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В плацентарных тканях спонтанных абортусов I триместра беременности от женщин с привычным
невынашиванием беременности или с одним спорадическим абортом с использованием ДНК-мик-
рочипов проведен анализ дифференциального метилирования 47 импринтированных генов. Пока-
зано, что у абортусов от женщин с привычным невынашиванием беременности в отличие от эмбри-
онов от женщин со спорадической потерей беременности статистически значимо чаще регистриру-
ются эпимутации импринтированных генов с частотой 6.2 и 3.7% на локус соответственно (р < 0.01).
Преобладающим типом эпимутаций оказалось постзиготическое гипометилирование импринтиро-
ванных генов на хромосомах материнского происхождения, составившее в исследованных группах
5.1 и 2.9% на локус соответственно. Репликативное исследование статуса метилирования семи им-
принтированных генов (DLK1, PEG10, PLAGL1, KCNQ1OT1, PEG3, GRB10 и PEG1/MEST) в расширен-
ных выборках эмбрионов подтвердило результаты микрочипового анализа как в отношении частот эпи-
мутаций, так и в отношении преобладания соматического гипометилирования аллелей материнского
происхождения. Установлено, что потери беременности сопровождаются мультилокусными дефектами
метилирования импринтированных генов, частота которых также статистически значимо повышена в
плацентарных тканях спонтанных абортусов от женщин с привычным невынашиванием.
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вания, плацента, привычное невынашивание беременности, спонтанные аборты, эпимутации.
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Невынашивание беременности – одна из ос-
новных проблем репродукции человека. Около
15% беременностей спонтанно прерываются в те-
чение первого триместра. При этом существует
около 1–2% супружеских пар, в которых потери
беременности происходят неоднократно. Это яв-
ление называется привычным невынашиванием
беременности (ПНБ). Пока нет консенсуса отно-
сительно числа выкидышей, которые позволяют
отнести семью к категории пар с ПНБ. Так, Евро-
пейское общество репродукции человека и эм-
бриологии (ESHRE) рекомендует считать ПНБ
наличие в анамнезе подряд трех и более самопро-
извольных прерываний беременности в сроках до
22 недель [1], однако Американское общество ре-
продуктивной медицины (ASRM) предлагает от-
носить семью к категории ПНБ уже после двух
последовательных выкидышей, при этом мас-

штаб проблемы возрастает до 2–5% супружеских
пар [2].

В структуре причин ПНБ выделяют генетиче-
ские и нейроэндокринные нарушения, инфекци-
онные заболевания у матери, возраст, иммуноло-
гические конфликты между матерью и плодом,
неблагоприятное воздействие окружающей сре-
ды. Ранее при спорадическом прерывании бере-
менности в I триместре аномалии кариотипа вы-
являли у 50% абортусов [3]. Сегодня эта цифра
приближается к 60% и даже выше [4]. В этом слу-
чае при анализе кариотипа родителей чаще всего
аномалии не выявляются. Однако при исследова-
нии супружеских пар с ПНБ в 2–10% случаев
имеют место хромосомные аномалии, представ-
ленные в основном сбалансированными реци-
прокными транслокациями, робертсоновскими
транслокациями, мозаичными нарушениями по-
ловых хромосом, инверсиями [5].
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Тем не менее при исключении всех перечис-
ленных выше причин остается около 40% супру-
жеских пар, происхождение привычного выки-
дыша у которых представляется неясным. При-
чина гибели таких зародышей с нормальным
кариотипом, как правило, не выявляется. Нали-
чие нормального кариотипа у эмбриона вовсе не
означает функциональную сбалансированность
его генома, в том числе и вследствие геномного
импринтинга – эпигенетического феномена,
обеспечивающего дифференциальную моноал-
лельную экспрессию генов в зависимости от их ро-
дительского происхождения [6]. Импринтирован-
ная экспрессия регулируется посредством зависи-
мого от пола метилирования ДНК, ковалентной
модификации гистоновых белков в составе хрома-
тина, а также функционированием некодирую-
щих РНК. К настоящему времени в геноме чело-
века обнаружено около 70 импринтированных
локусов [7], большинство из которых вовлечено в
обеспечение процессов внутриутробного разви-
тия через контроль клеточной пролиферации и
дифференцировки плацентарных тканей, регуля-
цию метаболизма некоторых гормонов и росто-
вых факторов [8].

Ранее нами при исследовании статуса метили-
рования ряда импринтированных генов и центров
импринтинга при остановке эмбрионального разви-
тия было показано наличие эпимутаций (а именно
гипометилирование аллелей материнского проис-
хождения) одновременно в двух импринтирован-
ных локусах – в центре импринтинга KCNQ1OT1
(11p15.5) и в гене PLAGL1 (6q24) у 2.3% спонтан-
ных абортусов (СА). Примечательно, что эти слу-
чаи были отмечены только в семьях с ПНБ [9, 10].
Кроме того, было показано, что гипометилирова-
ние PLAGL1 статистически значимо чаще (p < 0.05)
встречалось в плацентарных тканях СА от жен-
щин с ПНБ [10].

С применением биочиповых технологий стало
возможным оценить одновременно профили ме-
тилирования CpG-динуклеотидов практически
всех импринтированных генов, что позволяет реа-
лизовать непредвзятый подход к выбору таких ге-
нов для анализа. Целью настоящего исследования
стал сравнительный анализ статуса метилирования
47 импринтированных генов при остановке эмбри-
онального развития в I триместре беременности
при наличии у женщины ПНБ либо одного спо-
радического аборта, с использованием ДНК-мети-
лочипа “GoldenGate Methylation Cancer Panel I”
(Illumina, США) и последующим репликативным
исследованием ряда дифференциально метили-
рованных генов на расширенных выборках.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Проведение исследования одобрено Комите-

том по биомедицинской этике НИИМГ (прото-

кол № 2 от 22 апреля 2010 г.). От всех супружеских
пар было получено информированное согласие
на участие в исследовании. Работа выполнена на
плацентарных тканях СА I триместра беременно-
сти, полученных от женщин с ПНБ (группа I,
9 эмбрионов) и со спорадической потерей бере-
менности (СПБ) – наличием в анамнезе только
одного прерванного аборта (группа II, 6 эмбрио-
нов). В группе I женщины в анамнезе имели три
СА (№ 2–5, 8 в табл. 1, 2), четыре СА (№ 1, 7) и
пять СА (№ 6, 9). В группе II у женщин в анамнезе
был один СА (№ 11, 12, 14), СА и один живорож-
денный ребенок (№ 15) либо СА и двое детей
(№ 13, 16). В качестве контроля исследованы пла-
центарные ткани четырех медицинских аборту-
сов (МА) I триместра беременности от женщин
без каких-либо гинекологических заболеваний в
анамнезе, не пожелавших сохранить нормально
протекавшую беременность по социальным по-
казаниям. Продолжительность внутриутробного
развития спонтанных и медицинских абортусов,
определенная по данным ультразвукового иссле-
дования, статистически значимо не отличалась
(8.4 ± 0.9 недель в группе I, 8.1 ± 1.4 в группе II и
7.8 ± 0.7 – в контрольной группе; p = 0.8), так же
как не отличался и возраст матерей (27.8 ± 4.2 лет
в группе I, 26.3 ± 5.9 в группе II и 26.9 ± 1.9 в кон-
трольной группе; p = 0.6). 

Все медицинские и спонтанные абортусы име-
ли нормальный кариотип, установленный с по-
мощью стандартного кариотипирования G-окра-
шенных метафазных хромосом, либо комбина-
ции сравнительной геномной гибридизации
(CGH) и флуоресцентной in situ гибридизации
(FISH) для исключения анеуплоидии и полипло-
идии. В отличие от кариотипирования комбина-
ция методов CGH и FISH не может исключить
присутствия сбалансированных транслокаций
хромосом, которые, однако, не являются распро-
страненной хромосомной аберрацией в материа-
ле спонтанных абортов и в большинстве своем ас-
социированы с живорождением и нормальным
постнатальным развитием организма [3]. Семь
пар с ПНБ имели нормальный кариотип, в двух
случаях родители были недоступны для цитогене-
тического анализа. 

Статус метилирования CpG-динуклеотидов
определяли в образцах геномной ДНК, выделен-
ной из некультивированных клеток цитотрофоб-
ласта хориона (ЦХ) и внезародышевой мезодер-
мы (ВМ). Для обогащения образцов клетками ЦХ
осуществляли мацерацию ворсин хориона, полу-
ченных после механического разделения внезаро-
дышевых тканей с использованием инвертиро-
ванного микроскопа Axiovert 200 (Carl Zeiss, Гер-
мания), 60%-ной уксусной кислотой в течение 3–
5 мин, а затем полученную клеточную суспензию
отмывали 3 раза раствором 1× PBS. Для получе-
ния образцов ВМ использовали ткани около-
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плодных оболочек, входящих в состав хориона.
ДНК выделяли с помощью стандартной фенол-
хлороформной экстракции.

Критерием выбора тканей для исследования
являлось их происхождение из различных внеза-
родышевых и зародышевых листков (трофэкто-
дермы и эпибласта, соответственно), обособле-
ние которых происходит в период имплантации
бластоцисты. Сравнительный анализ распределе-
ния эпимутаций в этих тканях позволяет иденти-
фицировать соматические (присутствуют только
в одной ткани) и герминативные (наличие в обе-
их тканях) нарушения характера метилирования с
учетом особенностей эпигенетического репро-
граммирования генома [11]. В онтогенезе млеко-
питающих известны две волны такого репрограм-
мирования. Одна из них протекает при закладке и
созревании половых клеток и представлена по-
следовательными событиями тотального де- и ре-
метилирования ДНК. Тем не менее деметилиро-
вание ДНК происходит не полностью, и средний
индекс метилирования в мужских и женских при-
мордиальных половых клетках остается на уровне
7.8 и 6.0% соответственно. В зрелых гаметах про-
исходит de novo гиперметилирование, в то же вре-
мя примерно 10% CpG-динуклеотидов остаются
в неметилированном состоянии. Другая волна ре-
программирования происходит сразу после опло-
дотворения. В это время материнский и отцов-
ский геном подвергаются деметилированию, за
исключением импринтированных генов. Соглас-
но результатам последних исследований, во вре-
мя оплодотворения средний индекс метилирова-
ния в зрелых сперматозоидах составляет 54%, а в
ооцитах, находящихся в метафазе II, 48%. В зиго-
те этот показатель составляет 41% и уменьшается
до 32% на преимплантационных этапах развития
[12, 13].

С учетом особенностей эпигенетического ре-
программирования принималось, что при нали-
чии гипер- или гипометилирования импринтиро-
ванных генов только в одной из исследованных
тканей эпимутации имели постимплантационное
происхождение, обусловленное нарушением ме-
ханизмов поддержания импринтинга в соматиче-
ских клетках зародыша. Наличие эпимутаций в
обеих тканях, наоборот, рассматривалось как ре-
зультат нарушения перепрограммирования в при-
мордиальных половых клетках родителей. В связи
с этим такие эпимутации рассматривали как гер-
минативные. Однако в случае гипометилирова-
ния исследуемого локуса в двух тканях нельзя бы-
ло однозначно говорить о происхождении эпиму-
таций, так как такой характер метилирования мог
возникнуть как в гаметах родителей, так и вслед-
ствие потери устойчивости дифференциально
метилированных сайтов к эпигенетическому ре-
программированию генома, проходящему в пе-
риод дробления бластомеров.

Анализ статуса метилирования был выполнен
с помощью метилочипа “GoldenGate Methylation
Cancer Panel I” (Illumina, США) после бисуль-
фитной модификации ДНК согласно протоколу
производителя. Данный метилочип содержит
1505 CpG-динуклеотидов 807 генов, включая
108 CpG-сайтов, локализованных в 47 импринти-
рованных генах, среди которых 72 СpG-динук-
леотида расположены в 32 генах, экспрессирую-
щихся с хромосомы отцовского происхождения,
а 36 СpG – в 15 генах с материнской экспрессией.
Список исследованных генов и первичные дан-
ные об индексе их метилирования размещены на
сайте НИИ медицинской генетики ТНИМЦ [14].
Большинство представленных на метилочипе
CpG-сайтов являются функционально значимы-
ми, поскольку ранее было показано, что их мети-
лирование коррелирует с супрессией транскрип-
ционной активности импринтированных генов
[15].

Результаты гибридизации анализировали с ис-
пользованием программного пакета “GenomeStu-
dio Methylation Module” (Illumina, США), который
переводит интенсивность флуоресценции в коли-
чественную величину β. Эта величина соответ-
ствует отношению флуоресцентных сигналов ме-
тилированных аллелей к сумме флуоресцентных
сигналов метилированных и неметилированных
аллелей анализируемого локуса. Величина β яв-
ляется непрерывной и может принимать любое
значение от 0 до 1, где 0 соответствует состоянию,
когда все CpG-сайты в данном положении неме-
тилированы, а 1 указывает на полное метилиро-
вание всех гомологичных CpG-динуклеотидов.
Для каждого CpG-динуклеотида рассчитывалась
Δβ – разность в индексе метилирования между
CpG-локусом опытного и контрольного образ-
цов. Значение Δβ, равное 0.17, принимается поро-
гом чувствительности данного метилочипа, поз-
воляющим выявлять статистически значимые
различия в индексе метилирования анализируе-
мого сайта в сравниваемых группах при уровне
значимости p = 0.01 [16]. Поэтому в качестве кон-
трольных значений метилирования импринтиро-
ванных генов принимались значения 0.50 ± 0.17.
При регистрации эпимутаций у СА исходили из
того, что значение индекса метилирования в
CpG-сайтах β ≤ 0.17 соответствует гипометилиро-
ванному состоянию локуса, а β ≥ 0.83 – гиперме-
тилированному.

Спектр эпимутаций регистрировался по сле-
дующим параметрам и их комбинациям:

1) гипо- или гиперметилирование аллелей;
2) наличие эпимутации на хромосомах мате-

ринского или отцовского происхождения;
3) герминативное или соматическое проис-

хождение эпимутации.
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Частоту эпимутаций определяли исходя из
числа эмбрионов (9 и 6 абортусов в группах I и II),
общего числа исследуемых CpG-сайтов (89 сай-
тов в обеих группах), анализа у каждого эмбриона
двух тканей и возможности эпимутаций по каж-
дому локусу на хромосомах материнского и от-
цовского происхождения. С учетом этого сум-
марное число исследованных CpG-динуклеоти-
дов составило в группе I – 1602 (89 × 9 × 2), а в
группе II – 1068 (89 × 6 × 2).

Для валидации данных микрочипового иссле-
дования в расширенных выборках был проведен
анализ статуса метилирования импринтирован-
ных генов (DLK1, PEG10, PLAGL1, KCNQ1OT1,
PEG3, GRB10), задействованных в регуляции эм-
брионального развития. Кроме того, был иссле-
дован статус метилирования еще одного имприн-
тированного гена – PEG1/MEST, эпимутации в
котором были обнаружены в других исследовани-
ях [17, 18]. Этот ген, так же как и PEG10 и GRB10,
локализован на хромосоме 7, поэтому сопостав-
ление данных статуса метилирования этих генов
дополнительно позволяет дифференцировать
эпимутации от однородительского наследования
этой хромосомы.

Расширенная выборка составила 102 СА от
женщин с ПНБ (группа III) и 114 СА от женщин
со СПБ (группа IV). В качестве контроля было
проанализировано 100 МА. Продолжительность
внутриутробного развития эмбрионов в сравнива-
емых группах статистически значимо не отличалась
(7.7 ± 0.8 недель в группе III, 7.9 ± 1.6 в группе IV и
7.6 ± 1.2 – в контрольной группе; p = 0.8), так же как
не отличался и возраст матерей (27.9 ± 4.1 лет в
группе III, 26.7 ± 6.4 в группе IV и 25.4 ± 2.0 в кон-
трольной группе; p = 0.6). Все эмбрионы имели
нормальный кариотип, установленный с помо-
щью стандартного метафазного анализа или с ис-
пользованием комбинации CGH и FISH. Харак-
тер метилирования анализировали в ВМ и ЦХ с
использованием метил-специфической ПЦР и
олигонуклеотидных праймеров, предложенных в
литературе [19–22].

Статистический анализ экспериментальных
данных проводили с использованием критерия χ2

и точного критерия Фишера.

РЕЗУЛЬТАТЫ

На первом этапе исследования статус метили-
рования с помощью ДНК-метилочипов был оце-
нен в контрольной группе МА. Отмечено, что
среди 108 CpG-динуклеотидов, представленных
на чипе, 19 CpG имели статус метилирования, не
соответствующий теоретически ожидаемому для
импринтированных генов, из них восемь генов
(ASCL2, SGCE, SNRPN, RASGRF1, SLC22A3,
COPG2, NDN и MKRN3) оказались в гипометили-

рованном состоянии (β < 0.17), тогда как в четы-
рех генах (USP29, GABRG3, SLC22A18 и DIRAS3),
напротив, было зарегистрировано гиперметили-
рование (β > 0.83). Такой статус метилирования
не характерен для импринтированных генов, по-
скольку известно, что их дифференциальное ме-
тилирование устанавливается в половых клетках
родителей и сохраняется в соматических клетках
потомства [23]. В то же время имеются данные о
том, что для некоторых импринтированных ге-
нов, например UBE3A, возможно постзиготиче-
ское установление дифференциального метили-
рования [24]. Не исключено, что на исследован-
ном нами этапе эмбриогенеза некоторые гены в
плацентарных тканях имеют другой, отличаю-
щийся от теоретически ожидаемого, характер ме-
тилирования [25] либо в регуляции их имприн-
тинга задействованы другие эпигенетические ме-
ханизмы, например, такие как модификации
гистонов и некодирующие РНК.

Таким образом, только в 89 CpG-динуклеоти-
дах статус метилирования в плацентарных тканях
при нормальном развитии совпал с теоретически
ожидаемым для импринтированных локусов ге-
нома (0.50 ± 0.17), поэтому в дальнейший анализ
были включены только эти CpG-динуклеотиды.
Анализ их профилей метилирования у СА от жен-
щин с ПНБ (группа I) и СПБ (группа II) показал
наличие эпимутаций в обеих выборках (табл. 1, 2).
Суммарное число импринтированных генов, за-
тронутых эпимутациями, составило 20 и пред-
ставлены они были либо в обеих анализируемых
группах (PLAGL1, DLK1, GABRA5, KCNQ1,
GABRB3, PHLDA2, PEG10, WT1, PWCR1, ZNF215,
CPA4, INS, H19, TRPM5, HTRA2 и GNAS), либо
только в группе женщин с ПНБ (PEG3, SNORD64,
GRB10 и ATP10A). Гены, аномалии метилирова-
ния которых обнаруживались бы исключительно
у СА от женщин со СПБ, выявлены не были.

Гипометилирование (и как следствие воз-
можность проявления двойной дозы гена) мате-
ринских, в норме метилированных аллелей, бы-
ло установлено для 10 генов – PLAGL1, DLK1,
PHLDA2, GABRB3, HTRA2, SNORD64, KCNQ1,
PEG10, PEG3 и WT1. Гипометилирование аллелей
отцовского происхождения обнаружено в трех ге-
нах, экспрессирующихся с материнской хромо-
сомы – ZNF215, CPA4 и GRB10. Гиперметилиро-
вание (и как следствие отсутствие экспрессии ге-
на) выявлено для четырех генов с отцовской (INS,
TRPM5, PWCR1 и GABRA5) и для трех генов (H19,
ATP10A и GNAS) с материнской экспрессией.
Статистически значимых отличий по частоте
эпимутаций в каждом из этих генов между анали-
зируемыми выборками выявлено не было.

У всех СА обнаружены мультилокусные де-
фекты метилирования импринтированных генов
(табл. 1, 2). Число СpG-динуклеотидов с эпиму-
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тациями у абортусов в группе с ПНБ в целом ока-
залось больше, чем в группе со СПБ, и варьирова-
ло от 7 (№ 3, 8) до 14 (№ 4, 6, 7). В группе с СПБ ми-
нимальное число эпимутаций составило 2 (№ 11),
а наибольшее – 13 (№ 12).

Гаметические эпимутации были выявлены у
трех СА (№ 2, 4, 7) в группе ПНБ и отсутствовали в
группе с СПБ. Соматические эпимутации обнару-
жены у каждого эмбриона в обеих группах: гипоме-
тилирование материнского аллеля было отмечено у
всех СА в обеих группах, а гипометилирование от-
цовского – у всех, кроме эмбриона № 11 в группе
с СПБ. Что касается гиперметилирования мате-
ринских аллелей, то этот тип эпимутации выяв-
лен у 5 СА (№ 1, 2, 4, 6, 7) в группе I и только у двух
(№ 12, 16) во второй группе. Гиперметилирование
отцовских аллелей было показано также в обеих
группах: у всех СА, кроме № 8 и 9 в группе I, и
№ 11 и 13 в группе II. Таким образом, в обеих
группах были отмечены все варианты нарушений
характера метилирования, которые теоретически
ожидаемы для импринтированных генов.

Анализируя характер эпимутаций и гены, за-
тронутые эпимутациями в сравниваемых группах
(табл. 1, 2), можно отметить, что больше чем в по-
ловине случаев в группе СА от женщин с ПНБ
встречалось гипометилирование материнских ал-
лелей таких генов, как DLK1, GABRB3, KCNQ1,
PHLDA2, PEG10, WT1, и отцовских аллелей
ZNF215, GRB10, CPA4, а также гиперметилиро-
вание отцовского аллеля INS. В группе СА от
женщин с СПБ обнаруживалось гиперметили-
рование отцовского аллеля PWCR1, а также ги-
пометилирование материнского аллеля DLK1 и
отцовского CPA4.

В целом эпимутации регистрировались в груп-
пе СА с ПНБ чаще, чем в группе со СПБ (6.2 и
3.7% соответственно, р < 0.01) (табл. 3). В первой
группе эпимутации импринтированных генов бы-
ли выявлены в 99, а во второй – в 39 CpG-сайтах.
Суммарная частота эпимутаций в группе I соста-
вила 6.2% на локус (99/1602), в группе II – 3.7% на
локус (39/1068). Гаметические эпимутации были
представлены исключительно в группе с одним
СА, однако статистически значимых отличий по
частоте этого показателя между группами выявле-
но не было (0.4% (7/1602) в группе I и 0 в группе II,
р = 0.07). В то же время соматические эпимутации
статистически значимо чаще обнаруживались в
группе I – 5.1% (81/1602) по сравнению со второй
группой – 3.4% (36/1068), p < 0.05.

Большинство эпимутаций были представлены
гипометилированием неактивного импринтиро-
ванного гомолога. Так, суммарная частота гипо-
метилирования аллелей материнского происхож-
дения в группе I статистически значимо превыси-
ла соответствующий показатель в группе II (5.5%
(55/54 × 9 × 2) и 3.1% (20/54 × 6 × 2) соответствен-

но, р < 0.05) (табл. 3). Причем статистически зна-
чимые отличия были получены по частоте сома-
тического гипометилирования именно материн-
ских аллелей – 5.1% (50/54 × 9 × 2) в группе I и
2.9% (19/54 × 6 × 2) в группе II. Суммарная часто-
та гипометилирования отцовских аллелей также
была несколько выше в первой группе по сравне-
нию со второй (3.0% (19/35 × 9 × 2) и 2.1% (9/35 ×
× 6 × 2) соответственно), однако статистически
значимые отличия по этому показателю достиг-
нуты не были (р = 0.5).

Не было показано статистически значимых от-
личий и между группами по гиперметилирова-
нию как материнского, так и отцовского аллелей.
Так, гиперметилирование отцовских аллелей в
I группе составило 1.8% (18/54 × 9 × 2), а во II груп-
пе – 1.1% (7/54 × 6 × 2) (р = 0.29), гиперметилирова-
ние материнских аллелей составило 1.2% (7/35 ×
× 9 × 2) в группе I и 0.7% (3/35 × 6 × 2) в группе II
(р = 0.74) (табл. 3). Таким образом, преимуще-
ственно гипометилирование материнских, в нор-
ме не экспрессирующихся аллелей, возникающее
в соматических клетках, оказалось ассоцииро-
ванным с остановкой эмбрионального развития в
группе спонтанных абортусов от женщин с ПНБ.

Все эмбрионы, включенные в настоящее ис-
следование, эпимутации у которых были установ-
лены ранее по данным метил-чувствительной или
метил-специфической ПЦР (№ 1, 3, 4, 13) [9, 10],
также имели аномальный статус метилирования
и по результатам микрочипового анализа.

На следующем этапе было проведено реплика-
тивное исследование статуса метилирования се-
ми импринтированных генов (DLK1, PEG1,
PEG10, PLAGL1, KCNQ1OT1, PEG3 и GRB10) в
расширенных выборках эмбрионов. Показано
наличие эпимутаций по каждому исследованно-
му локусу в двух группах от женщин с ПНБ (груп-
па III) и с СПБ (группа IV) в отличие от контроль-
ной группы МА, где, так же как и по данным ме-
тилочипа, не было выявлено нарушений характера
метилирования для этих генов. Однако необходи-
мо отметить, что эпимутации у спонтанных абор-
тусов оказались представлены как гипо-, так и ги-
перметилированием аллелей (кроме KCNQ1OT1 и
PEG3, в которых было отмечено только гипоме-
тилирование), что в некоторой степени противо-
речит данным чипа, где во всех случаях эпимута-
ции в этих генах были представлены исключи-
тельно гипометилированием. Очевидно, что это
может быть связано с анализом выборки больше-
го объема.

В целом в расширенной выборке эмбрионов,
так же как и по данным метилочипа, частота эпи-
мутаций в группе СА от женщин с ПНБ оказалась
статистически значимо выше и составила 7.1% на
локус (102/102 × 7 × 2) в отличие от группы СА с
СПБ у матери – 2.6% на локус (43/114 × 7 × 2, р <
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Таблица 3. Частота эпимутаций импринтированных генов у спонтанных абортусов от женщин с привычным и
спорадическим невынашиванием беременности

Эпимутации

Число локусов с эпимутацией (частота)

по данным метилочипа на расширенной выборке

спонтанные абортусы от женщин

с ПНБ
(группа I, 9 СА)

с СПБ
(группа II, 6 СА) р

с ПНБ
(группа III, 102 СА)

с СПБ
(группа IV, 114 СА) р

Гипометилирование материнских аллелей

число материнских в норме метилированных аллелей у каждого СА

54 6

Соматические 50 (5.1%) 19 (2.9%) 0.04 49 (4.0%) 29 (2.1%) 0.005

Гаметические/ 
соматические 5 (0.5%) 1 (0.15%) 0.45 13 (1.1%) 5 (0.4%) 0.1

Всего 55 (5.5%) 20 (3.1%) 0.02 62 (5.1%) 34 (2.5%) 0.001

Гипометилирование отцовских аллелей

число отцовских в норме метилированных аллелей по каждому СА

35 1

Гаметические – – – – – –

Соматические 13 (2.1%) 7 (1.6%) 0.81 7 (3.4%) 1 (0.4%) 0.1

Гаметические/ 
соматические 6 (0.9%) 2 (0.5%) 0.61 – – –

Всего 19 (3.0%) 9 (2.1%) 0.50 7 (3.4%) 1 (0.4%) 0.1

Гиперметилирование материнских аллелей

число материнских в норме метилированных аллелей по каждому СА

35 1

Гаметические 1 (0.2%) – 0.83 – 1 (0.4%) 0.9

Соматические 6 (1.0%) 3 (0.7%) 0.94 1 (0.5%) 5 (2.2%) 0.1

Всего 7 (1.2%) 3 (0.7%) 0.74 1 (0.5%) 6 (2.6%) 0.1

Гиперметилирование отцовских аллелей

число отцовских в норме метилированных аллелей по каждому СА

54 6

Гаметические 6 (0.6%) – 0.11 8 (0.7%) – 0.008

Соматические 12 (1.2%) 7 (1.1%) 0.96 24 (1.9%) 2 (0.1%) 0.001

Всего 18 (1.8%) 7 (1.1%) 0.29 32 (2.6%) 2 (0.1%) 0.001

Частота эпимутаций

число исследованных локусов у каждого СА

89 7

Гаметические 7 (0.4%) – 0.07 8 (0.6%) 1 (0.1%) 0.001

Соматические 81 (5.1%) 36 (3.4%) 0.04 81 (5.6%) 37 (2.3%) 0.001

Гаметические/ 
соматические 11 (0.7%) 3 (0.3%) 0.25 13 (0.9%) 5 (0.2%) 0.1

Всего 99 (6.2%) 39 (3.7%) 0.004 102 (7.1%) 43 (2.6%) 0.001
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< 0.01) (табл. 3). В том числе соматические эпиму-
тации встречались с частотой 5.6% в группе III
(81/102 × 7 × 2) и только 2.3% в группе IV (37/114 ×
× 7 × 2) (р < 0.01). В то же время в отличие от дан-
ных микрочипового исследования частота гамети-
ческих эпимутаций в группе III оказалась статисти-
чески значимо выше по сравнению с группой IV –
0.6% (8/102 × 7 × 2) и 0.1% (1/114 × 7 × 2 соответ-
ственно; р < 0.05).

Анализируя распределение эпимутаций от-
дельно по отцовским и материнским аллелям,
следует отметить, что, так же как и по данным чи-
па, большинство эпимутаций оказались пред-
ставлены соматическим гипометилированием
материнского аллеля, которое в группе СА от
женщин с ПНБ было статистически значимо вы-
ше, чем у СА от женщин с СПБ, – 4.0% (49/102 ×
× 6 × 2) по сравнению с 2.1% (29/114 × 6 × 2) со-
ответственно, р < 0.01 (табл. 3). В то же время до-
полнительно были выявлены статистически зна-
чимые различия по частоте гаметического и сома-
тического гиперметилирования материнских и
отцовских аллелей, которые составили – 0.7%
(8/102 × 6 × 2) в группе III в сравнении с 0% в
IV группе (р < 0.01) и 1.9% (24/102 × 6 × 2) в группе
III в сравнении с 0.1% (2/114 × 6 × 2) в IV группе
(р < < 0.01) соответственно.

При исследовании отдельных генов на расши-
ренной выборке СА было показано, что гипоме-
тилирование KCNQ1OT1, PEG10 и GRB10 и гипер-
метилирование DLK1 и PEG1 чаще отмечено в груп-
пе III в отличие от группы IV (р ≤ 0.05) (табл. 4).
Гены PEG1/MEST, PEG10 и GRB10 расположены
на хромосоме 7, поэтому сопоставление данных о
статусе метилирования этих локусов позволило
исключить однородительскую дисомию по этой
хромосоме.

Также в расширенной выборке был подтвер-
жден мультилокусный характер эпимутаций. Ча-
стота этого показателя в группе СА от женщин с
ПНБ составила 1.9% (27/102 × 7 × 2), а в группе с
одним спорадическим абортом – 0.4% (6/114 × 7 × 2,
р < 0.01). В первом случае эпимутации затрагивали
одновременно от 2 до 5 локусов, а во втором – не
более чем два локуса. При сравнении множествен-
ных эпимутаций в шести генах, установленных при
микрочиповом исследовании, и исключая данные
по локусу PEG/MEST, в котором не было выявле-
но эпимутаций, было показано, что 4 из 6 СА в
группе I имели нарушения метилирования от 2 до
4 генов, а в группе II у всех абортусов выявлены
множественные эпимутации, одновременно за-
трагивающие от 3 до 5 генов. Наблюдаемое
уменьшение разнообразия затрагиваемых генов,
по сравнению с данными чипа, обусловлено, ве-
роятно, спецификой формирования выборки для
микрочипового исследования, в которую вошли
несколько СА с ранее обнаруженными эпимута-

циями, а также с большим числом анализируе-
мых импринтированных генов.

Таким образом, сопоставляя результаты мик-
рочипового исследования и данные репликатив-
ного анализа, следует обратить внимание, что в
целом они демонстрируют сходные тенденции и
закономерности в группах СА от женщин с при-
вычным и спорадическим невынашиванием бе-
ременности:

суммарная частота эпимутаций импринтиро-
ванных генов повышена у СА от женщин с ПНБ
по сравнению с СА от женщин с СПБ;

большинство эпимутаций имеют соматиче-
ское происхождение, при этом их частота выше в
группе СА от женщин с ПНБ по сравнению с СА
от женщин с СПБ;

наиболее часто соматическому гипометилиро-
ванию в обеих группах подвергаются аллели ма-
теринского происхождения, при этом частота их
гипометилирования оказывается также выше в
группе СА от женщин с ПНБ по сравнению с СА
от женщин с СПБ;

в обеих группах СА выявлены множественные
дефекты метилирования импринтированных ге-
нов, однако статистически значимое повышение
их частоты в группе СА от женщин с ПНБ было
зарегистрировано только при исследовании рас-
ширенной выборки.

При анализе расширенных выборок были по-
лучены дополнительные статистически значи-
мые отличия по следующим показателям:

частота гаметического гиперметилирования
аллелей отцовского происхождения оказалась
выше у СА от женщин с ПНБ по сравнению с СА
от женщин с СПБ, где таких эпимутаций выявле-
но не было;

частота соматического гиперметилирования
отцовских аллелей оказалась выше в группе СА
от женщин с ПНБ по сравнению с СА от жен-
щин с СПБ;

гипометилирование каждого из генов
KCNQ1OT1, PEG10 и GRB10, так же как и гиперме-
тилирование DLK1 и PEG1, чаще отмечено в груп-
пе СА от женщин с ПНБ по сравнению с СА от
женщин с СПБ.

ОБСУЖДЕНИЕ
Геномный импринтинг – эпигенетический

феномен, обеспечивающий моноаллельную экс-
прессию генов на одной из родительских хромо-
сом. Согласно наиболее популярной гипотезе
“конфликта полов” [26], подобная функциональ-
ная гаплоидизация импринтированных участков
генома ограничивает участие материнских генов
в формировании плацентарных структур и усили-
вает роль отцовских в реализации этого процесса.
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Действительно, в настоящей работе в плацентар-
ных тканях показано преимущественное гипоме-
тилирование материнских и гиперметилирование
отцовских аллелей у СА от женщин с ПНБ. Такие
эпигенетические нарушения, согласно гипотезе
“конфликта полов”, могут приводить к увеличе-
нию супрессирующих и уменьшению стимулиру-
ющих рост эмбриона факторов.

Плацента выполняет целый ряд важнейших
функций, направленных на обеспечение доста-
точных условий для физиологического течения
беременности и нормального развития плода.
Очевидно, что нарушение метилирования им-
принтированных генов способно изменять функ-
ции плаценты и тем самым влиять на развитие
эмбриона. Действительно у СА от женщин с ПНБ
и без данной патологии нами показано наличие
эпимутаций в 20 из 47 исследованных импринти-
рованных генах. Эти гены задействованы в раз-
ных биологических процессах: в эмбриональном
развитии (DLK1, GNAS, PEG3), клеточной проли-
ферации и дифференцировке (DLK1, INS, PEG10,
GABRA5, GABRB3, HTR2A, GNAS, WT1), апоптозе
(HTR2A, INS, PEG10, PEG3, WT1), клеточном ро-
сте (INS, GNAS, PEG3, WT1), транспорте (GABRA5,
GABRB3, GRB10, HTR2A, INS, TRPM5) и клеточ-
ном цикле (INS) [27]. Для подтверждения полу-
ченных данных нами было проведено реплика-
тивное исследование, в которое было включено
семь импринтированных генов:

PEG10 (7q21) – продуктом гена является
транспозоноподобный белок, участвующий в
развитии плаценты, дифференцировке клеток и
апоптозе;

DLK1 (14q32) – продуктом гена является фак-
тор роста, который совместно с INS, PEG10 и WT1
вовлечен в нейроэндокринную и клеточную диф-
ференцировку;

PEG1/MEST (7q32) – участвует в регуляции
процессов роста эмбриона и плаценты;

PEG3 (19q13.4) – кодирует белок, который от-
носится к семейству цинковых пальцев и являет-
ся регулятором транскрипции, играет роль в про-
лиферации и p53-опосредованном апоптозе, яв-
ляется опухолесупрессором;

GRB10 (7p12.2) – рецептор фактора роста.
Продукт гена принадлежит к адаптерным белкам,
которые взаимодействуют с рядом рецепторов
тирозинкиназ и сигнальных молекул, с рецепто-
рами инсулина и инсулиноподобного фактора
роста. Избыточная экспрессия некоторых изо-
форм кодируемого белка ингибирует активность
тирозинкиназы и таким образом подавляет рост
клеток;

PLAGL1 (6q24) – продуктом этого опухолесу-
прессорного гена является транскрипционный
фактор, который вместе с белком p53 вовлечен в
регуляцию клеточного цикла через контроль пе-

рехода фазы G1/S и запуск апоптоза. Он подавля-
ет клеточный рост и экспрессируется только с от-
цовского гомолога. Поэтому гипометилирование
этого гена может привести к уменьшению проли-
феративной активности клеток;

KCNQ1OT1 (KvDMR1, 11p15) – один из двух
центров импринтинга кластера импринтирован-
ных генов 11p15, локализован в 10-м интроне гена
KCNQ1 и транскрибируется только с хромосомы
отцовского происхождения. Продуктом тран-
скрипции является длинная некодирующая РНК,
которая выключает активность рядом располо-
женных импринтированных генов.

Особого внимания заслуживают данные, име-
ющие бóльшую частоту аномалий метилирования
импринтированных генов в плацентарных тканях
СА от женщин с ПНБ по сравнению с СПБ. Этот
факт указывает на наличие какого-то фактора,
оказывающего систематическое негативное воз-
действие на ход эмбрионального развития в тече-
нии каждой беременности. При анализе получен-
ных результатов исследования обращает на себя
внимание и то обстоятельство, что большинство
выявленных нарушений характера метилирова-
ния импринтированных генов имеет соматиче-
ское происхождение и связано с нарушением мо-
лекулярных механизмов поддержания имприн-
тированного статуса генов в соматических
клетках организма. Вместе с тем, несмотря на со-
матическое происхождение эпимутаций, важно
отметить, что эти изменения затрагивали пре-
имущественно хромосомы материнского проис-
хождения и были представлены гипометилирова-
нием материнских аллелей. Такой тип эпимута-
ций характерен для биродительского полного
пузырного заноса (БППЗ) – репродуктивной па-
тологии, при котором материнские в норме мети-
лированные аллели импринтированных генов
оказываются гипометилированными вследствие
глобального нарушения установления геномного
импринтинга в оогенезе. Подобное эпигенетиче-
ское нарушение приводит к формированию клас-
сической картины полного пузырного заноса,
традиционно формируемой при диандрии [28].

Исследования последних лет показывают, что
молекулярно-генетической основой БППЗ могут
являться мутации в ряде генов (NLRP7, KHDC3L),
вероятно задействованных в установлении и под-
держании геномного импринтинга [29–31] либо
контролирующих отбор имплантирующихся бла-
стоцист андрогенетического происхождения [32].
Однако в отличие от БППЗ, обусловленного гер-
минативными эпимутациями, выявленные в на-
шем исследовании множественные дефекты ме-
тилирования импринтированных генов имели
постзиготическое соматическое происхождение.

Наличие множественных эпимутаций преиму-
щественно у СА от женщин с ПНБ свидетельствует
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о том, что, возможно, эпимутации в импринтиро-
ванных генах возникают на фоне мутаций в генах,
контролирующих импринтинг, а супруги в таких
семьях являются носителями этих мутаций. В
этой связи интересными являются данные о му-
тациях в гене NLRP7, которые были обнаружены
при семейных и повторяющихся формах БППЗ,
сопровождающихся множественным гипомети-
лированием материнских аллелей [33]. В то же
время Агаянова с соавторами не показали ни од-
ного случая мутаций в генах NLRP7, NLRP2 или
KHDC3L у 94 и 24 женщин с СПБ и ПНБ соответ-
ственно, однако при этом они не изучали эпиге-
нетический статус импринтированных генов у са-
мих эмбрионов [34].

В формировании гиперметилирования не-
скольких импринтированных генов было показа-
но участие еще одного гена – ZFP42, входящего в
семейство KRAB домена цинковых пальцев. Так,
Ким с соавторами описали мутации в Zfp42 при
гиперметилировании импринтированных генов
Gnas и Peg3 у мыши [35]. Ген ZFP42 является мар-
кером плюрипотентности, экспрессирующимся в
недифференцированных эмбриональных стволо-
вых клетках. Резкое подавление экспрессии этого
гена происходит при начале дифференцировки
клеток.

В связи с соматическим происхождением
большинства выявленных эпимутаций особого
внимания заслуживает гипотеза и о том, что отме-
ченные выше гены, в частности NLRP7, могут
быть так называемыми генами с материнским эф-
фектом. Экспрессия таких генов происходит в
ооцитах и их продукты необходимы для обеспече-
ния ранних этапов развития, особенно до актива-
ции эмбрионального развития. Мутации в этих
генах могут не оказывать влияния на овуляцию и
оплодотворение, но отсутствие их продуктов
приведет к ранней остановке эмбрионального
развития. В связи с этим интересно отметить и
тот факт, что мужчины, носители мутаций в гене
NLRP7, обычно не имеют репродуктивных про-
блем [36].

Таким образом, множественные нарушения
импринтинга, возникающие преимущественно в
соматических клетках эмбрионов и изменяющие
баланс дозы генов материнского и отцовского
происхождения, оказываются распространенным
явлением в плацентарных тканях спонтанных
абортусов от женщин с привычным невынашива-
нием беременности. Эпигенетический статус им-
принтированных генов может быть рассмотрен в
качестве нового биомаркера для диагностики на-
следственных причин и профилактики привыч-
ных потерь беременности на ранних сроках, в том
числе через поиск мутаций в генах, продукты ко-
торых задействованы в регуляции геномного им-
принтинга.
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Epigenetic Status of Imprinted Genes in Placenta during Recurrent Pregnancy Loss
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An analysis of differential methylation of 47 imprinted genes in placenta tissues of spontaneous abortions at
the first trimester of pregnancy from women with recurrent pregnancy loss or with one sporadic abortion was
performed using the DNA-microarray approach. We showed that epimutations of the imprinted genes were
registered significantly more often in abortions from women with recurrent miscarriage in contrast to the em-
bryos from women with sporadic pregnancy loss with frequency of 6.2 and 3.7% per locus, respectively (p <
< 0.01). The predominant type of epimutation appeared to be a postzygotic hypomethylation of the imprinted
genes on chromosomes of maternal origin, which was observed in the examined samples in 5.1 and 2.89% of
cases, respectively. Replicative study of the methylation status of seven imprinted genes (DLK1, PEG10,
PLAGL1, KCNQ1OT1, PEG3, GRB10, and PEG1/MEST) in the enlarged embryo samples supported the re-
sults of microarray analysis in respect to both epimutation frequency and   predominance of somatic hy-
pomethylation of maternal alleles. It was also demonstrated that pregnancy loss was associated with multilo-
cus methylation defects of imprinted genes, the frequency of which was also significantly increased in the pla-
cental tissues of spontaneous abortions in women with recurrent miscarriage. English translation of the paper
published in Russian Journal of Genetics, 2017, Vol. 53, No. 3, is available ONLINE by subscription from:
http://www.springer.com/, http://link.springer.com/journal/11177.

Keywords: genomic imprinting, DNA methylation, multilocus methylation defects, placenta, recurrent preg-
nancy loss, spontaneous abortions, epimutations. 
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