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Аннотация. Актуальность. Нарушения эпигенетической регуляции генов, ответственных за развитие эмбриона 
и плаценты, ассоциированы со многими патологиями беременности. Цель. Целью настоящей работы стал анализ 
распространенности нарушений метилирования генов PRDM16 и PTPRN2 в ворсинах хориона спонтанных абортусов 
с нормальным кариотипом и с наиболее частыми анеуплоидиями (трисомия 16 и моносомия X). Материалы и методы. 
Оценка профиля метилирования была проведена с помощью таргетного бисульфитного массового параллельного 
секвенирования в ворсинах хориона медицинских абортусов (n = 10), спонтанных абортусов с нормальным кариотипом 
(n = 39), трисомией 16 (n = 17) и моносомией X (n  =  20) и лимфоцитов периферической крови здоровых добровольцев 
(n = 6). Результаты и обсуждение. Было обнаружено дифференциальное метилирование отдельных CpG-сайтов в изученных 
генах в ворсинах хориона спонтанных абортусов. Несмотря на отсутствие значимых отличий между группами по среднему 
уровню метилирования в изученных регионах генов, отклонения уровня метилирования генов PRDM16 и PTPRN2 были 
выявлены для 33 % и 5 % спонтанных абортусов, соответственно, что указывает на высокую частоту распространения 
эпигенетических аномалий по этим генам в ворсинах хориона спонтанных абортусов. Уровень метилирования гена PRDM16 
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значимо коррелировал с уровнем метилирования ретротранспозона LINE‑1, что указывает на генерализованный характер 
нарушений метилирования у спонтанных абортусов. Наконец, уровень метилирования гена PTPRN2 зависел от возраста 
матерей спонтанных абортусов с моносомией X, что поднимает вопрос о влиянии материнских факторов на профиль 
метилирования в этой группе спонтанных абортусов. Выводы. Полученные результаты указывают, что эпигенетические 
нарушения гена PRDM16 могут быть связаны со спонтанным прерыванием беременности в первом триместре.

Ключевые слова: PRDM16, PTPRN2, метилирование ДНК, ворсины хориона, невынашивание беременности, 
анеуплоидия, бисульфитное секвенирование, спонтанные абортусы
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Abstract. Relevance. Abnormal epigenetic regulation of genes responsible for the development of the embryo and 
placenta is associated with many pregnancy pathologies. Aim. The aim of this work was to analyze the prevalence of abnormal 
methylation of the PRDM16 and PTPRN2 genes in chorionic villi of spontaneous abortions with normal karyotype and with 
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the most frequent aneuploidies (trisomy 16 and monosomy X). Materials and Methods. The methylation profile was evaluated 
using targeted bisulfite massive parallel sequencing in chorionic villi of induced abortions (n = 10), spontaneous abortions with 
normal karyotype (n = 39), trisomy 16 (n = 17) and monosomy X (n = 20) and peripheral blood lymphocytes of healthy volunteers 
(n = 6). Results and Discussion. In analyzed genes, differential methylation of individual CpG sites was found in chorionic villi 
of spontaneous abortions. Despite the absence of significant differences between the groups in the average level of methylation 
in analyzed gene regions, abnormal methylation of the PRDM16 and PTPRN2 genes were detected for 33 % and 5 % of 
spontaneous abortions, respectively, indicating a high incidence of epigenetic abnormalities in these genes in the chorionic villi 
of spontaneous abortions. The level of methylation of the PRDM16 gene significantly correlated with the level of methylation of 
the retrotransposon LINE‑1, which indicates the generalized nature of methylation disorders in spontaneous abortions. Finally, 
the level of methylation of the PTPRN2 gene depended on the age of mothers of spontaneous abortions with monosomy X, 
which raises the question of the influence of maternal factors on the methylation profile in this group of spontaneous abortions. 
Conclusion. The results indicate that epigenetic disorders of the PRDM16 gene may be associated with spontaneous termination 
of pregnancy in the first trimester.

Keywords: PRDM16, PTPRN2, DNA methylation, chorionic villi, miscarriage, aneuploidy, bisulfite sequencing, spontaneous 
abortions
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Введение
Репродуктивные потери у человека являют-

ся крайне частым событием. Демографические 
исследования показали, что шансы произвести 
жизнеспособное потомство у женщины среднего 
репродуктивного возраста в пределах одного мен-
струального цикла не превышают 25 % [1]. При этом 
около 15 % клинически распознаваемых беремен-
ностей спонтанно прерывается в течение первого 

триместра [2]. Ранняя эмбриональная гибель явля-
ется наиболее тяжелым проявлением генетических 
нарушений, среди которых наибольшими по размеру 
являются нарушения числа хромосом — анеупло-
идия. Действительно, от 50 до 60 % спонтанных 
абортусов первого триместра беременности имеют 
анеуплоидии по различным хромосомам [3–5].

Тяжесть фенотипа ранней эмбриональной ги-
бели обусловливает возможность существования 
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в этом периоде и масштабных эпигенетических 
нарушений. Действительно, значительные наруше-
ния метилома выявлены в плаценте при различных 
патологиях беременности на поздних сроках: пре-
эклампсии, задержке роста плода, гестационном 
диабете [6]. Особый интерес представляют гены, 
нарушения метилирования которых обнаруживаются 
при различных патологиях беременности. Одними 
из них являются гены PRDM16 и PTPRN2, имеющие 
большое число CpG-островков.

Кроме того, в наших предварительных исследо-
ваниях показаны масштабные нарушения метилома 
и в хорионе спонтанных абортусов первого три-
местра как с анеуплоидным, так и с нормальным 
кариотипом [7, 8]. Это может объяснять гибель боль-
шей части эмбрионов в период первого триместра, 
когда происходит ремоделирование спиральных 
артерий матки, благодаря которому обеспечивается 
дальнейший быстрый рост и развитие эмбриона. Од-
нако, неясно, насколько распространены аномалии 
метилирования генов среди спонтанных абортусов 
I триместра. Поэтому целью исследования являлся 
анализ распространенности нарушений метилиро-
вания генов PRDM16 и PTPRN2 в ворсинах хориона 
спонтанных абортусов с нормальным кариотипом 
и наиболее частыми анеуплоидиями (трисомия 16 
и моносомия X).

Материалы и методы
В качестве исследуемого материала использова-

лись ворсины хориона спонтанных абортусов с три-
сомией 16 (n = 17, гестационный возраст 8,6 ± 1,4 не-
дели), с моносомией X (n = 20, гестационный возраст 
10,5 ± 1,7 недели), с нормальным кариотипом (n = 39, 
гестационный возраст 9,9 ± 2,3 недели), а также 
медицинских абортусов (n = 10, гестационный 
возраст 8,3 ± 1,2 недели). Кроме того, был прове-
ден анализ образцов лимфоцитов периферической 
крови 6 взрослых добровольцев. Образцы, взятые 
из биоколлекции «Биобанк населения Северной 
Азии» НИИ медицинской генетики Томского НИМЦ, 
были получены в период с 1993 по 2022 год. Для 
всех образцов из биобанка было получено инфор-

мированное согласие родителей на использование 
биоматериала для биобанкирования и проведения 
исследований. Также были получены информиро-
ванные согласия от здоровых добровольцев.

Для определения кариотипа сразу после полу-
чения свежего материала до замораживания был 
проведен стандартный цитогенетический анализ 
на прямых препаратах ворсин хориона и в культурах 
фибробластов экстраэмбриональной мезодермы [9]. 
Результаты кариотипирования всех спонтанных 
абортусов с анеуплоидией были подтверждены 
методом флуоресцентной гибридизации in situ 
(FISH). Для анализа моносомии по X хромосоме 
были использованы центромеро-специфичные 
ДНК-зонды на хромосому X, а для анализа трисомии 
по 16 хромосоме были использованы субтеломер-
ные ДНК-зонды (16q и 16p). Анализ проводился 
по описанной методике [10].

Образцы тканей хранились при темпера-
туре –80 °C. Разделение тканей проводилось 
морфологически стерильными инструментами, 
после чего клетки обрабатывались протеиназой 
К и инкубировались ночь при 37 °C. Выделе-
ние ДНК проводилось с помощью стандартного 
фенол-хлороформного метода. Концентрации 
ДНК измерялись с помощью спектрофотоме-
тра NanoDrop ND‑1000 (США). Бисульфитная 
модификация ДНК проводилась с использо-
ванием набора EZ DNA Methylation-Direct Kit 
(Zymo Research, США) согласно протоколу 
производителя. В ходе бисульфитной конвер-
сии неметилированный цитозин метилируется 
в 5′-положении и модифицируется в урацил, 
который при дальнейшей ПЦР считывается как 
тимин. Метилированный цитозин не подвергается 
какой‑либо модификации.

Анализ профиля метилирования проводился 
с помощью таргетного бисульфитного массового 
параллельного секвенирования. Для получения 
библиотек были использованы разработанные 
олигонуклеотидные праймеры, позволяющие 
амплифицировать с бисульфит-конвертированной 
ДНК участки генов PRDM16 и PTPRN2 (табл. 1). 
Амплификация целевого фрагмента проводилась 
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Таблица 1
Последовательности олигонуклеотидных праймеров, использованных для получения библиотек для таргетного бисульфитного 

массового параллельного секвенирования
Table 1

Sequences of oligonucleotide primers used to obtain libraries for targeted bisulfite massive parallel sequencing

Наименование / 
Name Последовательность / Sequence Продукт, п. н. / 

Product, bp
Координаты (hg38) /  

Coordinates (hg38)

PTPRN2_m2
F 5’-ATTGGTTATGTTTGGTAATTGTTA‑3’

268 chr7:157542717–157542984
R 5’-CCACAAAACTTAAATACTACATCC‑3’

PTPRN2_m4
F 5’-TAAGATTTATATTGAGTAAATTAGGTTGTA‑3’

310 chr7:158019641–158019950
R 5’-AAATCTAAAATCCAAAAATATCTAAC‑3’

PRDM16_m1
F 5’-TGTTTTAGAGAGTTTGTGAGGTGTAT‑3’

358 chr1:3117444–3117801
R 5’-CTATAATCCCATAAAAAACCAACAC‑3’

PRDM16_m3
F 5’-GAAGGTAGGGTGGGTTTTATTTATT‑3’

373 chr1:3237449–3237821
R 5’-CAAAACCTTAAAAACCCAAAATCTA‑3’

PRDM16_m4
F 5’-GTTTAGTTTTGTTGGAGTTTATA‑3’

350 chr1:3238668–3239017
R 5’-ACATATAAAAAACCTATCCCAAACAC‑3’

PRDM16_m5
F 5’-GTGGTGTTTTTAATTGTTTAGG‑3’

381 chr1:3241142–3241522
R 5’-AACCAAAAAAACCCAATCATAC‑3’

PRDM16_m6
F 5’-AAGGAGGTGGATGTAGAAGTTGTTAT‑3’

598 chr1:3279081–3279678
R 5’-TCCTACAACACAAACTCTCCCTAAC‑3’

Таргетное бисульфитное массовое параллель-
ное секвенирование было проведено на приборе 
MiSeq (Illumina, США) с использованием набора 
Micro Kit (2 × 150). Оценка качества прочтений 
была выполнена с помощью FastQC v0.11.8, после 
чего был проведен тримминг оставшихся последо-
вательностей адаптеров и низких по качеству про-
чтений с помощью Trim-Galore. Затем прочтения 
были картированы на бисульфит-конвертированные 
таргетные последовательности с помощью инстру-
мента bwa-meth v0.2.2 с параметрами по умол-
чанию. Данные по метилированию в контексте 
CpG были извлечены из полученных файлов BAM 
с помощью инструмента MethylDackel. Результаты 
представлялись в виде уровня метилирования, 

представляющего собой отношение числа цито-
зинов к суммарному числу цитозинов и тиминов 
в отдельном CpG-сайте. Кроме того, был вычислен 
средний уровень метилирования вдоль всей области 
интереса. Статистический анализ был выполнен 
с помощью программного пакета Statistica 10.0 
(StatSoft, США). Ранговый критерий Манна-Уитни 
был использован для сравнения уровня метили-
рования между группами образцов. Для опреде-
ления границ выбросов в группе медицинских 
абортусов использовались формулы Q1— 1,5 × IQR 
и Q3 + 1,5 × IQR, где Q1 и Q3 — первый и третий 
квартиль, соответственно, IQR — межквартильное 
расстояние. Отличия считались значимыми при 
p < 0,05.

с помощью набора БиоМастер HS-Taq ПЦР (2×) 
(Биолабмикс, Россия) по протоколу производи-
теля. ПЦР проводилась в следующих условиях: 
95 °C 5 мин; 40 циклов: 95 °C 30 с, 60 °C 45 с, 
72 °C 45 с. Концентрацию целевых фрагментов 

определяли с помощью флуориметра Qubit 4.0 
(Thermo, США). Продукты реакции очищали 
от примесей с помощью раствора сефадекса G50 
(Sigma, США).
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Результаты и обсуждение
В настоящем исследовании был проведен анализ 

профиля метилирования генов PTPRN2 и PRDM16 
в ворсинах хориона спонтанных абортусов с различ-
ным кариотипом: наиболее частыми анеуплоидиями 
(трисомией 16, моносомией X) и нормальным кари-
отипом. В качестве контрольных групп сравнения 
использовались медицинские абортусы первого 
триместра беременности и лимфоциты перифери-
ческой крови их родителей.

Ген PTPRN2 находится в субтеломерном реги-
оне длинного плеча хромосомы 7. Проанализиро-
ванная область гена включает отдельные участки 
в 11–21 экзонах и соответствующих интронах 
(рис. 1). Было обнаружено значимое повышение 
уровня метилирования в группе спонтанных абор-
тусов с трисомией 16 по сравнению с группой 
медицинских абортусов по 8 из 24 проанали-
зированных CpG-сайтов, а один CpG-сайт был 
гипометилирован (p<0,05) (рис. 1). У спонтанных 
абортусов с моносомией X не было обнаружено 
значимых отличий по уровню метилирования, 
а у спонтанных абортусов с нормальным кариоти-
пом был значимо снижен уровень метилирования 
только одного CpG-сайта (того же, что и у спон-
танных абортусов с трисомией 16) (p < 0,05).

Ген PRDM16 расположен в субтеломерной 
области короткого плеча хромосомы 1. Проа-
нализированная область гена включает 2–3 эк-
зоны и 1–3 интроны (рис. 2). Было обнаружено 
значимое повышение уровня метилирования 
в группе спонтанных абортусов с трисомией 16 
по сравнению с группой медицинских абортусов 
по 11 из 94 проанализированных CpG-сайтов 
(p<0,05) (рис. 2). У спонтанных абортусов с мо-
носомией X было обнаружено 2 гиперметили-
рованных CpG-сайта, а у спонтанных абортусов 
с нормальным кариотипом был значимо повышен 
уровень метилирования только одного CpG-сайта 
(p<  0,05).

Несмотря на отличия в уровне метилирования 
отдельных CpG-сайтов, средние уровни метилиро-

вания исследуемых генов вдоль всей проанализи-
рованной области значимо не отличались между 
группами абортусов. При этом были обнаружены 
значимые различия для уровней метилирования 
всех генов по сравнению с лимфоцитами пери-
ферической крови взрослых индивидов (p<0,05), 
в которых уровень метилирования исследуемых 
генов составлял около 90 % (рис. 3). Это может 
указывать на транскрипционную активность дан-
ных генов в клетках ворсин хориона в отличие 
от лимфоцитов периферической крови взрослого 
организма.

Группы спонтанных абортусов с различным 
кариотипом характеризовались значительно 
большей вариацией уровня метилирования ис-
следованных генов по сравнению с медицински-
ми абортусами. Это соответствует результатам 
наших предыдущих работ, где у спонтанных 
абортусов было обнаружено как снижение [11], 
так и повышение [8] уровня метилирования ре-
тротранспозона LINE‑1. Наблюдаемые широкие 
границы вариации уровня метилирования раз-
личных генов в группах спонтанных абортусов 
могут объясняться масштабной разбалансировкой 
метилома в ворсинах хориона. Учитывая, что 
при этом в большинстве случаев не наблюдается 
значимых отличий по уровню метилирования про-
анализированных генов у спонтанных абортусов 
по сравнению с группой медицинских абортусов, 
такая разбалансировка происходит только у части 
спонтанных абортусов.

Поэтому был проведен анализ нарушений 
уровня метилирования у отдельных спонтанных 
абортусов относительно группы медицинских 
абортусов. Для этого были вычислены пороговые 
значения вариации уровня метилирования для 
каждого гена в группе медицинских абортусов. 
Все значения в группах спонтанных абортусов, 
выходящие за границы нормальной вариации в груп-
пе медицинских абортусов, рассматривались как 
гипо- и гиперметилированные (табл. 2).
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Рис. 1. Профиль метилирования CpG-сайтов в анализируемом регионе (обозначен красными вертикальными полосами 
на схеме) гена PTPRN2 в группах спонтанных абортусов с трисомией 16 (СА Три16), с моносомией X (СА МоноX) 

и с нормальным кариотипом (СА НК) по сравнению с группой медицинских абортусов (МА).  
Пунктирными линиями показано стандартное отклонение профиля метилирования;* — p < 0,05

Fig. 1. The methylation profile of CpG sites in the analyzed region (indicated by red vertical stripes in the diagram) of the PTPRN2 
gene in the groups of spontaneous abortions with trisomy 16 (SA Tri16), with monosomy X (SA MonoX)  

and with normal karyotype (SA NK) compared with the group of induced abortions (IA).  
Dotted lines show standard deviation of the methylation profile;* — p < 0.05
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Рис. 2. Профиль метилирования CpG-сайтов в анализируемом регионе (обозначен красными вертикальными полосами 
на схеме) гена PRDM16 в спонтанных абортусов с трисомией 16 (Три 16), с моносомией X (Моно X) и с нормальным 

кариотипом (СА НК) по сравнению с группой медицинских абортусов (МА).  
Пунктирными линиями показано стандартное отклонение профиля метилирования; * — p < 0,05

Fig. 2. The methylation profile of CpG sites in the analyzed region (indicated by red vertical stripes in the diagram) of the PRDM16 
gene in the groups of spontaneous abortions with trisomy 16 (SA Tri16), with monosomy X (SA MonoX) and with normal 

karyotype (SA NK) compared with the group of induced abortions (IA).  
Dotted lines show standard deviation of the methylation profile;* — p < 0.05
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Таблица 2
Число образцов с гипер- или гипометилированием исследуемых генов, выходящим за пределы вариации  

в группе медицинских абортусов
Table 2

The number of samples with hyper- or hypomethylation of the studied genes beyond the limits of variation in the group of induced abortions

Гены/степень метилирования
Genes/methylation degree

Порог в группе МА (%) / 
Threshold in IA group

СА Три16 / SA 
Tri16

СА Моно X / SA 
Mono X СА НК / SA NK Всего

PTPRN2
Гипо- / Hypo- 44,5 0/17 0/20 1/39 5 %

(4/76)Гипер- / Hyper- 72,5 2/17 0/20 1/39

PRDM16
Гипо- / Hypo- 37,375 3/17 3/20 7/39 33 %

(25/76)Гипер- / Hyper- 50,375 7/17 1/20 4/39

Примечание: представлено количество и доля абортусов с уровнем метилирования выше, чем верхняя граница (гипер), и ниже, 
чем нижняя граница (гипо), диапазона вариации в группе медицинских абортусов. МА — медицинские абортусы, СА НК — 
спонтанные абортусы с нормальным кариотипом, СА Моно X — спонтанные абортусы с моносомией по X-хромосоме, 
СА Три 16 — спонтанные абортусы с трисомией по 16 хромосоме.

Note: the number and proportion of abortions with a methylation level higher than the upper threshold (hyper-) and lower than the 
lower threshold (hypo-) of the range of variation in the group of induced abortions are presented. IA — induced abortions, SA Tri 
16 — spontaneous abortions with trisomy on the 16 chromosome, SA Mono X — spontaneous abortions with monosomy on the 
X  chromosome, SA NK — spontaneous abortions with normal karyotype.

Рис. 3. Средний уровень метилирования проанализированных CpG-сайтов генов PTPRN2 и PRDM16 в ворсинах 
хориона в группах спонтанных абортусов с трисомией 16, с моносомией X, с нормальным кариотипом по сравнению 

с медицинскими абортусами и лимфоцитами периферической крови взрослых индивидов. Три 16 — спонтанные 
абортусы с трисомией 16, Моно X — спонтанные абортусы с моносомией X, НК — спонтанные абортусы с нормальным 

кариотипом, Лимф. — лимфоциты взрослых индивидов, МА — медицинские абортусы. Квадрат в центре прямоугольника 
обозначает медиану. Боксы обозначают 25‑й и 75‑й процентили. Усы отмечают границы выбросов, голубыми линиями 

отмечены границы выбросов в группе МА
Fig. 3. The average level of methylation of the analyzed CpG sites of the PTPRN2 and PRDM16 genes in chorionic villi in groups 

of spontaneous abortions with trisomy 16, with monosomy X, with normal karyotype compared with induced abortions and 
peripheral blood lymphocytes of adult individuals. Tri16 — spontaneous abortions with trisomy 16, MonoX — spontaneous 

abortions with monosomy X, NK — spontaneous abortions with normal karyotype, Lymph — lymphocytes of adult individuals, 
IA — induced abortions. The square in the center of the box represents the median. The boxes represent the 25th and 75th 

percentiles. Whiskers mark the outlier thresholds; blue lines mark the outlier thresholds in the IA group
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Было обнаружено, что 33 % всех спонтанных 
абортусов имело нарушения уровня метилирования 
по гену PRDM16 и 5 % спонтанных абортусов имело 
нарушения уровня метилирования по гену PTPRN2. 
При этом нарушения метилирования гена PRDM16 
наблюдались не только в группе спонтанных аборту-
сов с трисомией 16, для которых характерно гипер-
метилированное состояние генома в клетках ворсин 
хориона [7], но и в группе спонтанных абортусов 
с нормальным кариотипом (28 %).

Параллельно с анализом профиля метилирова-
ния исследуемых генов, для тех же образцов ворсин 
хориона спонтанных и медицинских абортусов 
был проведен анализ профиля метилирования ре-
тротранспозона LINE‑1 также с помощью таргетного 
бисульфитного массового параллельного секвениро-
вания. Ретротранспозон LINE‑1 занимает около 21 % 
генома человека и поэтому уровень метилирования 
его промотора часто рассматривается в качестве 
маркера глобального метилирования всего генома 
человека. Ранее в работах нашей группы было по-
казано, что спонтанные абортусы с анеуплоидией 
по различным хромосомам характеризуются повы-
шенным уровнем метилирования LINE‑1, а среди 

спонтанных абортусов с нормальным кариотипом 
часть спонтанных абортусов имеет повышенный, 
а часть — сниженный уровень метилирования 
LINE‑1 [8]. Поэтому, в настоящем исследовании был 
проведен корреляционный анализ между уровнем 
метилирования LINE‑1 и средним уровнем метили-
рования исследуемых генов в группах спонтанных 
абортусов с различным кариотипом.

Было обнаружено, что в группе спонтанных 
абортусов с нормальным кариотипом с уровнем 
метилирования LINE‑1 значимо коррелирует уровень 
метилирования гена PRDM16 (R = 0,36, p = 0,03) 
(рис. 4). Для других групп спонтанных абортусов 
значимых корреляций выявлено не было. Таким 
образом, у спонтанных абортусов с нормальным 
кариотипом со сниженным и повышенным уровнем 
метилирования гена PRDM16 нарушения метили-
рования затрагивают не только этот ген, а носят 
более глобальный характер в масштабах генома. 
Такие нарушения уровня метилирования могут 
быть связаны с недостаточным или избыточным 
функционированием базовых механизмов метили-
рования ДНК, независимых или слабо зависимых 
от локального геномного контекста.

Рис. 4. Зависимость среднего уровня метилирования проанализированных CpG-сайтов генов PTPRN2 и PRDM16 
в ворсинах хориона в группе спонтанных абортусов с нормальным кариотипом от среднего уровня метилирования 

ретротранспозона LINE‑1
Fig. 4. Dependence of the average methylation level of the analyzed CpG sites of the PTPRN2 and PRDM16 genes in chorionic 

villi in the group of spontaneous abortions with normal karyotype on the average methylation level of the retrotransposon LINE‑1
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Уровень метилирования гена PTPRN2 значимо 
снижался с повышением возраста матери в группе 
спонтанных абортусов с моносомией хромосомы 
X (R =  –0,53, p = 0,016) (рис. 5). В других группах 

спонтанных абортусов значимых корреляций с воз-
растом матери не наблюдалось. С возрастом отца 
также значимых корреляций обнаружено не было 
ни в одной из групп.

Рис. 5. Зависимость среднего уровня метилирования проанализированных CpG-сайтов генов PTPRN2 и PRDM16 
в ворсинах хориона в группе спонтанных абортусов с моносомией X от возраста матери

Fig. 5. Dependence of the average methylation level of the analyzed CpG sites of the PTPRN2 and PRDM16 genes in chorionic 
villi in the group of spontaneous abortions with monosomy X on the maternal age

Ген PRDM16 занимает очень протяженный 
участок в геноме (369,419 п. н.) и содержит в сво-
ем составе 33 CpG-островка. PRDM16 является 
членом семейства белков, содержащих домен PR, 
и связан с различными заболеваниями, включая 
миелодиспластический синдром и Т-клеточный 
лейкоз взрослых [12, 13], а также аномалиями 
развития, такими как волчья пасть [14]. Известно 
также, что он действует как регулятор клеточной 
дифференцировки [15]. В развивающемся эмбрионе 
мыши экспрессия PRDM16 обнаруживается на E9.5 
в ограниченном числе тканей, а к E14.5 PRDM16 
экспрессируется в широком спектре развивающихся 
тканей, включая ткани головного мозга, легких, 
почек и желудочно-кишечного тракта [16].

Дифференциальное метилирование PRDM16 
при беременности связано с различными метабо-
лическими нарушениями у матерей. В нескольких 
исследованиях показана связь с материнским диа-

бетом дифференциального метилирования PRDM16 
в крови детей [17–19], в ткани пуповины [20] и пла-
центы [21]. Известно, что PRDM16 играет важную 
роль в развитии поджелудочной железы [22].

Кроме того, ген PRDM16 вместе с геном 
PTPRN2 был гиперметилирован в крови новоро-
жденных от матерей с ожирением [23]. PRDM16 
имеет решающее значение для дифференцировки 
бурой жировой ткани [15], которая играет важную 
роль в удержании тепла и расходовании энергии 
на первом году жизни [24] и остается метаболически 
активной во взрослом возрасте. Дифференциальное 
метилирование PRDM16 наблюдалось перед желу-
дочным шунтированием и потерей веса в жировой 
ткани, что позволяет предположить, что уровень 
метилирования модифицируется потерей веса [25]. 
Было также обнаружено, что метилирование ДНК 
в PRDM16 обратимо при неонатальном введении 
ресвератрола мышам-самцам [26]. Наличие диф-
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ференциального метилирования в крови, а также 
в первичных тканях в этих исследованиях подчер-
кивает потенциал PRDM16 в качестве биомаркера 
для скрининга, а также его потенциал в качестве 
ключевого участника метаболических регулятор-
ных механизмов, на которые влияет материнское 
ожирение.

PRDM16 вместе с PTPRN2 участвует в развитии 
нервной ткани [16, 27]. Дифференциальное метили-
рование генов PRDM16 и PTPRN2 в числе прочих 
было обнаружено в крови пациентов с расстрой-
ствами аутистического спектра [28]. В исследовании 
показано, что метилом мозга пациентов с аутизмом 
имеет сходство с метиломом эмбрионального мозга. 
Авторы высказывают гипотезу об эпигенетической 
задержке в метилировании ДНК в ходе развития 
мозга при расстройствах аутистического спектра, 
что может привести к нарушениям на уровне 
транскриптома [28]. Потеря PRDM16 у Danio rerio 
и мыши приводит к нарушению эмбрионального 
развития и черепно-лицевым дефектам [29]. Это 
подтверждается и ассоциацией гена PRDM16 c 
аномалиями развития, такими как волчья пасть [14].

Ген PRDM16 является импринтированным 
с экспрессией с отцовского аллеля [30]. Диффе-
ренциальное метилирование гена PRDM16 было 
обнаружено в образцах децидуального эпителия 
матки, полученного путем выскабливания, у женщин 
с привычным невынашиванием беременности [31]. 
Все это указывает на возможное влияние уровня 
метилирования гена PRDM16 у матери на нормаль-
ное развитие потомства. Недавно оказалось, что ген 
PRDM16 активно и специфично экспрессируется в оо-
цитах мышей и его экспрессия повышается при ста-
рении [32]. Это соответствует некоторому снижению 
уровня метилирования PRDM16 с возрастом матери 
в нашем исследовании, хотя корреляция с возрастом 
матери и была незначимой. Ранее было показано 
гиперметилирование гена PRDM16 в ооцитах мышей, 
полученных после культивирования фолликулов in 
vitro [33]. При двойном ооцит-специфичном нокауте 
генов PRDM3 и PRDM16 не наблюдалось пренаталь-
ной гибели, однако большинство мышей умирали 
в первые 2 месяца жизни [32].

Было высказано предположение, что аберрант-
ное метилирование PRDM16 вызывает мужское 
бесплодие [34], и его гипометилирование было 
обнаружено в образцах сперматозоидов с низкой 
подвижностью [35]. Кроме того, было обнаружено, 
что PRDM16 дифференциально метилирован в спер-
матозоидах взрослых, подвергшихся жестокому 
обращению в детстве [36], и гиперметилирован 
в сперматозоидах потребителей каннабиса [37]. На-
конец, на средний уровень метилирования PRDM16 
влияет протокол получения и отбора сперматозоидов. 
Дополнительный этап очистки от апоптотических 
сперматозоидов с помощью магнитной сепарации 
приводит к повышению уровня метилирования 
PRDM16 в полученных сперматозоидах [38].

Таким образом, уровень метилирования гена 
PRDM16 в гонадах вариабелен и может изменять-
ся под влиянием различных факторов внутренней 
и внешней среды, включая уровень глюкозы в крови, 
ожирение и стресс. Дифференциальное метили-
рование PRDM16 потенциально может наследо-
ваться трансгенерационно и влиять на процессы 
в организме потомков. В составе PRDM16 имеется 
домен SET, отвечающий за метилирование гистонов. 
Действительно, показано, что PRDM16 регулирует 
хроматин благодаря контролю H3K9me3 и H3K4me3 
в эмбриогенезе Danio rerio [29]. За счет влияния 
на регуляцию метилирования гистонов наблюдаемое 
в настоящей работе дифференциальное метилирова-
ние PRDM16 может быть связано с множественными 
аномалиями транскриптома в ходе индивидуального 
развития и приводить к гибели эмбриона.

Ген PTPRN2 занимает еще более протяженный 
участок в геноме (1,048,768 п. н.) и содержит в сво-
ем составе 63 CpG-островка. Интересно, что, как 
и в случае с геном PRDM16, регион гена PTPRN2 
(7q36.3) часто подвергается перестройкам при 
лейкемии [39].

Ген PTPRN2 кодирует белок, который функцио-
нирует как основной островковый аутоантиген при 
диабете I типа [40–42]. Как и в случае с PRDM16, 
дифференциальное метилирование гена PTPRN2 
часто обнаруживается при различных метаболиче-
ских нарушениях, связанных с повышенной массой 
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тела [43]. Нарушение метилирования гена PTPRN2 
в островках Лангерганса поджелудочной железы 
было связано с повышенным риском развития диа-
бета II типа [44]. Дифференциальное метилирование 
гена PTPRN2 наблюдалось в плаценте и пуповинной 
крови при диабете беременных [21, 45–47] и кор-
релировало с уровнем глюкозы в плазме натощак 
у монозиготных близнецов [48]. Дифференциальное 
метилирование гена PTPRN2 было обнаружено 
у индивидов, рожденных в период Великого ки-
тайского года в 1959–1961 годах [49]. При этом 
дифференциальное метилирование этого гена также 
было связано и с детским ожирением [47, 50]. Кроме 
того, вместе с геном PRDM16, ген PTPRN2 был 
дифференциально метилирован в крови новоро-
жденных от матерей с ожирением [23]. В недавнем 
исследовании уровень метилирования гена PTPRN2 
в подкожной жировой клетчатке также ассоциирован 
с уровнем триглицеридов в крови [51]. Наконец, 
дифференциальное метилирование гена PTPRN2 
ассоциировано со стеастозом и неалкогольной жи-
ровой болезнью печени [52].

Эти результаты являются убедительным доказа-
тельством того, что локусы в PTPRN2 плода, вероятно, 
поддаются модификации в зависимости от питания 
матери и факторов, влиявших на нее в течение бере-
менности. Дифференциальное метилирование гена 
PTPRN2 в назальном эпителии детей было связано 
с насилием и стрессом, пережитым их матерями 
[53]. Кроме того, ген PTPRN2 был дифференциально 
метилирован в пуповинной крови новорожденных 
с задержкой роста плода [54, 55]. По-видимому, ма-
теринское влияние на уровень метилирования гена 
PTPRN2 может быть связано и с трансгенерационным 
эпигенетическим наследованием уровня метилиро-
вания в гене PTPRN2 от матерей к потомству [56]. 
Однако важен не только уровень метилирования гена 
PTPRN2 у матери. Недавно была обнаружена связь 
дифференциального метилирования гена PTPRN2 
с мужским бесплодием [57].

Дифференциальное метилирование гена 
PTPRN2 часто обнаруживается и при других забо-
леваниях, в том числе ишемической болезни сердца 
[58, 59] и синдроме Марфана [60]. Метилирование 

и экспрессия PTPRN2 были связаны с болезнью 
Паркинсона [61–64]. У однояйцевых близнецов 
дифференциальное метилирование PTPRN2 было 
связано с депрессией [65]. Уровень метилирования 
PTPRN2 в крови был связан с изменением уровня 
глюкозы и настроением у участников эксперимен-
та по долговременной изоляции в рамках миссии 
Марс‑500 [66]. Мета-анализ данных по всему эпи-
геному показал, что дифференциально метилиро-
ванный участок в PTPRN2 был связан с детской 
астмой [67], а гипометилированный PTPRN2 был 
связан с быстрым снижением функции легких при 
астме и хроническом обструктивном бронхите [68]. 
Дифференциальное метилирование генов PTPRN2 
и PRDM16 среди прочих в висцеральной жировой 
ткани позволяло выделить группу пациентов с раком 
прямой кишки [69].

Выводы
Таким образом, гены PRDM16 и PTPRN2, 

дифференциально-метилированные у части спон-
танных абортусов по сравнению с медицинскими 
абортусами и связанные с уровнем метилирования 
ретротранспозона LINE‑1, обладают рядом сходных 
признаков. Это очень протяженные гены с большим 
числом CpG-островков в составе, что открывает 
широкие возможности для регуляции их активности 
с помощью метилирования ДНК. Дифференциальное 
метилирование в данных генах встречается при 
широком спектре заболеваний, в первую очередь 
связанных с нарушением метаболизма. Кроме того, 
дифференциальное метилирование этих генов на-
блюдается у плода в зависимости от метаболических 
проблем у матери. Наконец, нарушения метилиро-
вания обоих генов связаны с мужским бесплодием. 
Для обоих генов показана трансгенерационная 
эпигенетическая наследуемость. Однако в нашем 
исследовании среди спонтанных абортусов первого 
триместра нарушения по уровню метилирования 
наблюдались только для гена PRDM16, который 
при этом коррелировал с уровнем метилирования 
LINE‑1. Полученные результаты указывают, что 
эпигенетические нарушения гена PRDM16, помимо 
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нарушений на более поздних сроках беременности, 
могут быть связаны со спонтанным прерыванием 
беременности в первом триместре.
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