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Усовершенствованная методика культивирования 
и фиксации амниоцитов человека 

С Б. Арбузова, Л . А. Хлевная, С. А. Малова 

Донецкий межобластной медико-генетический центр 
340000, Донецк, ул. Артема, 57 

Описаны модификации, предложенные к классическим методикам культивирования и фиксации 
амниоцитов. Усовершенствованная методика позволяет сократить время культивирования д 
8—J2 сут, увеличить число метафазных пластинок на анализируемых препаратах, улучшить :х 
качество. 

Введение. Усовершенствование методов культура-
льных исследований имеет важное теоретическое и 
практическое значение в решении целого ряда 
медико-биологических проблем. 

Культивирование амниоцитов для определения 
кариотипа плода используется в пренатальной ди
агностике хромосомных синдромов, занимающих 
одно из ведущих мест в структуре причин детской 
смертности и ргнвалидности. Получение амниотиче-
ской жидкости не представляет сложности и произ
водится в большинстве случаев с помощью транс-
абдоминального амниоцентеза, являющегося наи
более доступным, информативным и безопасным из 
всех предложенных на сегодняшний день инвазив-
ных манипуляций [1—5]. Однако широкому при
менению этого метода, в частности в Украине, 
препятствуют высокая стоимость реактивов и дли
тельные сроки культивирования при использовании 
классических методик. Актуальной проблемой так
же остается повышение качества хромосомных пре
паратов, В связи с этим цель нашего исследования 
состояла в усовершенствовании традиционных ме
тодик культивирования и фиксации амниоцитов. 

Материалы и методы. Модификации, предло
женные к классическим методикам культивирова
ния и фиксации амниоцитов, были отработаны на 
примере 150 культур. Параллельно в 30 случаях 
осуществляли культивирование и фиксацию по ме
тодикам, предложенным Джекобсоном, Надлером и 
Нельсоном [6—8 ]. Для работы использовали пробы 
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амниотической жидкости, полученные на 18—21-й 
неделях беременности. Диагностический амниоцев 
тез проводили под контролем ультразвукового о? л 
нера Aloka SSD-630. 

Результаты и обсуждение. Предложены следу 
ющие модификации к традиционным методикам 
культивирования и фиксации амниоцитов. 

1. Устранен предварительный этап обработки 
амниотической жидкости перед постановкой ее t 
культуру — центрифугирование. Благодаря этому 
удалось снизить уровень травматизма эмбриональ
ных клеток и, следовательно, повысить количество 
прикрепленных к субстрату амниоцитов. 

2. На протяжении всего времени культивиро
вания лишь дважды меняли питательную смесь. 
Первый раз на 5-е сут после постановки культуры, 
поскольку более ранняя смена, описываемая в ряде 
классических методик [6—8 ], нежелательна вслед
ствие того, что лишь по истечении вышеуказанного 
срока расходуется весь набор питательных вешесг 
в культуральной смеси. Второй раз — за 16—18 ч 
до начала фиксации. Данное условие позволяет 
синхронизировать мейотические деления амниоци
тов, поэтому количество метафаз на готовых пре
паратах увеличивается. 

3. Для культивирования амниоцитов использо
вали эмбриональную телячью сыворотку л синте
тические питательные среды. Культу рал ьную смесь 
готовили непосредственно перед постановкой куль
туры. Самостоятельное производство эмбриональ
ной телячьей сыворотки позволяет избежать нару
шений температурного режима. Качество культу-
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рального субстрата повышается также за счет ис
пользования комбинированной питательной смеси 
(Среды RPMI-I640, Ham's F-10, IMDM, Ham's 
F-12) и комплекса витаминов и аминокислот. 

4, В состав культуральных сред вводится бу
ферный раствор (HEPES) для поддержания опти
мальной кислотности питательной смеси (7,2—7,4). 
В этой связи нет необходимости использовать доро
гостоящий С0 2-инкубатор, как предполагается тра
диционными методиками. 

Итак, юри использовании всех вышеприведен
ных модификаций время культивирования амнио-
цитов сократилось до 8—12 сут. По истечении 8 сут 
на дне культуральных флаконов просматриваются 
5—6 хорошо сформированных колоний (такая 
культура уже пригодна для фиксации), а через 12 
сут формируется сплошной клеточный монослой, 
При использовании классической методики получе
ние клеточного материала, необходимого для фик
сации, достигается лишь за 15—21-е сут. 

Таким образом, усовершенствованная методи
ка позволяет снизить сроки культивирования амни-
оцитов и в случае необходимости проводить цито-
генетическую дородовую диагностику плода при 
больших сроках беременности — 23—25 недель. 
Кроме того, при использовании модифицированной 
методики повышается качество хромосомных пре
паратов, а количество метафаз на одном стекле 
увеличивается до 30—50, в отличие от стандартной 
методики, позволяющей получить 13—15 пласти
нок, доступных для анализа. 

При использовании общепринятой методики 
культивирования в ряде случаев необходимо повто
рение амниоцентезов из-за отсутствия роста куль
туры, что может приводить к серьезным осложне
ниям, самопроизвольному прерыванию беременно
сти: [2, 3], 

В Донецком межобластном медико-генетиче
ском центре инвазивные исследования с использо
ванием предложенной методики проведены более 
чем для 1300 женщин. Были выявлены 40 хромо
сомных патологий плода. Среди них наиболее часто 
встречаемые: трисомия 21 — 18 случаев; трисомиз* 
18 — 5; синдром Тернера — 3; синдром трипло-
X —2. Помимо этого, синдромы Клайнфельтера и 
дуішь-Y; триплоидия и др. Предложенные модифи
кации культивирования амниотической жидкости 

для получения хромосомных препаратов высокого 
качества могут быть широко использованы в науч
но-исследовательской и практической работе в ци-
тогенетических лабораториях Украины. 

С. Б. Арбузова, Л. А. Хлівна, С. А. Малова 

Удосконалена методика культивування та фіксації амніоц; ;ів 

людини 

Резюме 

Описано модифікації, запропоновані до класичних *.ич:югтк 
культивування та фіксації амніоцитів. Удоскона ієна метри
ка дозволяє скоротити час культивування со \'l o:f>, -w'.' 
шити число метафазних пластинок на препаратах, аналі
зуються, поліпшити їхню якість. 

S. В. Arbuzova, L. A. Kchlevnaya, S. A. Malova 

Modified methods of cultivation and fixation of human <immocyv\. 

Summary 

Modifications offered for classic techniques of cultivation and 
fixation of amniocytes have been described. The modified lechtnque 
allows to shorten the time for cultivation till 8— J 2 r/< y,v, i,urease a 
number of metaphase plates on the analysed preparations aud to 
improve their quality. 
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