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* За последние годы показано, что только треть
всех наследственных заболеваний имеет традици�
онный моногенный аутосомный тип наследова�
ния [1]. Характер наследования остальных не со�
гласуется с законами Менделя, предполагающи�
ми одинаковое действие генов, полученных от
обоих родителей. К таким заболеваниям относят�
ся сцепленные с полом заболевания, при которых
мутантный ген находится на хромосомах Х и Y.

* Эл. почта: ekat.blag@gmail.com

Эти заболевания зачастую неизлечимы и приво�
дят к смерти в раннем возрасте, а большинство из
них влияет на качество жизни. Поэтому выясне�
ние пола плода на ранних сроках беременности
поможет предотвратить повторные случаи рожде�
ния больных детей в семьях с отягощенной на�
следственностью. В настоящее время известно
более 300 заболеваний и признаков, передаю�
щихся сцепленно с полом: гемофилии А и В,
различные формы X�сцепленной умственной
отсталости, например синдром Мартина�Белл,
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прогрессирующие мышечные дистрофии Дю�
шенна и Беккера, нефрогенный несахарный
диабет, некоторые формы гидроцефалии, X�
сцепленная глухота и др. [2–4]. В большинстве
случаев это заболевания, сцепленные с хромо�
сомой Х, так как хромосома Y содержит относи�
тельно небольшое число генов. Мутации в этих
генах приводят к развитию заболеваний, при
которых наблюдается нарушение функциони�
рования мужских половых желез. Такие мута�
ции возникают, как правило, de novo. Как и
менделирующие моногенные заболевания, ге�
ны которых локализованы на аутосомах, Х�
сцепленные заболевания могут наследоваться и
рецессивно, и доминантно [1].

Заболевания с Х�сцепленным рецессивным
типом наследования возникают у лиц мужского
пола, мутантный ген у которых находится в геми�
зиготном состоянии. У женщин, носительниц му�
тантного гена, этот ген находится, как правило, в
гетерозиготном состоянии на одной из хромосом
Х [1]. Поэтому в семьях с такими заболеваниями
крайне важно определять пол плода на раннем
сроке беременности.

Доминантный X�сцепленный тип наследо�
вания встречается крайне редко и точно дока�
зан лишь для нескольких заболеваний. В этом
случае мутантный ген локализован на хромосо�
ме Х, он может проявляться как в гетерозигот�
ном, так и в гемизиготном состоянии. Особен�
ность заболеваний с этим типом наследования
состоит в различной тяжести клинической кар�
тины у больных женского и мужского пола. У
женщин с гетерозиготной мутацией часто на�
блюдается неполная пенетрантность и умерен�
но выраженная экспрессивность патологиче�
ского гена. Среди них довольно распростране�
но бессимптомное носительство, что можно
объяснить преимущественной инактивацией
Х�хромосомы с патологической мутацией. Та�
ким образом, разное фенотипическое проявле�
ние Х�сцепленных заболеваний у лиц мужского
и женского пола делает необходимым прена�
тальное определение пола плода на раннем сро�
ке беременности [1].

Оптимальный срок проведения дородовой ди�
агностики с минимальным риском для матери –
7–12 недель беременности. В настоящее время
основным методом определения пола плода счи�
тается ультразвуковая диагностика, однако на
ранних сроках беременности этот метод позволя�
ет судить о наличии заболевания только по кос�
венным ультразвуковым маркерам.

Более точной и информативной представляет�
ся инвазивная пренатальная диагностика, прово�

димая при подозрении на заболевание, сцеплен�
ное с полом. Однако, несмотря на очевидные пре�
имущества ранней пренатальной диагностики,
этот метод имеет и недостатки, связанные, в
первую очередь, с возникновением угрозы выки�
дыша – от 0.2 до 2%, в зависимости от методики и
сроков беременности [5–9].

Крайне важна разработка достоверного и без�
опасного метода неинвазивной диагностики
сцепленных с полом заболеваний.

Половую принадлежность образцов ДНК при�
нято определять с использованием маркера SRY
(расположенный на хромосоме Y однокопийный
ген фактора транскрипции, синтезируемого в се�
менниках) [10]. Однако в последнее время все
большее внимание привлекает маркер DYS14, ко�
торый находится в интроне 1 многокопийного ге�
на, кодирующего белок TSPY [11]. Среднее число
копий данного гена на хромосоме Y превышает
50, и каждая копия содержит маркер DYS14. Это
позволяет существенно повысить чувствитель�
ность обнаружения маркера при подборе опти�
мальных условий амплификации. Цель нашей ра�
боты состояла в разработке системы, позволяю�
щей надежно выявлять маркер DYS14, при
доступности малых количеств генетического ма�
териала.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

В работе использовали образцы геномной
ДНК 30 мужчин и 30 женщин. Образцы крови ин�
кубировали с протеиназой К в присутствии 0.1%
додецилсульфата натрия, а затем из плазмы крови
с помощью смеси фенол–хлороформ выделяли
геномную ДНК. РНК из образцов удаляли РНКа�
зой T1 (“Fermentas”, Литва). ДНК повторно обра�
батывали фенолом и переосаждали этанолом.
Концентрацию ДНК измеряли на спектрофото�
метре NanoVue (“HealthCare Bio�Sciences AB”,
Швеция).

Половую принадлежность образцов определяли
с помощью амплификации маркера DYS14, рас�
положенного на хромосоме Y, методом ПЦР в ре�
альном времени. Амплификацию проводили на
термоциклере ABI 7500 Fast (“Applied Biosystems”)
в 20 мкл реакционной смеси следующего состава:
70 мМ Трис�HCl, pH 8.8, 16.6 мМ сульфат аммо�
ния, 0.01%�ный Твин�20, 2 мМ хлорид магния,
200 нМ каждого dNTP, 500 нМ праймеров
(DYS14�F, 5'�catccagagcgtccctgg�3' и DYS14�R, 5'�
ttcccctttgttccccaaa�3'), 200 нМ зонда (DYS14�FAM,
FAM�5'�agcacctctccactagaaaggc�3'�BHQ1), 1.5 ед. Taq�
ДНК�полимеразы, до 50 нг геномной ДНК. Условия
амплификации фрагмента ДНК: 95°C/2 мин – пер�
вый цикл; 94°C/10 с, 60°C/90 с – 60 циклов. Размер
продукта амплификации – 147 п.н. Регистрируемое
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накопление сигнала флуоресценции свидетельство�
вало о том, что в образце есть ДНК, содержащая
маркер DYS14. 

Специфичность и чувствительность метода
контролировали с помощью ПЦР�амплифика�
ции фрагмента ДНК, содержащего маркер SRY,
согласно [11].

Положительным контролем прохождения
ПЦР в реальном времени служил фрагмент од�
нокопийного гена “домашнего хозяйства”
GAPDH [12].

Эффективность ПЦР (E) рассчитывали со�
гласно [11].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Согласно результатам амплификации гена
GAPDH все образцы содержали достаточное коли�
чество геномной ДНК, качество которой позво�
ляет проводить ПЦР в реальном времени. С ис�
пользованием различных разведений “мужской”
ДНК оценили эффективность амплификации
(рис. 1) и установили минимальное количество
маркера DYS14 (рис. 2), выявляемое методом
ПЦР в реальном времени: 6.7 пг ДНК, или две ко�
пии генома в реакционной пробирке (количество
копий ДНК – от 2 × 100 до 2 × 104, объем реакци�
онной смеси – 20 мкл, объем раствора матричной
ДНК – 1 мкл), что соответствует 6.7 нг ДНК,
или 2000 копий генома в 1 мл крови. При добав�
лении в реакционную смесь ДНК в количестве,
соответствующем одной копии генома, вероят�
ность прохождения ПЦР соответствовала ожи�
даемой, исходя из распределения Пуассона.
Для сравнения амплифицировали широко ис�
пользуемый в судебно�медицинской эксперти�
зе маркер SRY. Продукт амплификации этого
маркера появлялся только при использовании
не менее 40 копий генома. Таким образом, уста�
новленный нами порог чувствительности при
использовании маркера DYS14, как минимум, в
10 раз ниже. 

Следовательно, эффективность амплифика�
ции маркера DYS14 с применением праймеров,
предложенных ранее [11], на 18% ниже эффек�
тивности системы, разработанной нами.

Специфичность и чувствительность метода
определения пола с помощью ПЦР в реальном
времени мы оценили на 60 образцах крови с
известной половой принадлежностью. Все 30
образцов крови мужчин дали положительный
результат, а 30 образцов крови женщин – отри�
цательный. Ложноположительные и ложноот�
рицательные результаты отсутствовали.

Известно, что концентрация внеклеточной
ДНК [13] плода в крови матери составляет око�
ло 100–3000 копий/мл [14–17]. В нашей рабо�
те минимальное определяемое количество
ДНК, содержащей маркер DYS14, составило
2000 копий/мл крови, что, в принципе, позво�
ляет применять данный метод для обнаруже�
ния ДНК плода, циркулирующей в крови бере�
менной женщины, с целью неинвазивного
определения пола плода на ранних сроках бе�
ременности.
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