ЛЕКЦИЯ 2
ВВЕДЕНИЕ В МОЛЕКУЛЯРНУЮ ЦИТОГЕНЕТИКУ. МНОГОЦВЕТНЫЕ FISH ПОДХОДЫ
В практической медицине диагностика хромосомных аномалий проводится с использованием цитогенетического метода, который включает в себя культивирование клеток с целью получения метафазных пластинок, и последующим применением дифференциального окрашивания хромосом по длине и исследованием кариотипа с помощью светового микроскопа. Данный комплекс, приемов получил широкое распространение, поскольку в течение долгих лет был практически единственным способом идентификации хромосомных аномалий. Однако в ряде случаев применение цитогенетического анализа метафазных хромосом бывает затруднено или невозможно (сложность культивирования клеток большинства соматических тканей человека; диагностика хромосомных микроаберраций). С развитием генетики человека и совершенствованием микроскопической техники был разработан целый ряд новых технологий, основанных на принципах гибридизации нуклеиновых кислот и полимеразной реакции in situ, применение которых позволило в значительной степени повысить эффективность диагностики хромосомных аномалий, а в ряде случаев даже заменить классический цитогенетический анализ определенным молекулярно-цитогенетическим методом (идентификация хромосомных аномалий в клетках спонтанных абортусов, пренатальная диагностика).

В настоящее время методический арсенал молекулярной цитогенетики включает в себя такие методы, как

· флюоресцентная гибридизация in situ (fluorescence in situ hybridization — FISH),

· сравнительная геномная гибридизация (comparative genomic hybridization — CGH), 

· мечение хромосом с помощью полимеразной реакции с использованием специфических праймеров (олигонуклеотидов) in situ (primed in situ labeling — PRINS), 

· флюоресцентная гибридизация пептидно-нуклеиновых соединений (peptide nucleic acid labeling — PNA). 

Необходимо отметить, что, CGH, PPINS и PNA для идентификации хромосомных аномалий, методы пока еще не рассматриваются в качестве основных при молекулярно-цитогенетической диагностике. В настоящее время наиболее распространенным и адекватным методом молекулярно-цитогенетической диагностики хромосомной патологии считается FISH (метод определения положения и типа ДНК непосредственно в местах их локализации в клетке или на хромосоме).

FISH является модификацией ранее разработанного метода радиоактивной детекции нуклеиновых кислот in situ — IISH (isotopic in situ hybridization). Различие FISH и IISH состоит лишь в том, что в методике FISH применяются флуоресцентно меченные зонды или реагенты детекции, тогда как в IISH используется радиоактивная метка. 
Таблица 1Этапы развития молекулярно-цитогенетической диагностики
	1961
	Демонстрация возможности ДНК—ДНК-гибридизации

	1969
	Детекция ДНК и РНК методом IISH

	1980
	Флуоресцентная детекция молекул ДНК in situ

	1984
	Разработка протокола IISH для идентификации хромосом человека

	1986
	Применение FISH для анализа хромосом человека, внедрение метода IISH в диагностику хромосомных аномалий

	1989-1991
	Применение метода IISH для диагностики численных хромосомных аномалий у детей Разработка методов молекулярно-цитогенетической постнатальной диагностики

	1989
	Разработка метода PRINS

	1991-1992
	Разработка методов  PNA, CGH

	1993
	Применение метода FISH для пренатальной диагностики численных хромосомных аномалий

	1994
	Разработка метода молекулярно-цитогенетической диагностики маркерных хромосом

	1996
	Применение метода FISH для диагностики структурных хромосомных микроаберраций

	1996
	Разработка метода спектрального кариотипирования  (SKY)

	1996
	Разработка метода многоцветовой FISH с одновременной детекцией сигналов и применение для диагностики численных хромосомных аномалий

	1996-1998
	Создание оригинальной коллекции ДНК-проб для пре- и постнатальной диагностики хромосомных аномалий

	2000
	Создание компьютерного обеспечения для практической молекулярно-цитогенетической диагностики, Разработка метода 24-цветовой FISH


Впервые метод FISH для диагностики использовали российские исследователи в 1986 г., а в 1994 г. был впервые создан протокол так называемой быстрой FISH, позволяющей сократить время проведения диагностики хромосомных аномалий до 1—6 ч. В этом же году были созданы методические разработки молекулярно-цитогенетической диагностики маркерных хромосом — одной из самых сложных форм хромосомной патологии в плане диагностики. Год спустя был предложен метод пренатальной диагностики трисомии 21 хромосомы в некультивированных клетках, который в значительной степени способствовал высокоэффективному выявлению этой болезни. В течение 10 лет начиная с 1984 г. была создана оригинальная коллекция ДНК-зондов для FISH, которая с успехом применяется для молекулярно-цитогенетической диагностики во многих странах мира

Среди последних разработок, ставших важной частью молекулярно-цитогенетической диагностики, следует отметить диагностику численных хромосомных аномалий в материале аутопсии методом FISH; определение численных хромосомных аномалий в материалах спонтанных абортусов методом много цветовой FISH (MFISH). 

FISH-метод определения положения и типа ДНК непосредственно в местах их локализации в клетке или на хромосоме.
Гибридизация in situ основана на взаимодействии однонитевых последовательностей экзогенной ДНК, меченной флуорохромами или радиоактивной меткой, и исследуемой ДНК. 

Основу метода составляют наборы молекулярных зондов однонитчатой ДНК, способные избирательно гибридизироваться со специально обработанными хромосомами. В результате обработки происходит диссоциация нитей ДНК, что, собственно и позволяет зондам избирательно садиться на комплементарные участки. В свою очередь зонды маркированы специальными флуоресцентными красителями. Таким образом, в результате гибридизации комплементарные участки ДНК приобретают специфическую окраску. При использовании соответствующей противоокраски, остальные хромосомы (или их участки) окрашиваются в другой контрастный цвет. Методика начинается с приготовления коротких последовательностей ДНК, называемых зондами, которые являются комплементарными по отношению к последовательностям ДНК, представляющим объект изучения. Зонды гибридизуются (связываются) с комплементарными участками ДНК и благодаря тому, что они помечены флуоресцентной меткой, позволяют видеть локализацию интересующих генов в составе ДНК или хромосом. В отличие от других методов изучения хромосом, требующих активного деления клетки, FISH можно выполнять и на неделящихся клетках, благодаря чему достигается гибкость метода.

Классический метод FISH-анализа основан на гибридизации известной по нуклеотидному составу ДНК-пробы с участком тестируемой хромосомы и с последующим выявлением результата гибридизации по метке - флуоресцентному сигналу в ожидаемом месте. В качестве ДНК-пробы (ДНК-зонда) могут быть относительно небольшие фрагменты ДНК, комплементарные анализируемой последовательности хромосомной ДНК (т.е. мишени) от больного. Размер проб может варьировать от 90-100 тыс. п.н. до нескольких миллионов п.н., так что в качестве мишени могут быть не только отдельные гены или хромосомные участки, но и целая хромосома. Определение локализации сегментов длиною10 kb считается рутинной, а - 1 kb вполне достижимой. Одним из последних достижений FISH является использование проб, состоящих из пептидов и нуклеиновых кислот, которые позволяют по интенсивности сигнала определять количество комплементарных последовательностей.

Этапы FISH-анализа:

1) получение препаратов и их предподготовка; 

2) мечение ДНК-пробы 

3) гибридизация с ДНК-пробой, 

4) детекция ДНК-зонда при микроскопическом анализе.

1). Предподготовка препаратов включает обработку РНК-азой и пепсином, затем ДНК метафазных или интерфазных хромосом подвергается денатурации путем воздействия 70% раствором формамида, что приводит к разрушению водородных связей и получению одноцепочных молекул ДНК. 

2). Денатурация ДНК-проб. Денатурация проб, меченных биотином, осуществляется прогреванием в течение 5 мин при температуре +100 град

3). После этого проводится собственно гибридизация с ДНК-пробой. 

Сегодня мечение ДНК принято разделять на «прямое» и «непрямое». Прямое мечение предполагает введение в ДНК репортерных элементов (РЭ), которые могут непосредственно наблюдаться при микроскопии. В настоящее время в качестве РЭ используют различные флуорохромы, например: флуоресцеинизотиоцианат (FITC), родамин, диэтиламинокумарин (DEAC), аминометилкумарин (АМСА), техасский красный (TexRed), цианиновые красители (Су3, Су3,5, Су5, Су55, Су7) и многие другие.

При непрямом способе мечения в качестве РЭ применяют также самые разные соединения (биотин, дигоксигенин, 2,4-динитрофенил), присутствие которых на цитологическом препарате выявляется «не прямо», а опосредованно, с помощью перечисленных выше флуохромов, конъюгированных с молекулами, специфически связывающимися РЭ.

Непрямой вариант мечения ДНК-пробы позволяет добиться уровня сигнала, в несколько раз превышающего сигнал при использовании прямо меченной ДНК-пробы. Это объясняется присутствием трех-четырех молекул флуорохрома на молекуле антитела, специфичного к РЭ. Кроме того, в некоторых системах детекции существует возможность каскадного усиления сигнала. Последний может быть усилен несколькими последовательными обработками препарата. К сожалению, одновременно с интенсивностью сигнала растет уровень фона, что не позволяет проводить бесконечные циклы усиления.

Для мечения ДНК могут быть использованы самые разные методы. В некоторых случаях эффективным оказывается прямое введение в ДНК репортерных элементов (РЭ) в результате химической модификации ДНК. Чаще ДНК-пробы метятся включением меченых предшественников с использованием ДНК-полимераз. Для крупных молекул ДНК эффективным является использование ник-трансляции. В ДНК вносят некоторое количество одноцепочечных разрывов путем обработки ферментом ДНКазой. Образующиеся в местах разрезов свободные 3'-ОН концы используются ДНК-полимеразой для их наращивания. Фермент при этом расчищает себе дорогу с 5'-конца стоящего рядом фрагмента ДНК. При этом он включает в растущую цепочку меченые нуклеотиды, идентичные только что отщепленным немеченым. В результате получают меченые полинуклеотиды, которые могут служить зондами для выявления ДНК, первичная структура которой неизвестна. Если ДНК-проба представляет собой относительно короткий фрагмент, не превышающий 1,5—2 т.п.н., фланкированный известными последовательностями, то наиболее рациональным оказывается использование ПЦР. Необходимо учитывать, что даже в тех случаях, когда ДНК-проба соответствует фрагменту ДНК размером в сотни тысяч или млн. пар нуклеотидов, для гибридизации in situ она должна быть подготовлена в виде молекул ДНК размером от 0,1 до 1 т.п.н. Для более крупных молекул ДНК-мишень на цитологическом препарате часто оказывается недоступной, либо доступной лишь частично. В ходе ПЦР происходит не только включение РЭ в ДНК, но и увеличение ее количества на несколько порядков. Последняя возможна, если известна первичная структура хотя бы небольшого участка (порядка сотни нуклеотидов) анализируемой ДНК-мишени.

4). Каждая проба чувствительна к определенным ДНК / генам, которые и будут светиться при наблюдении с помощью люминесцентного микроскопа.
· Препарат исследуется под разными флуоресцентными фильтрами. При этом фиксируется флуоресцентное свечение в определенных участках клеток / хромосом.
· С помощью черно-белой цифровой системы ввода, установленной на микроскоп, вводится и затем оцифровывается одно и то же поле зрения при смене фильтров (чтобы сделать видимыми флюоресцирующие в разных цветах метки).
· Введенные черно-белые изображения псевдоокрашиваются (цветокодируются) в цвета, соответствующие реальным, наблюдаемым в микроскоп.
· Все (или выбранные пользователем) псевдоокрашенные исходные изображения складываются с получением цветного результирующего изображения. На результирующем изображении видны все флуоресцентные метки в местах их реального расположения на хромосомах или клетках.

Стандартное оборудование для молекулярно-цитогенетической лаборатории включает в себя флюоресцентный микроскоп с несколькими фильтрами (оптимальное количество флюоресцентных фильтров варьирует от 3 до 7); устройство цифрового захвата микроскопического изображения (CCD-камера); компьютер с соответствующим программным обеспечением. Помимо этого, необходима также стандартная лабораторная аппаратура (термостат, центрифуга, водяная баня, предметные и покровные стекла и т. д.).

Однако стоимость ДНК-зонда для одной реакции в данных фирмах составляет от 10—20 долл. и более. Следовательно, широкомасштабное использование молекулярно-цитогенетической диагностики с применением коммерческих ДНК-проб является затруднительным для малобюджетных лабораторий.

Материалом для исследования является кровь, костный мозг, биопсия опухоли, плацента, эмбриональные ткани или амниотическая жидкость. Образцы для исследования должны доставляться в лабораторию в свежем виде. Препараты (слайды) готовятся непосредственно из образцов ткани или после их культивирования. Могут использоваться как метафазные, так и интерфазные препараты клеток. Меченные флуоресцентными метками специфические ДНК-зонды гибридизуюся с хромосомной ДНК, причем можно одновременно использовать множественные зонды к разным локусам.

FISH является полезным и чувствительным методом цитогенетического анализа при выявлении количественных и качественных хромосомных аберраций, таких как делеции (в том числе и микроделеции), транслокации, удвоение и анэуплоидия. FISH на интерфазных хромосомах служит быстрым методом пренатальной диагностики трисомий по 21, 18 или 13 хромосомам или аберраций половых хромосом. В онкологии с помощью FISH можно выявлять рад транслокаций, связанных с гематологическими злокачественными новообразованиями. Метод также может использоваться для мониторинга остаточных явлений онкозаболевания после химиотерапии и пересадки костного мозга и выявления усиленных онкогенов (c-myc/n-myc), связанных с неблагоприятным прогнозом в отношении некоторых опухолей. FISH также используется для контроля приживаемости аллотрансплантата костного мозга, полученного от индивида противоположного пола. 

Недостатки FISH:

· фиширование части генома может привести к недочету клональных аберраций хромосом, а также не позволяет учитывать специфическое вовлечение отдельных хромосом в перестройки

· высокая стоимость зондов

· необходимость наличия специального оборудования

· наличие навыков молекулярно-генетических навыков у персонала

ВИДЫ ДНК-ПРОБ
Идентификация хромосомной патологии базируется на использовании различных типов ДНК-зондов, позволяющих маркировать индивидуальные хромосомы или их участки. ДНК-зонды представляют собой клонированные фрагменты ДНК генома человека, при гибридизации которых  с метафазными хромосомами или интерфазными клетками можно определить особенности хромосомного набора и наличие хромосомных нарушений. Наиболее часто в клинической цитогенетике используют хромосомспецифические центромерные ДНК-зонды, позволяющие эффективно выявлять наиболее частые хромосомные синдромы, такие как синдромы Дауна, Патау, Эдвардса и др. Используя молекулярно-цитогенетический метод, можно выявлять и анализировать нормальные и аномальные хромосомы и их число в любых клетках человека, находящихся на разных стадиях клеточного цикла, в том числе и в интерфазе. Для успешной диагностики хромосомных синдромов необходимо располагать большой коллекцией ДНК-зондов для выявления наиболее частых и социально-значимых хромосомопатий.

В различных научных центрах в ходе исследований генома человека собраны разнообразные образцы хромосомной ДНК. Цитогенетическим лабораториям доступны меченые ДНК-пробы на все хромосомы человека, т.е. непосредственно готовые пробы к проведению реакции гибридизации.  В последние годы в дополнение к центромерным зондам получены также новые типы ДНК-проб для различных хромосом и отдельных участков, представляющих практический интерес для клинической цитогенетики. Новая коллекция включает оптимизированные  ДНК-зонды, клонированных в ВАС (bacterial artificial cromosome), YAC (yeast artificial cromosome) клонов, а также PAC (phage artificial cromosome) векторах. 

ПО СВОЕЙ ДИАГНОСТИЧЕСКОЙ ХАРАКТЕРИСТИКЕ ДНК-ПРОБЫ (ЗОНДЫ), РАСПРОСТРАНЕННЫЕ В ЦИТОГЕНЕТИЧЕСКОЙ ПРАКТИКЕ, ПОДРАЗДЕЛЯЮТСЯ НА НЕСКОЛЬКО ГРУПП: 

- CEP – Chromosome Enumerator Probe, хромосомные нумераторы или центромерные зонды, 

- LSI – Locus Specific Identificator, локус специфические зонды,

- SubTel – Subtelomere specific, субтеломерные зонды, 

- WCP – Whole-Chromosome-Painting, зонды полного окрашивания хромосом, цельно-хромосомный зонд. 

Центромерные пробы или хромосомные нумераторы CEP

Наиболее частая процедура в клинической практике — FISH с использованием ДНК-проб, состоящих из высокоповторяющихся последовательностей ДНК, для идентификации численных хромосомных аномалий. Эти повторы располагаются преимущественно в центромерных или прицентромерных гетерохроматиновых участках хромосом, обладают полной или относительной специфичностью к этим районам индивидуальных хромосом. 

Поскольку ДНК-последовательности этих проб характеризуются высокой вариабельностью длины, их можно использовать для исследования гетероморфизма хромосом при применении количественного FISH-анализа в диагностике численных хромосомных аномалий. 
В диагностике численных хромосомных аномалий существуют случаи, при которых невозможно или крайне затруднено получение препаратов метафазных хромосом (проведение пренатальной диагностики численных хромосомных патологий при использовании клеток плода, выделенных из кровотока матери, анализ хромосомных нарушений при онкологических заболеваниях после проведения курса химиотерапии). Для выявления численных хромосомных патологий при проведении обследования таких пациентов разработаны специальные ДНК-пробы. ДНК-пробы фирмы VYSIS, предназначенные для идентификации хромосом в метафазных пластинках и определения их числа в интерфазных ядрах, получили название — хромосомных нумераторов (chromosome enumerator probes — СЕР). Рассмотрим использование СЕР при проведении пренатальной диагностики. Комбинации СЕР широко используются для определения численных аномалий хромосом 13, 18, 21, X и Y. Метод FISH с интерфазными ядрами некультивированных амниотических клеток или ядерных эритроцитов плода позволяет выявлять анеуплоидии этих хромосом. Однако необходимо помнить, что СЕР разработаны для идентификации интактных хромосом и определения числа их копий в интерфазных ядрах. Эта техника не может дифференцировать нормальную хромосому и ее дериват, содержащий лишь небольшой район исходной хромосомы, в котором локализованы последовательности ДНК, гомологичные ДНК СЕР. Как следствие, этот метод не способен дифференцировать нормальный кариотип 46,XX и достаточно часто встречающийся вариант хромосомной патологии, приводящей к синдрому Шерешевского — Тернера: 46,X+mar, при котором маркерная хромосома содержит прицентромерный район Х-хромосомы. 

Однако при использовании для диагностики клеток плода, выделенных из периферической крови матери, интерфазная цитогенетика дает практически единственный шанс для выявления анеуплоидии хромосом. Анализ численных хромосомных патологий с использованием СЕР можно проводить на отдельных бластомерах. Для таких работ фирмой VYSIS создан специальный комплект ДНК-проб (MultiVysion PGT) (обнаружены анеуплоидии хромосом 13, 18, 21,Х и У).

Примером использования СЕР при хромосомном анализе онкологических заболеваний является изучение числа хромосом 3, 7, 17 при карциноме мочевого пузыря. Вариант обследования является неинвазивным, так как исследуются клетки, изолированные из мочи пациента. В последние годы центромерные зонды стали применяться при обязательном мониторинге развития зиготы в результате ЭКО, контроле качества спермы доноров, а также экспресс диагностике причин ранних выкидышей и неразвивающихся беременностей.

Локус специфические пробы LSI 

Одним из наиболее впечатляющих примеров использования FISH для выявления или уточнения определенных хромосомных патологий является использование ДНК-проб для обнаружения микроделеций хромосомных районов, приводящих к различным патологиям развития. Для этого применяются клонированные уникальные последовательности ДНК, локализованные в районе, потеря которого приводит к развитию синдрома. Это  ДНК-пробы, созданные для детекции определенных локусов, мы будем использовать термин — идентификатор специфичных хромосомных локусов (locus specific identificator — LSI). Пробы специфичны для определенных хромосомных участков, представленных одной копией на гаплоидный геном. Их последовательности клонированы в различных векторах (трансгенные бактериальные штаммы, плазмиды, космиды, и др.), так что их размеры могут варьировать в широких пределах – от нескольких тысяч до 2 млн. и более пар нуклеотидов. Применение этих зондов особенно показано для точной идентификации структурных перестроек – сайтов разрывов хромосом при транслокациях, инверсиях, делециях, инсерциях и др.

В качестве примера использования LSI можно привести выявление делеций в районе 15 qll-ql2, с которыми связаны синдромы Прадера—Вилли (СПВ) и Ангельмана (СА). В настоящее время существует набор клонированных фрагментов ДНК (локусы D15S10, D15S15, SNRPN, GABRB3), на базе которых созданы ДНК-пробы для определения таких делеций. Коммерчески доступные наборы для диагностики определенных делеций обычно включают контрольные клонированные последовательности, локализованные в удаленных районах той же хромосомы.

Импринтинг – механизм с помощью которого различается активность гомологичных генов (или участков хромосом) у индивида в зависимости от родительского гена.

Впервые СПВ был описан в 1956 г. Основными диагностическими признаками этого заболевания являются: ожирение, мышечная гипотония, низкий рост, гипогонадизм, умственная отсталость различной степени выраженности и признаки дизэмбриогенеза (миндалевидный разрез глазных щелей, гипертелоризм, эпикант, микрогнатия, рыбообразный рот, высокое нёбо, диспластичные ушные раковины, аномалии дерматоглифики и др.). Для пренатального периода характерна слабая подвижность плода в отличие от нормально протекающей беременности, вследствие чего вес ребенка при рождении не превышает 2,8 кг. Неонатальному периоду свойственны гипорефлексия, скудное питание из-за ослабления глотательного и сосательного рефлексов. В результате глубокой гипотонии может возникнуть асфиксия. Затруднения при кормлении постепенно проходят к шести месяцам. В течение первых 12—18 мес. развивается неконтролируемая гиперфагия, которая выбывает множество соматических и физиологических проблем, в частности, ожирение и сердечную недостаточность. Больные отстают в росте и развитии. Вторичные половые признаки, если и появляются, то слабо выражены у обоих полов. Гипопигментация выявляется у 75% больных. Продолжительность жизни составляет 25—30 лет. Взрослым больным свойственны эмоциональная лабильность, пониженные моторная активность и познавательная способность, гиперфагия и различная степень умственной отсталости. Необходимо отметить, что СПВ характеризуется широким клиническим полиморфизмом, встречаются неклассические формы заболевания. Поэтому необходимо дифференцировать СПВ от других синдромов, например умственной отсталости, сцепленной с ломкой Х-хромосомой. Частота синдрома в различных популяциях составляет 1:10000-20 000 новорожденных. Основная масса случаев возникает спорадически, но встречаются и семейные формы. Риск повторного рождения ребенка с СПВ зависит от генетической причины заболевания в каждом конкретном случае.

Впервые СА был описан в 1965 г. и получил название синдрома «счастливой куклы». Основными диагностическими признаками являются: микробрахицефалия с уплощенным затылком, большая нижняя челюсть, приоткрытый рот с выступающим языком, макростомия, редко растущие зубы, гипопигментация. Из неврологических проявлений наиболее характерны: задержка умственного и моторного развития, атаксия, гипотония, судорожная готовность, гиперрефлексия и гиперкинезия. Приступы неконтролируемого смеха, хлопанье в ладоши и спе​цифическое выражение лица предопределили название синдрома. В 1982 г. синдром получил настоящее название. Диагностика в первые годы жизни затруднена. Гипопигментация отмечается у 40% больных и схожа с таковой при СПВ. Частота синдрома в популяции составляет 1:20000.

На основе цитогенетических и молекулярно-генетических методов описана микроделеция длинного плеча хромосомы 22 – del (22q11.2), которая, как установлено многими исследованиями, является одной из самых распространенных (1 случай на 4000 новорожденных). Клиническое значение этой делеции – связь с врожденными пороками сердца (ВПС). В.Г. Антоненко (2004) в своей работе подробно изучила этот вариант делеции на большой группе детей в возрасте до года с ВПС и некоторыми стигмами дисэмбриогенеза. По результатам исследования оценена вероятность обнаружения del (22q11.2) при различных формах ВПС на основе комплексного клинического и генетического обследования детей. Так, при всех формах ВПС вероятность выявления делеции составляет 5-9%, при тетрада-Фалло – 6%, транспозиции магистральных сосудов – 13%, микроаномалиях развития – 18%,  тетрада-Фалло и микроаномалиях развития – 42%, нарушении непрерывности дуги аорты типа В – 50%. Из приведенных данных очевидна необходимость применения LSI-пробы на 22 q11.2 при обследовании детей с ВПС. Как установлено в этом исследовании, показаниями для молекулярно-цитогенетического исследования являются, кроме ВПС, некоторые клинические показатели. Диагностическую значимость имеют такие стигмы дисэмбриогенеза как: низко расположенные и повернутые кзади ушные раковины, сглаженный рисунок ушных раковин, узкое основание крыльев носа, широкая переносица, толстый кончик носа, опущенные углы рта, микростомия, тонкие пальцы рук (В.Г. Антоненко, 2004). 

Проблема обнаружения конкретных хромосомных перестроек актуальна и для хромосомного анализа малигнизированных клеток при онкологических заболеваниях. В этих случаях часто возникает необходимость проведения исследований на материале, не содержащем делящихся клеток.

К этой группе ДНК-проб примыкает класс субтеломерных зондов – SubTel пробы.

К SubTel пробам относят теломерные ДНК, которые содержат последовательности ДНК, специфичные для субтеломерных и теломерных участков хромосом. Эти ДНК-пробы позволяют эффективно выявлять интерстициальные, субтеломерные или теломерные делеции или дупликации, а также маркировать индивидуальные хромосомы при проведении FISH диагностики.
Особого внимания заслуживает молекулярно-цитогенетическая диагностика субтеломерных хромосомных микроаберраций. Частота данных хромосомных аномалий может достигать 5—25% в группах детей с недифференцированными формами умственной отсталости. До создания коллекций ДНК-проб, маркирующих соответствующие участки хромосом, диагностика этой патологии оставалась невозможной. Получение набора ДНК-проб, маркирующих все субтеломерные участки хромосом, позволило с высокой эффективностью обнаружить данную форму хромосомной патологии. Однако в связи с тем, что применение этого метода сопряжено с большими финансовыми затратами, диагностика субтеломерных хромосомных микроаберраций в настоящее время используется редко. 
Альтернативным методом диагностики субтеломерных хромосомных микроаберраций, предложенным отечественными исследователями, является использование FISH и ДНК-зондов, маркирующих субтеломерные участки хромосом. В настоящее время известны многие клинические характеристики пациентов с субтеломерными микроаберрациями различных хромосом. Благодаря этому становится возможным теоретически выделить ту хромосому, в которой с наибольшей вероятностью расположена микроаберрация, в результате исчезает необходимость одновременного использования нескольких зондов и анализ производится с использованием лишь одной субтеломерной ДНК-пробы.

На основе FISH-анализа с SubTel-пробами были описаны: микротерминальная делеция 8pter в результате семейной транслокации t(8;20), явившейся причиной УО, терминальная делеция del(5p), делеция del(22q13) у больных с задержкой психомоторного развития и речи, спорадический случай делеции del(16p) у детей с тяжелой УО в сочетании с гипотонией и челюстно-лицевыми аномалиями развития. De Vries et al. (2001) тщательно изучил 29 больных с субтеломерными делециями и 110 детей с УО без делеций и оценил их клинический статус, включая общие клинические данные, семейный анамнез, данные по течению беременности и родов, фенотипические аномалии. В результате были обоснованы показания для молекулярно-цитогенетического обследования больных с УО с применением субтеломерных ДНК-проб. Такими показаниями явились: 1) семейный характер УО, 2) пренатальная гипотрофия, 3) постнатальная задержка или опережение физического развития, 4) наличие двух или более челюстно-лицевых микроаномалий, 5) одна или более “не лицевая” микроаномалия и/или врожденный порок развития. 

Цельно-хромосомные зонды или зонды полного окрашивания хромосом WCP-пробы – зонды для полного окрашивания или цельнохромосомные зонды представляют собой набор уникальных последовательностей ДНК, равномерно распределенных вдоль всей длины определенной хромосомы. Такие зонды (в литературе введено другое их название - painting-пробы) используются только на метафазных хромосомах и их применение высоко эффективно в идентификации маркерных хромосом и сложных структурных перестроек с вовлечением нескольких хромосом. Однако не дают возможность регистрировать внутрихромосомные перестройки. С помощью гибридизации наборов хромосомоспецифических проб, меченных разными красителями, в различных сочетаниях на препарате можно получить спектральный отпечаток для каждой хромосомы. Для идентификации всех хромосом набора достаточно 5 флуоресцентных красителей. 

Создание WCP ДНК-проб стало возможным в результате разработки метода выделения ДНК индивидуальных хромосом (микродиссекции), который представляет собой "вырезание" целой хромосомы или какого-либо ее специфического участка in situ. Суть метода заключается в том, что из метафазных хромосом под микроскопом вырезают интересующий участок, который затем клонируют, получая специфическую для данного района библиотеку. В ДНК микродиссектированной хромосомы (или участка) вводится флюоресцентная метка, за счет чего появляется возможность создания коллекций WCP ДНК-проб или ДНК-проб, маркирующих определенные участки хромосом. Таким образом, микродиссекция является достаточно быстрым и эффективным методом получения библиотек, специфичных для определенных хромосомных участков. 

Этапы микродиссекции:

1. Изготовление микроиглы из сверхпрочного стекла

2. Работа выполняется на покровном стекле 

3. Фиксация материала аномальной хромосомы на кончике стеклянной иглы

4. Этап переноса материала аномальной хромосомы в раствор для выделения ДНК

5. Амплификации ДНК диссектированного материала и мечения полученных проб

6. FISH WCP аномальной хромосомы с метафазными хромосомами пациента и 

Такой подход оказался высокоэффективным при анализе малых сверхчисленных маркерных хромосом, делеций, а также аномальных хромосом, возникших в результате сложных хромосомных перестроек, что является одной из серьезных проблем, стоящих перед медицинской генетикой. Одним из достоинств метода микродиссекции является возможность определения точек разрывов, имевших место при реорганизации хромосом, с максимальным для цитологического анализа разрешением. К сожалению, данный комплекс методов не относится к простым и легко воспроизводимым. Он требует от исследователя опыта цитогенетических, микроманипуляционных и молекулярно-генетических работ.

Дополнительная 47-я хромосома, иногда очень маленькая по размеру, встречается с частотой одна на тысячу человек. Определить ее происхождение и состав достаточно сложно, а до появления методов молекулярно-цитогенетической диагностики было просто невозможно. Идентификация материала этих маркерных хромосом особенно важна при проведении дородовой диагностики. В зависимости от состава маркерной хромосомы, ее присутствие может либо никак не отразиться на здоровье ребенка, либо привести к множественным врожденным порокам развития. 

Для анализа малых маркерных хромосом цитогенетики активно используют различные технологии:  флюоресцентную in situ гибридизацию с ДНК-пробами, специфичными прицентромерным районам индивидуальных хромосом. С их помощью возможно установить происхождение лишней хромосомы. Первоначально это вызвало у специалистов прилив энтузиазма. Но, к превеликому сожалению, часто бывает, что информация, ценная для ученых, не имеет в конкретном случае клинического значения. Так оказалось и на этот раз. Почему? Все перечисленные методы позволяли определить происхождение, но не состав маркерной хромосомы. Вопрос, какие гены скрываются в маркерной хромосоме и какие последствия вызовет ее присутствие в клетках человека, оставался открытым. 

В попытках найти ответ на этот вызов была использована группа новых методик: гибридизация ДНК-проб целых хромосом человека, специфических ДНК-проб из соседствующих с центромерой эухроматиновых районов, сравнительная геномная гибридизация. ДНК пробы создавались следующим образом: микроманипуляционно собирали одно плечо хромосомы, и его материал использовали для создания ДНК-пробы. Второе плечо используется для создания второй ДНК-пробы. Т.о. получаются ДНК-пробы 2 плеч хромосомы. В результате FISH одной ДНК-пробы, специфичной целой аномальной хромосоме, исследователь получает полную информацию не только о хромосомной принадлежности ее материала, но и точное описание входящих в ее состав хромосомных районов. Стало возможным выявлять в хромосомах эухромативные районы, т.е. именно те, где находятся гены, нарушение числа копий которых приводит к развитию патологий. 

Помимо средства получения маркеров из заданных районов генома, в настоящее время метод микродиссекции довольно широко применяется для "раскрашивания хромосом". Это позволяет однозначно идентифицировать фрагменты хромосом и мини-хромосомы, которые появляются в гибридных клетках или при некоторых наследственных заболеваниях. 
Многоцветные FISH подходы В соответствии с задачами молекулярно-цитогенетической диагностики методы выявления хромосомных аномалий могут быть разделены на три основные группы.

1. К первой группе следует отнести методы выявления и описания хромосомных перестроек вне зависимости от того, с какой хромосомой или хромосомным районом они связаны (методы общего анализа кариотипа).

2. Вторая группа включает подходы, разработанные для выявления конкретных хромосомных аномалий и не дающие никакой информации о наличии или отсутствии других перестроек хромосом (методы селективного хромосомного анализа).

3. К третьей группе методов относится анализ реорганизации индивидуальной хромосомы вне зависимости от локализации точек разрывов и воссоединений, имевших место в ходе этой перестройки (методы общего анализа индивидуальных хромосом). 

Несмотря на ряд общих закономерностей развития этих методов (увеличение числа одновременно используемых ДНК-проб, совершенствование приборной базы), существуют и некоторые особенности, характеризующие каждую из групп. Если прогресс общего анализа кариотипа в большей степени связан с разработкой новых способов регистрации результатов гибридизации in situ и их обработки, то в основе создания новых методов селективного хромосомного анализа лежит, главным образом, получение новых комплектов ДНК-проб.

1. МЕТОДЫ ОБЩЕГО АНАЛИЗА КАРИОТИПА

Естественно, что для полного анализа кариотипа, т.е. анализа всех районов хромосом, используемые в работе ДНК-пробы должны перекрывать все районы всех хромосом человека. Такие ДНК-пробы или комплекты ДНК-проб используются при многоцветной FISH и сравнительной геномной гибридизации (comparative genome hybridization — CGH).

M-FISH. 

M-FISH (multitarget, multifluor, multicolor или multiplex FISH) является общим названием для традиционных многоцветных FISH, использующих комплекты флуорохром-специфичных фильтров. Принцип M-FISH заключается в раздельной цифровой регистрации сигнала всех используемых флуорохромов, что достигается последовательной сменой комплектов фильтров. Обычно все изображения записываются в отдельные файлы, что позволяет проводить их эффективную обработку, связанную с разделением сигнала и фона, а также количественной оценкой сигнала. Обработка всей записанной информации с помощью специального программного обеспечения переводит информацию об уровне сигналов флуорохромов в каждой точке изображения в псевдоцвета. Одним из основных ограничений числа используемых ДНК-зондов является число доступных флуорохромов, с неперекрывающимися спектрами возбуждения и эмиссии, и наличие соответствующих комплектов фильтров.

Метод, названный mFISH, использует набор оптических фильтров для раздельной регистрации сигналов каждого флуорохрома, после чего с помощью компьютерной программы проводится наложение пяти образов в суммарный образ, на котором каждая хромосома приобретает собственный псевдоцвет, рассчитанный на сочетаниях флуорохромных красителей.

ПСЕВДОЦВЕТА

Кариотип человека состоит из 22 аутосом и половых хромосом X и Y. То есть для одновременной идентификации материала всех хромосом человека необходимо иметь 24 уникально меченые хромосомспецифичные ДНК пробы. Для их мечения вполне достаточно 5 флуорохромов. Хромосомспецифические ДНК библиотеки метятся уникальными комбинациями трех флуорохромов. В результате флуоресцентной in situ гибридизации каждой хромосоме человека соответствует свой псевдоцвет.

Одновременное использование n флуорохромов позволяет получить значительно большее число псевдоцветов. Пусть точка, окрашенная флуорохромом a будет считаться точкой псевдоцвета № 1, точка, окрашенная флуорохромом b будет считаться точкой псевдоцвета № 2, в этом случае можно принять, что точка, окрашенная флуорохромами а и b одновременно, будет считаться точкой псевдоцвета № 3. Таким образом, использование двух флуорохромов позволяет пометить и анализировать в FISH одновременно 3 пробы ДНК, получая четырехцветное изображение (третий флуорохром используется для общей окраски хромосом). В этом эксперименте одна из проб должна быть помечена и флуорохромом a, и флуорохромом b. На слайде показана визуализация трех хромосом норки в одном эксперименте с использованием двух флуорохромов для мечения хромосомспецифичных ДНК проб. Очевидно, что использование n флуорохромов позволяет одновременно анализировать 2n-1 ДНК проб. То есть уже 5 флуорохромов делают возможным анализ результатов одновременной гибридизации 31 пробы ДНК. Этого с запасом хватает для индивидуальной визуализации в одной метафазе материала всех хромосом человека. 

24-цветный FISH

Обычно для комбинаторного мечения хромосомоспецифической ДНК человека используют следующие флуорохромы: FITC (флуоресцеинизотиоцианат), диэтиламинокумарин (DEAC), техасский красный (TexRed), цианиновые красители (Су5).

WCP для 24-х цветной FISH создаются мечением ДНК индивидуальных хромосом уникальными комбинациями флуорохромов из этого списка. На слайде приведен вариант мечения, предлагаемый фирмой Metasystems GmbH, который позволяет использовать для дальнейшей обработки программное обеспечение для автоматической классификации хромосом. Технически анализ результатов 24-цветной FISH может быть проведен в двух вариантах. В одном из них используются комплекты эпифлуоресцентных фильтров и устройство для последовательной раздельной регистрации сигнала флуорохромов. Компьютерная обработка микроизображений, полученных при раздельной регистрации шести флуорохромов (пять флуорохромов использовалось для мечения ДНК-проб, шестой — DAPI, для общего окрашивания хромосом) (см. слайд), позволяет определять хромосомную принадлежность любого района как нормальных, так и перестроенных хромосом (см. вкл. слайд).

Такой метод хромосомного анализа позволяет выявлять и идентифицировать любые транслокации материала негомологичных хромосом. Окраска хромосомы более чем одним цветом свидетельствует о наличии транслокации. Цвет хромосомных районов позволяет однозначно определить хромосомы, которые были вовлечены в данные хромосомные перестройки. Более того, одновременное получение дифференциальной исчерченности анализируемых хромосом нередко позволяет провести и идентификацию точек разрывов-воссоединений, имевших место при хромосомных перестройках. Благодаря 24-цветной FISH первичный анализ сложных кариотипов может быть завершен менее чем за двое суток. К сожалению, необходимо отметить, что 24-цветная FISH оказывается бесполезной при анализе внутрихромосомных перестроек. Делеции, инверсии, дупликации остаются невидимыми для этого метода.

SKY
Альтернативное техническое решение было использовано при разработке спектрального кариотипирования (spectral karyotyping — SKY). В этом случае для каждой точки микроизображения снимается полная спектральная характеристика.

С точки зрения диагностики эти два метода являются практически идентичными. Различие заключается лишь в том, что для SKY используются специальные спектральные системы детекции, а для 24-цветовой FISH применяется цифровой анализ изображения, целью которого является создание соответствующей комбинации цветов, в результате чего каждая гомологичная хромосома имеет свою характерную окраску.

При спектральном кариотипировании хромосом человека так же, как при M-FISH, для создания WCP используют пять флуорохромов: один работает в зеленой области спектра, два — в красной и два — в инфракрасной. При возбуждении и эмиссии всех флуорохромов требуется один и тот же комплект фильтров, что позволяет избежать их последовательной смены, промежуточных фокусировок, и, следовательно, связанных с этим проблем, таких как пространственный сдвиг изображения, определение пороговых значений и сегментационных масок. В одном акте экспозиции полная спектральная характеристика испускаемого света записывается одновременно для каждой точки изображения. На основании анализа спектральных кривых определяется наличие или отсутствие в данной точке конкретных флуорохромов. Следующим шагом является процедура классификации, выполняемая с помощью специального программного обеспечения, которое позволяет определять хромосомную принадлежность анализируемого материала. Это обеспечивает надежную идентификацию (с точностью до хромосомы) материала маркерных хромосом, а также дериватов хромосом, возникших в результате разнообразных перестроек.

Межвидовое цветное сегментирование хромосом (RxFISH)

В основе метода, получившего название RXFISH , лежит тот же принцип многоцветной in situ гибридизации, но в отличие от 24-цветной FISH, этот метод позволяет выявлять и часть внутрихромосомных перестроек. ДНК пробы, используемые в RXFISH , помечены комбинацией трех флуорохромов, что обеспечивает 7 псевдоцветов. Однако они специфично окрашивают отдельные районы хромосом, создавая их цветную исчерченность (см. вкл. рис. 55). Правда, все пробы окрашивают несколько хромосомных районов разных хромосом. Такая особенность ДНК проб для RXFISH обусловлена способом их получения. 

В качестве таких проб были использованы WCP двух видов гиббонов: Hylobates concolor и Hylobates syndactylus. Сегментационное окрашивание хромосом человека при использовании WCP гиббонов обусловлено многочисленными межхромосомными перестройками, различающими хромосомы человека и гиббонов. Очевидно, что, несмотря на всю фантастичность картины RxFISH, использование этого метода имеет достаточно серьезные ограничения: перестройки хромосом, происходящие внутри одного цветного Rx-бэнда, не могут быть выявлены с помощью этого метода, если они не приводят к значительным и легко видимым изменениям его размера. 

Достоинства

· Метод позволяет осуществлять анализ всего генома человека в одном эксперименте многоцветной FISH. 

· Имеются в наличии коммерчески доступные наборы меченых ДНК проб и необходимых систем детекции. 

· Метод позволяет проводить быструю идентификацию значительной части внутри - и межхромосомных перестроек. 

· Возможна автоматическая идентификация метафазных хромосом “цветного бэндинга”. 

· Для каждой хромосомы человека существует уникальный цветовой бар код. 

· RXFISH интегрирован в рабочую станцию CytoVision и стандартные системы флуоресцентной микроскопии. 

К недостаткам RxFISH можно отнести большой размер многих цветных районов. Такие хромосомы как 15, 18, 19, 21, 22, X и Y представляют собой один одноцветный бэнд каждая. Использование в будущем большего числа флуорохромов и новых ДНК-проб, полученных благодаря использованию искусственных хромосом или микродиссекции метафазных хромосом, может значительно повысить разрешающую способность данного метода.

Сравнительная геномная гибридизация (CGH)

Для использования в диагностике хромосомных патологий методов M-FISH, SKY и RxFISH необходимы препараты метафазных хромосом пациента. Это требование не распространяется на метод сравнительной геномной гибридизации. CGH позволяет выявлять нарушение баланса отдельных хромосомных районов даже в том случае, когда в распоряжении экспериментатора находится лишь небольшой фрагмент фиксированного и хранящегося долгие годы образца ткани.

Суть метода заключается в количественном сравнении результатов двухцветной CISS-гибридизации со стандартными хромосомами человека двух образцов меченой ДНК: стандартной (референтной) геномной ДНК человека и ДНК, выделенной из анализируемого образца. При различии в опытном и контрольном образцах представленности хромосомных районов в гомологичных районах стандартных хромосом после CISS-гибридизации наблюдается отклонение в соотношении интенсивности сигналов опытной и референтной ДНК-проб. CGH позволяет оценивать и выявлять нарушения количественной представленности хромосомных районов размером не менее 10 млн п.н. Перспективным направлением развития CGH является матричная CGH (matrix-CGH). Ускорение проведения анализа, повышение его эффективности и уровня разрешения достигается полной автоматизацией процедур приготовления чипа и анализа результатов гибридизации.

Среди основных ограничений CGH необходимо отметить невозможность диагностики хромосомного мозаицизма и сбалансированных структурных хромосомных перестроек. Разработка модификаций метода CGH была направлена на создание высокоразрешающих протоколов для идентификации хромосомных микроаберраций (микроделеций и микродупликаций). В результате этого были созданы методы серийного CGH-анализа, а также ВАС (ВАС — bacteria artificial chromosome — искусственные бактериальные хромосомы) и олигонуклеотидная CGH.

Кратко рассмотрим возможности и ограничения их использования. Для проведения M-FISH, SKY и RxFISH необходимы препараты метафазных хромосом пациента.

, в то время как для CGH достаточно иметь образец геномной ДНК анализируемых клеток. При диагностике хромосомных патологий в клетках солидных опухолей с помощью CGH основной проблемой является выделение клеток опухоли из нормального окружения. Контаминация опухолевых клеток клетками нормальной ткани приводит к значительным искажениям окончательных результатов. CGH дает информацию только о нарушении баланса хромосомных районов (делеции и дупликации хромосомных районов, увеличение копийности хромосом). Хромосомные перестройки, не приводящие к таким нарушениям (транслокации, инверсии), не могут быть обнаружены с помощью CGH. 

В отличие от CGH методы 24-цветной FISH эффективны при выявлении межхромосомных перестроек, затрагивающих негомологичные хромосомы, вне зависимости приводят они к изменению копийности хромосомных районов или нет. Обнаружение внутрихромосомных перестроек остается за пределами возможностей методов M-FISH. 

Следует отметить еще одну общую проблему всех методов M-FISH. В процессе распластывания фиксированных метафазных хромосом на поверхности стекла происходит смешение ДНК соседних хромосомных районов, а это, в свою очередь, приводит к формированию в «пограничном районе» новой комбинации флуорохромов. Таким образом, изображение перестроенной хромосомы с инсерцией небольшого района соответствующей хромосомы может не отличаться от вида нормальной хромосомы или результата транслокации двух других хромосом. 

Определение хромосомного происхождения района превращается в серьезную проблему не только в случае небольших инсерций, но и при транслокациях хромосом, если WCP одной из них отличается от второй наличием одного или двух дополнительных флуорохромов. Пограничный район в перестроенной хромосоме в этом случае содержит все флуорохромы, использованные для мечения этих двух WCP. При применении автоматического классификатора хромосом это приводит к сдвигу границы транслокации на расстояние от полубэнда до целого бэнда. В случае переноса хромосомного района такого размера на хромосому реципиента, WCP которой отличается одним-двумя дополнительными флуорохромами относительно WCP хромосомы донора, выявить хромосомную перестройку обычно не удается. 

2. МЕТОДЫ СЕЛЕКТИВНОГО ХРОМОСОМНОГО АНАЛИЗА

Эффективное использование методов селективного хромосомного анализа предполагает наличие предварительной информации о существовании определенной хромосомной перестройки: перестройки, связанной с конкретными хромосомами, или о наличии аномальной хромосомы неизвестного происхождения. Такая информация может появиться в результате проведения медицинского обследования пациента или хромосомного анализа, выполненного с использованием методов классической цитогенетики. Примерами служат хромосомные синдромы, имеющие достаточно четкое клиническое проявление. Выявление определенной хромосомной аномалии имеет значение при диагностике многих гематологических нарушений и солидных опухолей.

Использование ДНК-проб для выявления численных хромосомных аномалий

В диагностике численных хромосомных аномалий существуют случаи, при которых невозможно или крайне затруднено получение препаратов метафазных хромосом (проведение пренатальной диагностики численных хромосомных патологий при использовании клеток плода, выделенных из кровотока матери, анализ хромосомных нарушений при онкологических заболеваниях после проведения курса химиотерапии). Для выявления численных хромосомных патологий при проведении обследования таких пациентов разработаны специальные ДНК-пробы. ДНК-пробы фирмы предназначенные для идентификации хромосом в метафазных пластинках и определения их числа в интерфазных ядрах, получили название — хромосомных нумераторов (chromosome enumerator probes — СЕР). 

Рассмотрим использование СЕР при проведении пренатальной диагностики. Комбинации СЕР широко используются для определения численных аномалий хромосом 13, 18, 21, X и Y. Метод FISH с интерфазными ядрами некультивированных амниотических клеток или ядерных эритроцитов плода позволяет выявлять анеуплоидии этих хромосом. Однако необходимо помнить, что СЕР разработаны для идентификации интактных хромосом и определения числа их копий в интерфазных ядрах. Эта техника не может дифференцировать нормальную хромосому и ее дериват, содержащий лишь небольшой район исходной хромосомы, в котором локализованы последовательности ДНК, гомологичные ДНК СЕР. Примером использования СЕР при хромосомном анализе онкологических заболеваний является изучение числа хромосом 3, 7, 17 при карциноме мочевого пузыря. Вариант обследования является неинвазивным, так как исследуются  клетки, изолированные из мочи пациента.
Использование ДНК-проб для выявления микроделеций и транслокаций хромосом

Одним из наиболее впечатляющих примеров использования FISH для выявления или уточнения определенных хромосомных патологий является использование ДНК-проб для обнаружения микроделеций хромосомных районов, приводящих к различным патологиям развития. Для этого применяются клонированные уникальные последовательности ДНК, локализованные в районе, потеря которого приводит к развитию синдрома. Для обозначения ДНК-проб, созданных для детекции определенных локусов, мы будем использовать термин — идентификатор специфичных хромосомных локусов (locus specific identificator — LSI).
3. МЕТОДЫ ОБЩЕГО АНАЛИЗА ИНДИВИДУАЛЬНЫХ ХРОМОСОМ

Многоцветное окрашивание хромосом человека (multi color banding - МСВ)

Метод МСВ предназначен для детального анализа отдельных хромосом. В его основе лежит использование микродиссекционных районоспецифичных ДНК-клонотек, многоцветной FISH, цифровой видеозаписи микроизображений и их специализированной компьютерной обработки. Цифровая запись микро-изображений и компьютерная обработка позволяют перевести в псевдоцвета не только комбинации флуорохромов, но и соотношения их интенсивностей. Комплект ДНК-проб для индивидуальной хромосомы представляет собой набор микродиссекционных ДНК-клонотек, каждая из которых обеспечивает необходимый профиль интенсивности сигнала в пределах соответствующего хромосомного района. Уровень сигнала каждой из микродиссекционных районоспецифических ДНК-клонотек варьирует по интенсивности, достигая максимума в центре и постепенно падая практически до нуля на его границах. Мечение ДНК-клонотек флуорохромами проводится таким образом, чтобы после FISH не возникало одинаковых комбинаций флуорохромов в разных хромосомных районах. Перекрывание профилей интенсивности сигналов ДНК-проб обеспечивает вариации соотношений интенсивностей флуоресценции различных флуорохромов вдоль хромосомы. В результате программной обработки изображения каждому из хромосомных районов, характеризующихся уникальной комбинацией сигналов разных флуорохромов, присваивается свой псевдоцвет (слайд). Программное обеспечение, необходимое для обработки микроизображений и генерации МСВ, входит в пакеты программ фирмы MetaSystems GmbH.

При анализе аномальных хромосом, содержащих участок анализируемой хромосомы, возможно определение его локализации, а в случае достаточного размера и его ориентации (слайд). При анализе маркерной хромосомы, состоящей из участка анализируемой хромосомы, МСВ, в отличие от традиционных методов M-FISH, позволяет провести идентификацию хромосомных районов, формирующих маркерную хромосому (слайд).

МСВ открывает принципиальную возможность проведения полного анализа индивидуальной хромосомы в интерфазном ядре, но в настоящее время еще остается ряд нерешенных технических вопросов, которые не позволяют использовать МСВ в рамках рутинной цитогенетики интерфазных ядер.

Последовательность применения методов при высокоэффективной диагностике структурных хромосомных аномалий в постнатальном периоде

1. цитогенетический анализ с использованием дифференциального окрашивания хромосом по длине для идентификации возможной хромосомной перестройки;

2.  FISH с использованием WCH ДНК проб и/или 24-цветовая FISH/SKY для подтверждения наличия соответствующей хромосомной аномалии;

3. МСВ FISH для уточнения участков, вовлеченных в хромосомную перестройку;

4. FISH (одноцветовая или MFISH) с использованием ДНК-проб, состоящих из уникальных последовательностей ДНК для точного определения точек разрыва, связанных с хромосомной аномалией. 

Т.О. резюмируя вышеизложенное

FISH в фундаментальных исследованиях

1. хромосомная локализация генов и последовательностей ДНК;
2. картирование генома, включая порядок и дистанции между генами;

3. исследование организации нтерфазных ядер – хромосомные «домены» и семейства генов в различных типах тканей, на разных стадиях клеточного цикла и при наследственных болезнях (так называемая 3D реконструкция клеток);
4. анализ хромосомных перестроек в медицинской цитогенетике (изохромосомы, сбалансированные хромосомные аномалии);

5. идентификация хромосом и специфических хромосомных участков для направленного выделения определенных генов;

6. определение амплификации генов;

7. идентификация вирусов в клетках

FISH в прикладных исследованиях медицинской генетики и онкогенетики:

1. опредление численных и структурных хромосомных аномалий;

2. идентификация и определение происхождения маркерных (мини-, дополнительных) хромосом;

3. определение анеуплоидий в неделящихся интерфазных клетках при преимплантационной, пренатальной и постнатальной диагностике хромосомных нарушений;

4. идентификация микронарушений хромосом (микроделеции и микродупликации);
5. идентификация происхождения клеток костного мозга после его трансплантации.

Сравнительная цитогенетика (эволюция кариотипа) – изучение геномов различных организмов. Человеческие гены гибридизируются на хромосомы обезьяны.

В процессе эволюции происходит активная перестройка хромосомного набора посредством инверсий, транслокаций, робертсоновских перестроек (слияние и разделение хромосом, не приводящее к изменению количества наследственного материала клетки, но изменяющее число хромосом в наборе) и других типов хромосомных мутаций. Чем дальше друг от друга отстоят организмы, тем сильнее отличаются их хромосомные наборы.

Гибридизируем молекулы, ДНК принадлежащие разным видам, гомологичные последовательности гибридизируются, по количеству прореагирующих дуплексов позволяет оценить долю гомологичных участков ДНК сравниваемых видов.


Человек-шимпанзе-горилла-орунгутан. Хромосомы по структуре похожи, однако имеется ряд перестроек. У человека 23 пары хромосом, а у крупных человекообразных обезьян 24. У человека и шимпанзе идентичны 13 пар хромосом. Два плеча крупной 2-ой хромосомы человека соответствуют двум разным хромосомам обезьян (12 и 13 шимпанзе и 13 и 14 гориллы и орангутана). Это видно при поперечном окрашивании хромосом, которые выявляют идентичные в геноме фрагменты хромосом. Следовательно, в процессе эволюции произошла, по крайней мере, одна робертсоновская перестройка; вероятно, это было слияние хромосом в эволюционной линии, приведшей к возникновению человека (меньше 5 мил. лет назад). Так, хромосома 5-й пары шимпанзе соответствует такой же хромосоме человека, но небольшой ее перицентрический участок инвертирован на 1800 по сравнению с человеческой хромосомой. Инверсии такого рода обнаружены в кариотипах человека и шимпанзе еще в восьми хромосомах (в частности в 4,5,12,17) . Эти данные вместе с указаниями на сходство белков человека и шимпанзе свидетельствуют об их значительной эволюционной близости, наиболее далеко от человека отстоит орангутан. Сравнение аминокислотных последовательностей белков шимпанзе и человека привело к выводу, что около 99% их белков абсолютно идентичны. Из этого следует, что и структурные гены человека и шимпанзе сходны в наибольшей степени. 

Число хромосом у млекопитающих может различаться в десятки раз, хотя размер генома отличается менее чем на 20%. Если до общего предка млекопитающих около 200 миллионов лет и около 60 транслокаций (перестроек разных хромосом), то 1 транслокация сохраняется и дает начало новому виду не реже чем раз в 3 млн. лет. А так как недетектируемых внутрихромосомных перестроек больше на 1-2 порядка, то это означает, что носители таких перестроек выживают гораздо чаще, нежели раз в 3 млн. лет.
Дж. Дайамонд. По его оценкам, геномы человека и шимпанзе различаются примерно на 3,2 × 107 одиночных замен нуклеотидов из 3 × 109, то есть на каждый сотый нуклеотид, но остальные 99 из 100 нуклеотидов у них одинаковы. Время их молекулярной дивергенции оценивается в 5–10 млн. лет назад. Эти факты являются очень веским аргументом в пользу естественного происхождения человека в процессе филогенетического развития жизни на Земле в противовес различным религиозным мифам о разовом творе​нии 5–10 тыс. лет тому назад.
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