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Мета. Провести імуногенетичні та цитогенетичні дослідження клітин ворсин хоріо-
на ранніх викиднів людини. Методи. Імуногенетичні дослідження проводили за до-
помогою молекулярно-генетичних методів: виділення ДНК з ворсин хоріона методом 
фенольної екстракції, полімеразної ланцюгової реакції та розділення продуктів ПЛР у 
3% агарозному гелі. Цитогенетичні дослідження проводили на метафазних пластинах, 
отриманих з некультивованих та короткокультивованих ворсин хоріона, які аналізували 
під світловим мікроскопом при збільшенні ×1000. Результати. Провели молекулярно-
генетичне дослідження поліморфізму інсерція/делеція 14 п.н. гена HLA-G на матеріалі 
ворсин хоріона ранніх викиднів людини. Встановили статистично достовірне підвищен-
ня гомозиготного генотипу за алелем інсерція у досліджуваній групі порівняно з конт
ролем. Обрахунок відношення шансів показав, що наявність даного генотипу збільшує 
ризик ранніх репродуктивних втрат у 2,4 разу. Цитогенетичне 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 комплексного імуно- та цитогенетичного 
обстеження матеріалу ранніх репродуктивних втрат.

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

Вступ. Під час ембріонального розвитку гине приблизно половина всіх за-
чать, причому значна частина – в доімплантаційному періоді, а серед клініч-

но діагностованих вагітностей біля 15–20 відсотків – у першому триместрі 
[1, 2]. До 85% самовільних викиднів припадає на період першого триместру ва-
гітності [3, 4]. В 60–80% випадків вони спровоковані хромосомними аномалія-
ми (ХА) у ембріона/плода [5–12]. До 95% зачать з ХА елімінується до моменту 
встановлення вагітності [10, 13]. Серед втрачених вагітностей першого триме-
стру найвищий відсоток ХА становлять трисомії – 50–60%, з них трисомія по 
16-й хромосомі – 15–20%, поліплоїдії – 20–25%, моносомії – 10–15%, струк-
турні аномалії – 5–6% [10, 11,13]. Серед трисомій найчастіше зустрічаються 
трисомії 16, 22, 21, 15, 13, 18 хромосом у порядку спадання [13]. Єдина форма 
повної моносомії, яка сумісна з внутрішньоутробним та постнатальним розви-
тком – моносомія по статевій хромосомі Х. Серед втрачених вагітностей часто-
та цієї гоносомної моносомії найвища і становить 10–15%.

У 45% рання втрата вагітності супроводжується материнською інтолерант-
ністю та окреслюється поняттям «імунне непліддя». Імунний статус організму 
обумовлює головний комплекс гістосумісності (MHC – Major Histocompatibility 
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Complex), який у людини ще називається 
HLA-системою (Human Leukocyte A-sys
tem) [14]. Слід враховувати, що не всі 
антигени HLA однаковою мірою задіяні 
в генезі ранніх репродуктивних втрат. Осо-
блива функція, згідно з останніми резуль-
татами, належить HLA-G-антигену [15]. Це 
некласичний HLA-антиген, який, на відміну 
від антигенів класичних, виявляється вже 
на найбільш ранніх стадіях ембріогенезу 
людини [16, 17]. Відповідно, можна перед-
бачити, що певні поліморфізми, знайдені в 
кодуючій та регуляторних частинах гена 
HLA-G та асоційовані з різною його екс-
пресією, можуть мати значення для про-
лонгування вагітності [18, 19]. Зокрема, 
допускаємо, що при репродуктивних втра-
тах важлива роль належить поліморфізму 
інсерція/делеція 14 п.н. 3'UTR гена HLA-G, 
оскільки відомо, що він безпосередньо 
впливає на рівень експресії гена HLA-G 
[20].

Зважаючи на високу інформативність 
цитогенетичних та імуногенетичних дослі-
джень у встановленні причин ранніх репро-
дуктивних втрат, метою нашої роботи було 
комплексне обстеження клітин ворсин хо-
ріона втрачених вагітностей людини.

Матеріали і методи
Цитогенетичні дослідження виконали 

на матеріалі, отриманому від 153 вагітнос-
тей, порушених у першому триместрі (тер-
міном від 4 до 13 тижнів гестаційного роз-
витку). Під поняттям втраченої вагітності 
розуміли самовільний викидень, завми-
рання вагітності та переривання вагітності 
за медичними показами – встановлення 
вад розвитку, несумісних із постнатальним 
життям.

Об’єктом цитогенетичних досліджень 
були метафазні пластини, одержані з не-
культивованих та короткокультивованих 
ворсин хоріона. Під терміном «коротко-
культивовані» розуміли інкубування натив-
них ворсин у культуральному середовищі 

RPMI 1640 фірми «Gibco» до 18 год. При-
готування препаратів хромосом з ворсин 
хоріона проводили згідно з методикою 
[21] з деякими модифікаціями. З метою 
отримання середньомітотичних хромосом 
одночасно з колхіцином вводили бромис-
тий етидій в концентрації 10 мкг/мл. Для 
обробки ворсин використовували гіпото-
нічний розчин (0,55% KCl і 1% розчин ци-
трату натрію у співвідношенні 1:3) і етанол-
оцтовий фіксатор. Мацерацію ворсин про-
водили в 40% оцтовій кислоті. Препарати 
витримували до наступного дня в термо-
статі ТС-80 при +65  оС та забарвлювали 
GTG- або СBG-методами [22], cтандартно 
аналізували, використовуючи мікроскоп 
Axiostar Plus при збільшенні ×1000 (окуляр 
×10, об’єктив ×100), максимально отри-
ману кількість метафазних пластин задо-
вільної якості.

Матеріалом для імуногенетичного до-
слідження була ДНК, виділена із ворсин хо-
ріона 188 спонтанно елімінованих ембріо-
нів 5–12 тижнів гестації за допомогою ме-
тоду фенольної екстракції. Детекцію 
поліморфізму інсерція/делеція 14 п.н. 
3'UTR гена HLA-G проводили за допомо-
гою полімеразної ланцюгової реакції (ПЛР) 
згідно з раніше описаним протоколом [23] 
з деякими модифікаціями. ПЛР проводили 
в автоматичному режимі на термоциклері 
«Терцик» («ДНК-технология», РФ). Про-
дукти ампліфікації візуалізували шляхом 
проведення електрофорезу в 3% агароз-
ному гелі, який містив бромистий етидій, 
та сканували на ультрафіолетовому транс
ілюмінаторі «ECX-15.M» (VILBER LOURMAT, 
Франція). Результати сканування агароз-
них гелів знімали цифровою камерою «Gel 
Imager» (HELICON, Росія). Обробку зо-
бражень здійснювали на комп’ютері за до-
помогою програм Adobe Photoshop CS та 
Gel Explorer 2.0. 

Статистичне опрацювання результатів 
проводили з використанням критерію Пір-
сона χ2. Для всіх видів аналізу за критич-
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Рисунок. Результати каріотипування залежно від анамнезу обстежуваних жінок: 1 – перша втрачена вагітність, 2 – 
дві та більше втрачені вагітності, 3 – в анамнезі є здорові діти та втрачені вагітності, 4 – втрачені вагітності після ЕКЗ, 
5 – втрачені вагітності (анамнез невідомий);  – 46, XN,  – зміни каріотипу

ний рівень значущості для статистичних 
критеріїв приймався рівень р<0,05. Асоці-
ацію генотипів з ризиком репродуктивних 
втрат оцінювали за допомогою розрахунку 
коефіцієнта шансів (Odds ratio,OR) з 95% 
довірчим інтервалом. 

Результати та обговорення
Традиційні цитогенетичні дослідження 

153 зразків клітин ворсин хоріона дозволи-
ли отримати каріотип у 90 (59%) випадків: у 
61 випадку (68%) було зафіксовано нор-
мальний каріотип, у 29 (32%) виявлено 
кількісні зміни хромосом. Спектр та частота 
хромосомних порушень висвітлені у табл.1. 

Таблиця 1. Каріотип матеріалу втрачених ва-
гітностей

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
Примітка: N* – статева хромосома Х або Y.

Як видно з представлених результатів, 
серед змін каріотипу переважала триплої-
дія – 45%. Серед аутосомних трисомій 
фіксували трисомію по хромосомах 16 
(17%), 18 (14%), 21 (10%), 20 та 22 (по 
7%).

Аналіз зібраного анамнезу дозволив 
встановити розподіл патології відповідно 
до кількості втрачених вагітностей у жінок 
(рисунок). Найвищий відсоток хромосом-
ної патології при зібраному анамнезі вста-
новлений у матеріалі, отриманому від пер-
шої і, наразі, єдиної, втраченої вагітності, – 
42%, найнижчий – при двох і більше 
втрачених вагітностях (18%) та у групі зі 
здоровими дітьми та втраченими вагітнос-
тями (19%). Це дозволяє припустити, що 
при навиковому невиношуванні вагітності 
основним фактором переривання вагіт-
ності виступає інший чинник, скоріше за 
все, імунологічний.

Паралельно з цитогенетичними дослі-
дженнями виконували дослідження полі-
морфізму інсерція/делеція 14 п.н. 3’UTR 
гена HLA-G на матеріалі самовільно елімі-
нованих ембріонів порівняно з контроль-
ною групою. Отримані результати наведе-
но у табл. 2. Розподіл генотипів у дослідній 
та контрольних групах відповідав рівновазі 
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Таблиця 2. Аналіз розподілу поліморфізму інсерція/делеція 14 п.н. 3'UTR гена HLA-G у матеріалі са-
мовільно елімінованих ембріонів

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)

Харді-Вайнберга (р=1 та р=0,14, відповід-
но). Ми проаналізували розподіл та часто-
ту алелів за досліджуваним поліморфіз-
мом і не встановили статистично достовір-
ної відмінності між дослідною та 
контрольною групами. Аналіз генотипів 
поліморфізму інсерція/делеція 14 п.н. гена 
HLA-G показав, що серед досліджуваної 
групи з найвищою частотою зустрічався 
гетерозиготний генотип за даним полі-
морфізмом (50%). Частота гомозиготного 
генотипу за алелем делеція (Д) склала 
23,9% і не відрізнялася від його частоти в 
контролі (24,1%). Гомозиготний генотип 
за алелем інерція (I) зустрічався у 2 рази 
частіше у групі спонтанно елімінованих 
ембріонів у порівнянні з контрольною гру-
пою (26,1% та 13%, відповідно).

Статистичне опрацювання отриманих 
результатів показало вірогідне підвищення 
частоти гомозиготного генотипу за алелем 
інсерція 14 п.н. у групі спонтанно еліміно-

ваних ембріонів порівняно з контрольною 
групою (χ2=4,048; р<0,05). Розрахунок 
коефіцієнта шансів (OR) з 95% довірчим 
інтервалом показав зростання у 2,4 разу 
ризику виникнення ранніх репродуктивних 
втрат за наявності у ембріона гомозигот-
ного генотипу за алелем інсерція 14 п.н. 
(OR=2,37, CI – 95%: 1,00–5,58).

Враховуючи отримані результати щодо 
розподілу та частоти генотипів полімор-
фізму інсерція/делеція 14 п.н. 3'UTR гена 
HLA-G у матеріалі мимовільно елімінова-
них ембріонів, очевидно, що даний полі-
морфізм, безпосередньо впливаючи на 
експресію гена HLA-G, може мати значен-
ня для пролонгування вагітності. 

На наступному етапі дослідження нами 
була відібрана група з 47 самовільно пере-
рваних ембріонів, у яких після проведення 
цитогенетичного аналізу було встановлено 
нормальний каріотип (46, ХN). За резуль-
татами молекулярно-генетичного і статис-
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Таблиця 3. Аналіз розподілу поліморфізму інсерція/делеція 14 п.н. 3'UTR гена HLA-G у матеріалі са-
мовільно елімінованих ембріонів з каріотипом 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 розрахунків у даній групі показано 
розподіл та частоту генотипів поліморфіз-
му інсерція/делеція 14 п.н. 3'UTR гена 
HLA-G. Результати наведені у табл. 3.

Розподіл генотипів у дослідній та конт
рольній групах відповідав рівновазі Харді-
Вайнберга (р=0,4 та р=0,14, відповідно). 
Частота гомозиготного генотипу за але-
лем делеція 14 п.н. у дослідній та конт
рольній групах практично не відрізнялась і 
становила 25,5% та 24%, відповідно. Час-
тота гетерозигот була вірогідно знижена у 
дослідній групі – 40,4% проти 63% у конт
ролі. Статистично достовірно підвищеною 
була частота гомозиготного генотипу за 
алелем інсерція 14 п.н. (34%) порівняно з 
контрольною групою (13%, р<0,05).

Обрахунок відношення шансів (OR) по-
казав збільшення ризику виникнення ран-
ніх репродуктивних втрат у 3,5 разу за на-
явності гомозиготного генотипу за алелем 
інсерція 14 п.н. Порівняння значення від-
ношення шансів, викладених у табл. 2 та 3, 
дозволяє висловити припущення про 
зростання ризику ранніх репродуктивних 
втрат ембріонів з нормальним каріотипом 
за наявності гомозиготного генотипу за 
алелем інерція 14 п.н. 

Враховуючи усі отримані результати, 
вважаємо доцільним проводити комплек-
сне імуно- та цитогенетичне обстеження у 
матеріалі втрачених вагітностей від жінок з 
ідіопатичними ранніми втратами.

Висновки
У матеріалі мимовільно перерваних 

ембріонів гомозиготний генотип за алелем 
інерція 14 п.н. гена HLA-G статистично ві-
рогідно підвищений порівняно з контроль-
ною групою, щo збільшує ризик ранніх ре-
продуктивних втрат у 2,4 разу. Цитогене-
тичне дослідження клітин ворсин хоріонів 
втрачених вагітностей дозволило встано-
вити кількісні зміни хромосом у 32% ви-
падків, серед яких переважали триплоїдія 
та трисомія по 16-й хромосомі (14,5% та 
6%, відповідно). Ризик ранніх репродук-
тивних втрат ембріонів з нормальним карі-
отипом зростає у 3,5 разу за наявності го-
мозиготного генотипу за алелем інерція 
14 п.н.
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И ЦИТОГЕНЕТИЧЕСКИЕ ИССЛЕДОВАНИЯ 
КЛЕТОК ВОРСИН ХОРИОНА  
РАННИХ ВЫКИДЫШЕЙ ЧЕЛОВЕКА

К.А. Соснина, И.Р. Ткач, Н.Л. Гулеюк,  
И.А. Седнева, Д.В. Заставна
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Украины» 
Украина, 79000, Львов, ул. Лысенко, 31-а 
e-mail: katja.sosnina@gmail.com

Цель. Провести иммуногенетическое и цитоге-
нетические исследования клеток ворсин хори-
она ранних репродуктивных потерь человека. 
Методы. Иммуногенетические исследова-
ния проводили с помощью молекулярно-ге-
нетических методов: выделение ДНК  из вор-
син хориона методом фенольной экстракции, 
полимеразной цепной реакции и разделения 
продуктов ПЦР в 3% агарозном геле. Цитоге-
нетические исследования проводили на мета-
фазных пластинках, полученных из некульти-
вируемых и короткокультивованих ворсин хо-
риона, которые анализировали под световым 
микроскопом при увеличении ×1000. Резуль-
таты. Провели молекулярно-генетическое ис-
следование полиморфизма инсерция / деле-
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ция 14 п.н. гена HLA-G на материале ворсин 
хориона ранних выкидышей человека. Выявили 
статистически достоверное повышение гомо-
зиготного генотипа по аллелю инсерция в ис-
следуемой группе по сравнению с контролем. 
Подсчет отношения шансов показал, что нали-
чие данного генотипа увеличивает риск ранних 
репродуктивных потерь в 2,4 раза. Цитогене-
тическое исследование позволило выявить ко-
личественные изменения хромосом в 32% слу-
чаев, среди которых преобладала триплоидия 
(14,5%) и трисомия по 16-й хромосоме – 6%. 
Выводы. Результаты выполненных исследова-
ний указывают на необходимость проведения 
комплексного иммуно- и цитогенетического 
иследования материала ранних репродуктив-
ных потерь. 

Ключевые слова: ранние репродуктивные по-
тери, ворсины хориона, полиморфизм 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 (χ² = 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.


