора и доказана при-
мерами успешного проведения таких 
случаев ПГД. Необходимо учитывать, 
что ожидаемая вероятность HLA-сов-
местимых эмбрионов составляет 25%. 
В случае, когда отбор проводится по 
HLA и по генотипу в отношении ауто-
сомно-рецессивного нарушения, про-
цент эмбрионов с нормальным гено-
типом и HLA-совместимых составляет 
порядка 19% [8].

Преимплантационная диагностика 
проводится для заболеваний с поздним 
началом [5, 17]. Предложены подходы 
для преимплантационной диагностики 
митохондриальных болезней [2].
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Этапы проведения ПГД
Планирование ПГД
Для планирования ПГД необходи-

мым является молекулярно-генетичес-
кое обследование супругов и выявле-
ние мутации, являющейся причиной 
заболевания. В ходе консультации 
с пациентами врач-генетик помимо 
других важных вопросов выясняет 
принципиальные с точки зрения пре-
имплантационного ДНК-тестирования 
вопросы о характере наследственного 
заболевания, с которым обращается 
семья, степень генетического риска, 
наличие результатов молекулярно-ге-
нетических исследований.

Медико-генетическое консульти-
рование должно быть обеспечено не 
только при подготовке, но и при прове-
дении лечебного цикла. Важно учиты-
вать, что генетическое консультирова-
ние при ПГД имеет ряд специфических 
особенностей, важность которых не-
льзя недооценивать [1, 13].

Подготовка к ПГД проводится по 
двум направлениям – генетическому 
и репродуктивному. Проведение ДНК-
диагностики эмбрионов возможно 
только в программе ЭКО, и соответс-
твенно, необходим весь объем обсле-
дования, подготовки и консультирова-
ния для проведения лечебного цикла 
ЭКО. Существуют критерии, ограничи-
вающие проведение ПГД [14].

Проведение ПГД возможно в усло-
виях транспортной схемы, когда этап 
ЭКО выполняется в одном медицинс-
ком учреждении, а ПГД – в другом. Та-
кая работа возможна исключительно 
при условии отлаженной схемы всех 
этапов работы и условий транспорти-
ровки материала эмбрионов.

Подготовительный этап
Для проведения ПГД моногенных 

дефектов требуется подготовительный 
этап. Это связано с подбором схемы 
генетического исследования для конк-
ретной супружеской пары. Подбирает-
ся система информативных маркеров, 
сцепленных с мутацией. Для этого ну-
жен биологический материал родите-
лей, детей, иногда бабушек и дедушек. 
Для гаплотипирования могут исполь-
зоваться сперматозоиды мужчины. 
Несмотря на то, что пациенты предо-
ставляют результаты молекулярно-ге-
нетического исследования мутации и 
генетических маркеров (которые могли 
быть идентифицированы любым мето-
дом), проведение подготовительного 
этапа в любом случае необходимо, т.к. 
отрабатывается подход выявления му-
тации и маркеров, который будет эф-
фективен на единичных клетках. Этот 
этап достаточно трудоемок и может 

занимать от одного до трех месяцев. 
Только по завершении этого этапа 
пациенты могут вступать в лечебный 
цикл ЭКО-ПГД. 

Вступление в лечебный цикл ИКСИ-
ПГД 

После того как подготовительный 
этап пройден, супружеская пара мо-
жет начинать лечебный цикл. Для ПГД 
моногенных дефектов использует-
ся метод ЭКО – ИКСИ. Метод ИКСИ, 
первоначально разработанный для 
преодоления мужского бесплодия, 
используется в циклах ПГД для предо-
твращения контаминацией ДНК спер-
матозоидов, не участвовавших в опло-
дотворении.

Аспирация полярных телец и блас-
томеров и генетическое тестирова-
ние

Процедура ПГД включает в себя два 
этапа: биопсию клеток эмбрионов и их 
молекулярно-цитогенетическое и/или 
молекулярно-генетическое исследова-
ние. Основной проблемой диагностики 
является то, что она проводится на 
единичных клетках и жестко ограниче-
на во времени.

Для ПГД используются клетки эм-
бриона и/или полярные тельца [3, 6, 
16]. В настоящее время некоторые 
репродуктивные центры в мире ана-
лизируют только бластомеры, другие 
– полярные тельца и бластомеры. 
Сочетание генетического исследова-
ния бластомеров и полярных телец 
повышает эффективность, надеж-
ность и расширяет возможности ПГД. 
Генетическое тестирование полярных 
телец при ПГД разработано и успешно 
используется группой Ю. Верлинского 
[16]. Биопсия полярных телец для мо-
лекулярно-генетического исследова-
ния производится последовательно: 
первое – до проведения оплодотворе-
ния, второе – после. Полярные тельца 
являются побочным продуктом мей-
отического деления и не требуются 
для дальнейшего развития эмбриона. 
Анализ полярных телец используется 
для изучения генетических нарушений 
материнского происхождения.

Эмбрион после биопсии полярных 
телец продолжают культивировать и 
на этапе дробления на стадии 6-8 кле-
ток проводится биопсия. Забирается 
один бластомер от каждого эмбриона. 
Большое число исследований сви-
детельствует о том, что проведение 
такой инвазивной для эмбриона мик-
романипуляции как аспирация одного 
бластомера не оказывает негативного 
воздействия на его дальнейшее раз-
витие [3]. Аспирированные полярные 
тельца и бластомеры помещаются в 

микропробирки с лизирующим буфе-
ром.

Перенос эмбрионов 
По результатам генетического ис-

следования даются рекомендации для 
переноса эмбрионов (эмбриотрансфе-
ра). Перед переносом эмбрионов ре-
зультаты генетического исследования 
обсуждаются с пациентами и принима-
ется решение о том, какие эмбрионы 
будут переноситься в полость матки. 
Перенос эмбрионов осуществляется 
на 5-6 сутки на стадии бластоцисты. 

Особенности преимплантацион-
ной ДНК-диагностики

При проведении ПГД существуют 
отличительные черты, как эмбриологи-
ческих технологий, так и особенности 
ДНК-диагностики.

Эмбриологический этап ПГД харак-
теризуется тем, что репродуктивный 
центр, осуществляющий лечебный 
цикл ЭКО/ИКСИ-ПГД, должен владеть 
методами культивирования эмбрионов 
in vitro до стадии бластоцисты, т.к. тре-
буется время для выполнения генети-
ческого анализа. Важнейшее значение 
для проведения ПГД имеет подготовка 
эмбриолога, который сможет квалифи-
цированно проводить биопсии поляр-
ных телец и бластомеров.

ДНК-тестирование на единичных 
клетках имеет ряд принципиальных 
деталей, которые определяются осо-
бенностями объекта исследования.

Малое количество ДНК
Для исследования доступно мини-

мальное количество ДНК – геном од-
ной клетки. Минимальное количество 
материала определяет риск отсутс-
твия амплификации части локусов или 
отдельных аллелей. Последнее явле-
ние, названное ADO (allele dropout), 
служит основной причиной ошибочной 
ДНК-диагностики генотипа эмбриона. 
Для предотвращения этого явления 
используется диагностика не одной 
мутации, а в комплексе со сцепленны-
ми с нею маркерами [14, 16]. После пе-
реноса полярных телец и бластомеров 
в лизирующий буфер, микропробирки 
с клетками немедленно заморажива-
ются, хранятся и транспортируются 
в замороженном состоянии, для пре-
дотвращения потери материала при 
встряхивании. Экстремально низкие 
концентрации тестируемой ДНК опре-
деляют высокий риск контаминации. 
Необходимо не только принимать все 
меры для предотвращения контамина-
ции, но и проводить постоянный конт-
роль. Для каждого эмбриона забира-
ются отрицательные контроли в виде 
среды культивирования в которой на-
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ходились полярные тельца или блас-
томеры после аспирации.

Ограниченное время выполнения 
исследования

Следующей особенностью являет-
ся очень ограниченное время выпол-
нения исследования. Исследование 
должно быть закончено к моменту пе-
реноса эмбриона в полость матки – т.е. 
к пятому дню эмбрионального разви-
тия, когда эмбрион достигает стадии 
бластоцисты. В случае, если в ПГД 
проводится аспирация бластомеров, 
то время, за которое молекулярно-
генетическое исследование должно 
быть выполнено, составляет максимум 
двое суток. Если цикл реализуется по 
транспортной схеме, то время на про-
ведение исследования уменьшается 
на время транспортировки материала 
в лабораторию. Для проведения ДНК-
диагностики в такие сжатые сроки не-
обходима подготовленная схема моле-
кулярно-генетического тестирования, 
которая разрабатывается на подгото-
вительном этапе. 

Методы преимплантационной 
ДНК-диагностики

ПГД активно используется в клини-
ческой практике специализировнных 
генетических лабораторий и уже не яв-
ляется экспериментальным методом. 
Тем не менее, методические подходы 
для эффективного ДНК-анализа еди-
ничных клеток все еще совершенству-
ются. В связи с малым количеством 
генетического материала основным 
методом преимплантационной диа-
гностики является метод ПЦР (поли-
меразной цепной реакции). 

Амплификация ДНК единичных кле-
ток

Предложено несколько способов 
амплификации ДНК единичных клеток. 
Стандартная ПЦР мало эффективна, 
поскольку высок риск амплификации 
плохого качества или отсутствия амп-
лификации. Проблема плохой ампли-
фикации актуальна в связи с тем, что 
требуется проведение мультиплексной 
ПЦР на малом количестве ДНК, поэ-
тому ДНК-анализ единичных клеток 
обычно двухэтапный. На первом этапе 
обеспечивается амплификация всех 
необходимых локусов в пробирке, в 
которую была помещена единичная 
клетка. Продукт амплификации перво-
го этапа может в дальнейшем исполь-
зоваться для исследования отдельных 
локусов в разных пробирках. 

Для амплиификации ДНК единич-
ных клеток предлагаются такие спосо-
бы как полногеномная амплификация 
(WGA, whole genome amplification) и 
nested-PCR [7, 17]. В первом случае 

добиваются репрезентативной ампли-
фикации всего генома. Этот подход мо-
жет быть удобен для одновременного 
преимплантационного анализа генных 
дефектов и анеуплоидий. Для анализа 
анеуплоидий продукт полногеномной 
амплификации может использоваться 
для сравнительной геномной гибри-
дизации (CGH, comparative genomic 
hybridization). Теоретически этот под-
ход с использованием WGA наиболее 
перспективен с учетом возможности 
автоматизации процесса, однако пока 
способы WGA единичных клеток раз-
работаны не достаточно и на сегод-
няшний день большую эффективность 
доказывает nested-PCR. В данном 
случае целью ставится не амплифи-
кация абсолютно всех локусов генома, 
а мультиплексная амплификация ин-
тересующих локусов. Реакция прово-
дится в два раунда. В первом раунде 
мультиплексной ПЦР амплифицируют-
ся более длинные фрагменты. Продукт 
первого раунда разделяется на аликво-
ты и во втором раунде проводится уже 
стандартная ПЦР с амплификацией 
более коротких фрагментов для каж-
дого локуса в индивидуальной пробир-
ке. В случаях ПГД HLA+моногенный 
дефект в первом раунде может ампли-
фицироваться более 20 локусов.

Детекция продуктов амплификации
Амплифицированные фрагменты 

анализируются различными способа-
ми. Для детекции микросателлитов ис-
пользуется флуоресцентное мечение 
ПЦР-продуктов и анализ с помощью 
капиллярного электрофореза на гене-
тическом анализаторе. При выявле-
нии однонуклеотидных замен обычно 
применяется стандартный рестрикци-
онный анализ с детекцией продуктов 
рестрикции в полиакриламидном геле. 
Для детекции делеций и инсерций мо-
жет быть достаточно анализа длины 
фрагментов (ПЦР-продуктов второго 
раунда) или гетеродуплексного ана-
лиза с помощью гель-электрофореза. 
Особенностью детекции является не-
обходимость быстрого анализа боль-
шого числа локусов за короткое время. 
Так, например, если в лечебном цикле 
получено 10 эмбрионов, то анализиру-
ются 10 первых, 10 вторых полярных 
телец и 10 бластомеров; всего анализ 
включает 30 клеток. В случае, если 
анализируется 10 локусов, включая 
мутацию, то во втором раунде необхо-
димо проанализировать 300 образцов. 
С учетом того, что также анализируют-
ся отрицательный контроль для каж-
дой клетки (по выборочным локусам) 
и положительные контроли число проб 
для детекции велико. В связи с этим 

предпочтительны автоматизирован-
ные способы детекции.

Разрабатываются микрочиповые 
технологии для анализа моногенных 
дефектов. Развитие в преимплантаци-
онной диагностике получают методы 
MDA (multiple displacement amplification) 
и real-time PCR [15]. Имеются сведе-
ния об успешных циклах ПГД с приме-
нением MDA для ряда заболеваний, в 
частности, миодистрофии Дюшенна,  
синдрома Моркио [9, 11].
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