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Эпигенетические модификации ДНК – важ�
ный механизм, регулирующий транскрипцию.
Нарушение профиля метилирования ДНК в эм�
бриогенезе в результате воздействия каких�либо
патологических факторов драматически сказыва�
ется на судьбе развивающегося организма. Ран�
ние этапы онтогенеза человека характеризуются
высокой частотой гибели эмбрионов, в половине
случаев обусловленной геномными мутациями,

большей частью трисомией аутосом [1]. Избыточ�
ная доза какой�либо целой хромосомы может
влиять на различные процессы в клетке, в том
числе на профиль метилирования ДНК. Действи�
тельно, за последние годы аберрантно метилиро�
ванные гены найдены в различных тканях эмбри�
онов и взрослых индивидов с трисомиями хромо�
сом 18 и 21 [2–4]. 

Трисомия хромосомы 16 относится к наибо�
лее частым хромосомным аномалиям, выявляе�
мым у внутриутробно погибших зародышей че�
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ловека. Она встречается у 6–10% спонтанных
абортусов I�го триместра беременности и со�
ставляет около 30% всех трисомий, регистрируе�
мых в этой группе [5]. Среди всех клинически
распознаваемых беременностей частота данной
мутации достигает 1.5% [6]. Ранее мы показали,
что избыточная доза хромосомы 16 влияет на та�
кой эпигенетический процесс, как инактивация
Х�хромосомы [7]. Не исключено, что увеличение
дозы этой хромосомы может спровоцировать мо�
дификации метилирования множества локусов ге�
нома, что в свою очередь приведет к остановке раз�
вития и гибели эмбриона. Кроме того, трисомия
16, выявляемая в клетках спонтанных абортусов,
практически всегда обусловлена нерасхождением
хромосом в первом делении мейоза у матери
[5, 8]. Соответственно, запуск всей программы
индивидуального развития, в том числе регулиру�
емой эпигенетическими механизмами, начинает�
ся с трисомного кариотипа в зиготе. 

В представленной работе с использованием
платформы “Infinium HumanMethylation27 Bead�
Chip” (“Illumina”, США) проведено сравнение
профиля метилирования ДНК в плацентарных
тканях эмбрионов с трисомией хромосомы 16 и с
нормальным кариотипом. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Проведение настоящей работы было одобре�
но Комитетом по биомедицинской этике НИИ
медицинской генетики СО РАМН. Исследовали
плацентарные ткани – цитотрофобласт хориона
и внезародышевую мезодерму – 17 спонтанных
абортусов с трисомией хромосомы 16 (9 мужско�
го, восемь женского пола), а также пяти спон�
танных (два мужского и три женского пола) и
шести индуцированных (три мужского и три
женского пола) абортусов с нормальным карио�
типом (контрольная группа). Все спонтанные
абортусы получены от женщин с диагнозом
анэмбриония либо неразвивающаяся беремен�
ность. Анэмбрионии – группа спонтанных абор�
тусов, эмбриональное развитие которых оста�
навливается достаточно рано – на этапе диффе�
ренцировки внутренней клеточной массы.
Критериями для постановки диагноза при уль�
тразвуковом обследовании беременных женщин
служило отсутствие сформированного эмбриона
в полости плодного мешка и несоответствие раз�
меров плодного мешка ожидаемым размерам на
данном сроке беременности. Неразвивающиеся
беременности – группа спонтанных абортусов, у
которых выражены признаки задержки эмбрио�
на в полости матки после остановки развития. Ди�
агноз ставится в ходе динамического ультразвуко�
вого обследования беременных женщин, при
этом используют следующие критерии: наличие
сформированного зародыша в полости плодного

мешка; несоответствие крестцово�теменного раз�
мера эмбриона размеру, ожидаемому на текущем
сроке беременности; отсутствие сердцебиения и
двигательной активности эмбриона. Внезароды�
шевые ткани индуцированных абортусов получе�
ны от здоровых женщин, не пожелавших сохра�
нить нормально протекавшую беременность по
социальным показаниям. Продолжительность
внутриутробного развития зародышей, опреде�
ленная по дате последней менструации, составля�
ла у спонтанных абортусов с трисомией хромосо�
мы 16 в среднем 8.4 ± 1.8 недель, у абортусов с
нормальным кариотипом – 9.6 ± 1.9 недель, у ин�
дуцированных абортусов – 8.7 ± 1.8 недель, и не
различалась статистически значимо в сравнивае�
мых группах (p = 0.1). Кариотип эмбрионов уста�
навливали с помощью стандартного метафазного
анализа с использованием культур клеток внеза�
родышевой мезодермы. Мозаичные варианты
трисомии 16 верифицировали с помощью интер�
фазного FISH�анализа с центромероспецифич�
ным ДНК�зондом D16Z1 в некультивированных
тканях. Интерфазный FISH�анализ и приготов�
ление суспензий интерфазных ядер некультиви�
рованных клеток внезародышевых тканей прово�
дили согласно [9].

Геномную ДНК для анализа статуса метилиро�
вания выделяли из нативных (некультивирован�
ных) тканей зародыша после стандартной обра�
ботки протеиназой К в течение 16 ч при 37°С и
экстракции смесью фенола и хлороформа. Цито�
трофобласт хориона и внезародышевая мезодер�
ма происходят из разных зародышевых листков, в
норме они различаются профилем метилирова�
ния [10], поэтому эти плацентарные ткани мы
анализировали отдельно. 

Эпигенетический статус определяли с помощью
метилочипа “Infinium HumanMethylation27 Bead�
Chip” (“Illumina”, США), включающего 27578
CpG�динуклеотидов, локализованных в 14475 ге�
нах, согласно протоколу производителя [http://
www.illumina.com]. Данные анализировали, ис�
пользуя пакет программ “GenomeStudio Methy�
lation Module” (“Illumina”, США), который пе�
реводит интенсивность флуоресценции в коли�
чественную величину β (индекс метилирования),
соответствующую отношению сигналов флуорес�
ценции метилированных аллелей к сумме сигна�
лов метилированных и неметилированных алле�
лей исследуемого локуса. Величина β непрерывна,
она может принимать любое значение от 0 до 1, где
0 соответствует состоянию, когда все CpG�сайты в
данном положении неметилированы, а 1 указыва�
ет на полное метилирование всех гомологичных
CpG�динуклеотидов. Неметилированными счи�
тали CpG�динуклеотиды со значением β < 0.2,
поскольку порог чувствительности метода со�
ставляет 20% [11], гиперметилированными –
CpG�динуклеотиды со значением β > 0.6 [12]. 
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Статистический анализ проводили с использо�
ванием веб�ресурса GenePattern [http://www.broad�
institute.org/cancer/software/genepattern/]. Для иден�
тификации дифференциально метилированных
сайтов на аутосомах и Х�хромосоме у эмбрионов
мужского пола использовали медианный Т�тест.
Поправку на множественность сравнений вводили
с помощью метода FDR (False Discovery Rate).
CpG�сайты считали дифференциально метили�
рованными при значении р < 0.01. Большая часть
генов на одной из Х�хромосом у зародышей жен�
ского пола инактивирована, поэтому для анализа
профиля метилирования Х�хромосомы отбирали
только те CpG�сайты, уровень метилирования ко�
торых в контрольной группе находился в диапазоне
β = 0.5 ± 0.2. Затем отобранные Х�сцепленные сай�
ты анализировали у каждого эмбриона женского
пола с кариотипом 47,XX,+16. Дифференциально
метилированными считали те, значение β у кото�
рых не соответствует диапазону 0.5 ± 0.2.

Для функциональной аннотации дифферен�
циально метилированных генов использовали
программу “WEB�based GEne SeT AnaLysis Tool�
kit” на основе алгоритма анализа обогащенного
набора генов (“Gene Set Enrichment Analysis
(GSEA)” [http://bioinfo.vanderbilt.edu/webgestalt].
Классификацию категорий генов проводили при
помощи базы данных “Gene Ontology (GO)” [http://
www.geneontology.org].

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Нами измерен уровень метилирования 26201
CpG�динуклеотида, локализованного в 13967
аутосомных генах, и 960 сайтов в 556 Х�сцеплен�

ных генах в восьми образцах внезародышевой ме�
зодермы и в 14 образцах цитотрофобласта у спон�
танных абортусов с трисомией 16, а также в этих
же тканях у пяти внутриутробно погибших и ше�
сти индуцированных эмбрионов с нормальным
кариотипом.

В результате иерархического кластерного ана�
лиза все образцы разделили на два кластера в зави�
симости от кариотипа эмбрионов и независимо от
анамнеза, за исключением внезародышевой мезо�
дермы у индуцированного абортуса (к3, рис. 1), что
указывает на множественные различия профиля
метилирования исследованных CpG�сайтов в пла�
центарных тканях нормальных и анеуплоидных
эмбрионов.

С целью выявления дифференциально мети�
лированных генов у эмбрионов с трисомией хро�
мосомы 16 мы сравнили образцы, входящие в оба
кластера, с помощью медианного Т�теста. 

Во внезародышевой мезодерме эмбрионов с
анеуплоидным кариотипом найдено 3445 диффе�
ренциально метилированных CpG�сайтов в
3080 генах, а в цитотрофобласте – 1116 сайтов,
локализованных в 1031 гене (табл. 1). Распределе�
ние гипо� и гиперметилированных CpG�сайтов во
внезародышевых тканях различалось статистиче�
ски значимо: во внезародышевой мезодерме 87%
дифференциально метилированных сайтов были
гипометилироваными, тогда как в цитотрофобла�
сте гиперметилированы около 78% сайтов (р <
0.001). Большая часть дифференциально метили�
рованных сайтов в обеих тканях находилась в СpG�
богатых регионах – 86 и 63% соответственно (табл.
1). Дифференциально метилированными в обеих
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Рис. 1. Результаты иерархическиго кластерного анализа профиля метилирования ДНК в плацентарных тканях спон�
танных и индуцированных абортусов; с – спонтанные абортусы с нормальным кариотипом, к – индуцированные
абортусы с нормальным кариотипом (контроль), т – спонтанные абортусы с трисомией хромосомы 16.
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тканях были 236 сайтов (130 гипо� и 106 гипермети�
лированных).

Дифференциально метилированные сайты вы�
явлены на всех аутосомах (табл. 2). Интересно, что
на хромосоме 16 количество таких сайтов в обеих
тканях было статистически значимо больше, чем

на других хромосомах (р < 0.05) – 113 в 105 генах в
цитотрофобласте и 228 в 193 генах во внезародыше�
вой мезодерме. Причем в цитотрофобласте 78%
дифференциально метилированных сайтов на хро�
мосоме 16 были гиперметилироваными, тогда как
во внезародышевой мезодерме большая часть та�
ких сайтов (82%) гипометилирована, что отражает
общую тенденцию эпигенетических модифика�
ций у эмбрионов с трисомией 16. 

Во внезародышевой мезодерме эмбрионов муж�
ского пола найдено 33 гиперметилированных сайта
в 31 гене на Х�хромосоме, а в цитотрофобласте в
15 генах обнаружены 15 гиперметилированных
сайтов, причем два дифференциально метилиро�
ванных сайта в двух генах были гиперметилиро�
ванными в обеих тканях. 

Мы выделили функционально значимые груп�
пы дифференциально метилированных генов,
локализованных на аутосомах. В цитотрофобла�
сте дифференциально метилированные (гипер�
метилированные) гены по классификации “Gene
Ontology” относятся к таким крупным функцио�
нальным группам, как GO:003502 – процессы раз�
вития, в том числе GO:0048856 – развитие анато�
мических структур, GO:0007275 – развитие много�
клеточного организма; GO:0002376 – процессы
иммунной системы – GO:0006955 – иммунный от�
вет, а также GO:0007155 – клеточная адгезия (рис. 2),
тогда как большая часть гипометилированных ге�
нов входит в группы, отвечающие за различные
метаболические процессы: GO:0044237 – клеточ�
ные метаболические процессы; GO:0043170 – ме�
таболизм макромолекул. Кроме того, 33 гипоме�
тилированных гена относятся к группе генов кле�
точного цикла (рис. 2). 

Во внезародышевой мезодерме гиперметили�
рованные гены входят в большую группу генов,
продукты которых отвечают за процессы в много�
клеточном организме (GO:0032501), в частности
GO:0001816 – за выработку цитокинов, а также за
ответ на внешний стимул (GO:0009605) и регуля�
цию иммунного ответа (GO:0050776). Большая
часть дифференциально метилированных генов
во внезародышевой мезодерме эмбрионов с три�
сомией 16 так же, как и в цитотрофобласте, отно�

Таблица 1. Дифференциально метилированные CpG�сайты, локализованные на аутосомах, в плацентарных тка�
нях эмбрионов с трисомией хромосомы 16

СpG�сайты Внезародышевая мезодерма Цитотрофобласт

Гипометилированные 2985 250

Гиперметилированные 460 866

Одиночные CpG�нуклеотиды 460 411

CpG�нуклеотиды в составе CpG�островка 2985 705

Всего дифференциально метилированных сайтов 3445 1116

Таблица 2. Число дифференциально метилированных
сайтов во внезародышевых тканях эмбрионов с трисо�
мией хромосомы 16

Хромосома Внезародышевая 
мезодерма Цитотрофобласт

1 391/2877 (13.6%) 129/2754 (4.7%)

2 254/1688 (15%) 53/1614 (3.3%)

3 211/1505 (14.0%) 57/1444 (4.0%)

4 123/999 (13.3%) 31/945 (3.3%)

5 165/1146 (14.4%) 41/1099 (3.7%)

6 186/1473 (12.6%) 52/1399 (3.7%)

7 168/1249 (13.4%) 45/1194 (3.8%)

8 124/929 (13.3%) 28/887 (3.2%)

9 132/1060 (12.4%) 42/1032 (4.0%)

10 146/1032 (14.1%) 36/990 (3.6%)

11 220/1720 (12.8%) 86/1661 (5.2%)

12 162/1513 (10.7%) 59/1441 (4.1%)

13 72/491 (14.6%) 26/423 (5.5%)

14 118/824 (14.3%) 30/799 (3.7%)

15 105/817 (12.8%) 33/801 (4.1%)

16 228/1191 (19.1%) 113/1170 (9.7%)

17 209/1573 (13.3%) 81/1530 (5.3%)

18 35/392 (8.9%) 11/371 (3.0%)

19 198/1874 (10.4%) 78/1853 (4.2%)

20 90/878 (10.2%) 47/862 (5.4%)

21 35/308 (11.4%) 9/287 (3.1%)

22 73/641 (11.4%) 29/631 (4.6%)

Х (для мужского 
пола)

33/1063 (3.1%) 15/1028 (1.5%)

Примечание. Приведено отношение числа дифференциаль�
но метилированных сайтов ко всем проанализированным
CpG�сайтам на каждой хромосоме. 
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сится к группе генов, отвечающих за метаболиче�
ские процессы (рис. 3).

Во внезародышевой мезодерме с равной веро�
ятностью происходит инактивация отцовской
или материнской Х�хромосомы, тогда как в цито�
трофобласте избирательно инактивируется от�
цовская Х�хромосома [12]. С учетом этого, а также
преимущественно материнского происхождения
трисомии хромосомы 16 у эмбрионов женского
пола с кариотипом 47,XX,+16, мы анализировали
профиль метилирования Х�хромосомы только во
внезародышевой мезодерме. Из 1085 Х�сцеплен�
ных CpG�динуклеотидов, представленных на чи�
пе, удалось проанализировать 1079 (99.45%). Уро�
вень метилирования 446 CpG�сайтов в контроль�
ной группе соответствовал значению β = 0.5 ± 0.2.
После сортировки у зародышей женского пола с
анеуплоидным кариотипом выявили от 47 до

123 дифференциально метилированных сайтов в
201 гене. У одного, двух и трех эмбрионов обна�
ружили 59, 53 и 35 сайтов, соответственно, а у че�
тырех и более эмбрионов мы верифицировали
54 общих CpG�динуклеотида. Мы проанализирова�
ли биологические функции генов, дифференциаль�
но метилированных более чем у четырех эмбрионов.
Эти гены входили в такие функциональные группы,
как группы генов транспорта (GO:0006810), преоб�
разования сигнала (GO:0007165), развития ана�
томических структур (GO:0048856), клеточных
метаболических процессов соединений азота
(GO:0034641), сборки клеточных компонентов
(GO:0022607), ответа на стресс (GO:0006950),
дифференцировки (GO:0030154) и пролифера�
ции (GO:0008283) клеток.

Далее из всех дифференциально метилирован�
ных сайтов, локализованных в CpG�островках, мы

Биологические
процессы

Процессы
иммунной системы

Ответ на стимулПроцессы многоклеточного
организма
146 генов

adjP = 2.86eF03

Выработка
цитокинов

17 генов
adjP = 4.4eF03

Иммунный ответ

Регуляция
иммунного ответа

14 генов
adjP = 0.0478

Ответ на внешний стимул
41 ген

adjP = 2.14eF02

Биологические
процессы

Метаболические процессы
1456 генов

adjP = 5.35eF30

Клеточные процессы

Первичные
метаболические

процессы
1345 генов

adjP = 4.89eF31

Метаболизм
макромолекул

1179 генов
adjP = 4.89eF31

Метаболизм соединений
азота

852 гена
adjP = 8.53eF24

Клеточные
метаболические процессы

1137 генов
adjP = 8.93eF45

а

б

Рис. 2. Функционально значимые группы генов во внезародышевой мезодерме эмбрионов с трисомией хромосомы 16.
а – Гиперметилированные гены; б – гипометилированные гены.
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отобрали CpG�сайты, неметилированные в кон�
трольной группе (β < 0.2) и гиперметилированные
(β > 0.6) у эмбрионов с трисомией хромосомы 16. С
учетом этих критериев установлено дифференци�
альное метилирование 28 сайтов в 26 генах цито�
трофобласта (табл. 3). Сайтов с такой разницей в
уровне метилирования во внезародышевой мезо�
дерме не найдено. Значения β у остальных диффе�
ренциально метилированных сайтов и в цитотро�
фобласте, и во внезародышевой мезодерме распо�
лагались в интервале 0.2–0.6. 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Установление и поддержание тканеспецифич�
ных профилей экспрессии генов в ходе развития
многоклеточного организма тесно связано с дей�
ствием факторов транскрипции и эффектов эпи�
генетических модификаций. В число последних
входит метилирование ДНК – процесс, устанав�
ливаемый, в первую очередь, в течение эпигене�
тического репрограммирования генома. Сверх�
численная хромосома может быть одним из фак�

торов, влияющих на процесс эпигенетического
репрограммирования. 

К настоящему времени всего лишь в несколь�
ких работах приведены результаты широкомас�
штабного анализа профиля метилирования генома
в образцах с анеуплоидным кариотипом, выпол�
ненного с использованием микрочиповых техно�
логий. Изучены трисомии хромосом 18 и 21 – хро�
мосомных нарушений, наиболее распространен�
ных у новорожденных [2, 3]. С использованием той
же платформы, что и в нашей работе (“Infinium
HumanMethylation27 BeadChip”), показано, что
аберрантные модификации генов имеют тканеспе�
цифичный характер, а дополнительная хромосома
оказывает транс�эффект на эпигенетические мо�
дификации генома [2–4]. В зависимости от типа
тканей и статистических методов обработки ре�
зультатов в разных работах приведено разное чис�
ло дифференциально метилированных генов.
Так, изучение аберрантного метилирования в
лейкоцитах периферической крови 29 больных
синдромом Дауна [2], выполненное с использова�
нием иерархического кластерного анализа, не вы�
явило значительных различий между образцами с

Биологические
процессы

а

Биологическая
адгезия

Процессы развития
195 генов

adjP = 1.86eF06

Адгезия клетки
61 ген

adjP = 6.00eF04

Развитие
анатомических

структур 171 ген
adjP = 5.19eF08

Процессы
многоклеточного

организма
252 гена

adjP = 1.86eF06

Развитие
многоклеточного

организма
182 гена

adjP = 9.76eF07

Процессы
иммунной системы

85 генов
adjP = 2.94eF06

Иммунный ответ
67 генов

adjP = 1.86eF06

Биологические
процессы

б

Клеточные процессы Метаболические процессы

Клеточный цикл
33 гена

adjP = 0.0001

Клеточные
метаболические процессы

130 генов
adjP = 0.0005

Метаболизм
макромолекул

115 генов
adjP = 0.0011

Рис. 3. Функционально значимые группы генов в цитотрофобласте хориона эмбрионов с трисомией хромосомы 16.
а – Гиперметилированные гены; б – гипометилированные гены.
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трисомным кариотипом и контрольной группой
(20 образцов), но обнаружило 108 дифференци�
ально метилированных генов. Среди них оказа�
лись гены, которые экспрессируются на высоком
уровне в нормальных Т�лимфоцитах и гемопоэти�
ческих стволовых клетках [2]. В образцах ворсин
хориона (цитотрофобласте) трех эмбрионов с три�
сомией 21 идентифицировано
404 дифференциально метилированных гена [4].
Дифференциально метилированные гены, выяв�
ленные в цитотрофобласте при трисомии 21, в
норме регулируют развитие нервной и сердечно�
сосудистой системы, почек и кишечника, а также
черепно�лицевых структур, т.е. тех органов и си�
стем, развитие которых часто нарушено при син�
дроме Дауна. 

Изучение профиля метилирования различ�
ных плацентарных и эмбриональных тканей
при трисомии 18 выявило 17 дифференциально
метилированных сайтов в коже четырех плодов
и 15 дифференциально метилированных локу�
сов в цитотрофобласте пяти эмбрионов [3, 4].
Вероятно, дополнительная хромосома 18 не
влияет существенно на эпигенетический про�
филь генома. В нашей работе мы анализировали
профиль метилирования ДНК у эмбрионов с три�

сомией 16. Результаты иерархического кластер�
ного анализа всех образцов указывали на то, что
профиль метилирования CpG�сайтов в плацен�
тарных тканях зародышей с трисомией 16 значи�
тельно отличается от профиля у эмбрионов с нор�
мальным кариотипом. Сравнение уровней метили�
рования каждого CpG�сайта во внезародышевых
тканях эмбрионов с анеуплоидным и нормальным
кариотипом выявило дифференциальное метили�
рование 13% сайтов во внезародышевой мезодерме
и 4% – в цитотрофобласте анеуплоидных зароды�
шей (p < 0.01). Дифференциально метилированные
сайты были преимущественно тканеспецифичны�
ми, и только меньшая их часть (7% во внезароды�
шевой мезодерме и 21% в цитотрофобласте) найде�
на в обеих тканях.

В онтогенезе млекопитающих известно два пе�
риода, в ходе которых происходят события, пред�
располагающие к возникновению эпимутаций с
высокой частотой. Первый этап – это деметили�
рование и последующее метилирование de novo,
протекающие в примордиальных и зрелых поло�
вых клетках. Зрелые мужские и женские гаметы
становятся гиперметилированными по сравне�
нию с клетками соматических тканей [14]. Вто�
рой этап – деметилирование на ранних этапах

Таблица 3. Функциональные категории генов с дифференциально метилированными сайтами в плацентарных
тканях человека при трисомии 16

Биологический процесс Ген

GO:0008152, метаболические процессы DPP7, HSPA1A, HTRA1, TRIM50C 74, NES, NOL3, PDZD3, 
SLC3A1, SLMAP, THBS4, TIMP3 

GO:0032501, процессы многоклеточного организма DOC2A, HSPA1A, NES, NPTX2, SLMAP, SMOC1, THBS4, 
TIMP3 

GO:0050896, ответ на стимул GPX7, HSPA1A, HTRA1, NES, P2RY6, PDZD3, SMOC1, 
THBS4, TIMP3 

GO:0006950, ответ на стресс ADRB3, CDKN2A, FANCG, FOSL1, GPX7 

GO:0002376, процессы иммунной системы CDKN2A, HLA�B, HSPA1A, THBS4 

GO:0048856, развитие анатомических структур ALX4, CDKN2A, DOC2A, ENPEP, FANCG, HLA�B, ZNF135

GO:0032502, процессы развития DOC2A, NES, SMOC1, THBS4, TIMP3 

GO:0006810, транспорт CDKN2A, DOC2A, SLC3A1, TM6SF1, TRPV6

GO:0007154, клеточные коммуникации DOC2A, HTRA1, NPTX2, P2RY6, PDZD3, SMOC1 

GO:0030154, дифференцировка клеток ADRB3, CDKN2A, FANCG, HLA�B 

GO:0007049, клеточный цикл CDKN2A, FANCG, FOSL1, NES 

GO:0008219, клеточная смерть ALX4, CDKN2A, FOSL1 

GO:0008283, пролиферация клеток CDKN2A, ENPEP, FOSL1, HSPA1A, NES, THBS4 

GO:0040007, рост ADRB3, CDKN2A, HSPA1A, HTRA1 

GO:0007165, преобразование сигнала ADRB3, CDKN2A, HLA�B 

GO:0007155, адгезия клетки CDKN2A, SMOC1, THBS4 

GO:0009790, эмбриональное развитие ALX4 
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развития сразу же после оплодотворения. Деме�
тилированию подвергается большинство генов
(за исключением импринтированных), и это со�
стояние сохраняется до стадии бластоцисты. За�
тем при разделении зародышевых листков
начинается установление тканеспецифичного
метилирования генов. В подавляющем большин�
стве случаев трисомия 16 у спонтанных абортусов
возникает вследствие ошибок первого деления
мейоза у матери [5]. Таким образом, эффект
сверхчисленной хромосомы может реализоваться
как в течение первой волны эпигенетического ре�
программирования генома в процессе созревания
ооцита, так и во время деметилирования зиготы и
метилирования de novo после имплантации. На�
личие общих дифференциально метилированных
тканей в обеих тканях может указывать на то, что
эпимутации в этих сайтах произошли либо в про�
цессе мейоза, либо на первых этапах дробления
зиготы. Однако большая часть дифференциально
метилированных сайтов при трисомии 16 ткане�
специфичны, т.е. большинство эпимутаций воз�
никают в процессе установления метилирования
de novo после разделения зародышевых листков.
Связано ли это с эффектом трисомии, вызываю�
щей эпимутации в соматических клетках, либо
это результат адаптации генома к существованию
в условиях трисомии? Мы не можем сделать на
этот счет какого�либо вывода, но несомненно,
что трисомия хромосомы 16 влияет на эпигенети�
ческий профиль генома. 

Несмотря на то, что в плацентарных тканях
эмбрионов с трисомией 16 дифференциально ме�
тилированные гены локализованы на всех хромо�
сомах, мы выявили явное накопление аберрантно
метилированных сайтов на самой хромосоме 16,
что не наблюдали в предыдущих исследованиях.
Таким образом, с одной стороны, дополнитель�
ная хромосома 16, как и хромосомы 21 и 18, ока�
зывает транс�эффект на эпигенетический про�
филь генома, а с другой, мы наблюдаем множе�
ственные модификации метилирования ДНК в
цис�положении. На хромосоме 16 найдены как
гипо�, так и гиперметилированные гены, причем
в цитотрофобласте гиперметилирована большая
часть дифференциально метилированных генов.
Интересно, что анализ паттерна метилирования
хромосомы 16 в цитотрофобласте при трисомии
16 методом ник�трансляции in situ, опосредован�
ной метилчувствительной рестриктазой HpaII,
выявил гиперметилирование гетерохроматино�
вого блока на одной из двух хромосом 16 мате�
ринского происхождения [1]. Предполагается,
что таким образом может происходить частичная
компенсация дисбаланса, обусловленного допол�
нительной хромосомой 16. Но в этом случае по�
добная компенсация ограничивается только ци�
тотрофобластом, тогда как по нашим данным во
внезародышевой мезодерме гипометилирована

большая часть дифференциально метилирован�
ных генов. С другой стороны, стоит отметить, что
и в нашей работе, и ранее [1] анализировали пла�
центарные ткани эмбрионов, полученных от жен�
щин с диагнозом анэмбриония или неразвиваю�
щаяся беременность, когда нарушено развитие
эмбриона, а не хориона. Известно, что у человека
развитие хориона существенно опережает разви�
тие производных эпибласта. Более того, до опреде�
ленной степени оно не зависит от развития самого
зародыша. Ворсинки хориона могут оставаться в
матке жизнеспособными в течение нескольких не�
дель после резорбции самого зародыша [1]. Вероят�
но, именно гиперметилирование CpG�сайтов на
дополнительной хромосоме в цитотрофобласте мо�
жет способствовать сохранению жизнеспособно�
сти этой плацентарной ткани. Кроме того, большая
часть дифференциально метилированных генов,
локализованных на других хромосомах, в цитотро�
фобласте эмбрионов с анеуплоидным кариотипом
также гиперметилирована, и основные функцио�
нальные группы гиперметилированных генов регу�
лируют процессы развития анатомических струк�
тур многоклеточного организма и иммунного отве�
та, что может быть некритичным для развития
хориона в первом триместре беременности. В то же
время, во внезародышевой мезодерме – производ�
ной эпибласта, гипометилирована большая часть
дифференциально метилированных генов, к тому
же эпигенетические нарушения затрагивают го�
раздо больше генов, чем в цитотрофобласте.

Из большого числа дифференциально мети�
лированных генов стоит проанализировать
функции тех, уровень метилирования которых
нарушен во всех образцах с анеуплоидным кари�
отипом (гипо� либо гиперметилированных во
всех образцах). Рассмотрим функции некоторых
генов, связанных с процессами развития и диф�
ференцировки тканей, с апоптозом, репарацией
ДНК и клеточным циклом. 

Ген NOL3 локализован на хромосоме 16. Про�
дукт этого гена, известный как ARC (apoptosis re�
pressor with caspase recruitment domain), относится
к ингибиторам апоптоза. Этот белок действует на
оба основных сигнальных каскада апоптоза, с од�
ной стороны, специфически ингибируя каспазы 2
и 8, а с другой, препятствуя освобождению цито�
хрома С. Уровень ARC регулируется белком p53.
Повышение уровня p53 в клетке при окислитель�
ном стрессе приводит к снижению экспрессии
ARC и одновременно к транскрипционной акти�
вации генов PUMA и Bad, что, в свою очередь, за�
пускает апоптоз [15]. 

Продукт гена HSPA1 относится к белкам тепло�
вого шока семейства Hsp70. Синтез этих белков
индуцируется в ответ на воздействие различных
стрессовых факторов – повышения температуры,
инфекций, воспаления, химических веществ
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и др. Hsp70 выполняет в клетке множество функ�
ций – проявляет шаперонную активность, стиму�
лирует иммунный ответ, участвует в транспорте и
протеасомозависимой деградации белков, в об�
разовании множественных белковых комплек�
сов и проведении внутриклеточных сигналов.
Одна из важных функций Hsp70 – супрессия
апоптоза. Этот белок на разных этапах инакти�
вирует компоненты двух главных сигнальных
каскадов апоптоза – митохондриального и пути
рецепторов фактора некроза опухолей (TNF),
таких как JNK�киназа, каспазный каскад, Bid�
зависимые пути [16].

Ген FANCG – один из 13 генов, мутации в кото�
рых приводят к развитию аутосомно�рецессивно�
го заболевания – анемии Фанкони, характеризу�
ющейся повышенной нестабильностью генома в
ответ на действие ДНК�повреждающих агентов, а
также склонностью к образованию опухолей.
FANC�белки контролируют процесс репарации
ДНК по типу гомологичной рекомбинации [17].
Восемь белков FANC�семейства образуют коро�
вый комплекс в ядре, который обладает предпо�
лагаемой убиквитин�E3�лигазной активностью.
В ответ на повреждения ДНК, индуцируемые раз�
личными агентами, такими как митомицин С,
ионизирующее и ультрафиолетовое излучение, а
также пострепликативными ошибками в S�фазе
клеточного цикла, этот белковый комплекс спо�
собствует моноубиквитинированию FANCD2.
Моноубиквитинированный FANCD2 переносит�
ся к местам репарации ДНК, где колокализуется с
белками, участвующими в гомологичной реком�
бинации [18]. Белок FANCG участвует также в за�
пуске пострепликативной репарации, он может
быть вовлечен в контроль клеточного цикла, в
частности, в задержку клеточного цикла в фазах
G1 и G2 в ответ на ионизирующее и ультрафиоле�
товое излучение. Показано, что отсутствие гена
FANCG в клетках�предшественниках нейронов
приводит к их вступлению в апоптоз [18].

Продукт гена SMOC1 принадлежит к семейству
белков SPARC (Secreted acid cystein rich glycopro�
tein) – белков межклеточного матрикса, участву�
ющих в клеточной дифференцировке при морфо�
генезе и регенерации ткани. Молекулярные
функции белка SMOC1 в развитии млекопитаю�
щих изучены пока недостаточно, но показано,
что он участвует в процессах дифференцировки и
развития различных клеток половых органов в
эмбриогенезе мыши [19]. В число генов, регули�
рующих развитие органов, входит и гомеобокс�
содержащий ген ALX4. Гомеобокс�содержащие
гены кодируют факторы транскрипции с общим
ДНК�связывающим доменом, известным как го�
меодомен. Эти белки регулируют дифференци�
ровку, пролиферацию и миграцию эукариотиче�
ских клеток различного типа, активируя или ре�
прессируя экспрессию каскада генов�мишеней.

Ген ALX4 относится к Aristaless�родственным
генам – генам белков с гомеодоменом, которые
играют важную роль в регуляции эмбриогенеза у
позвоночных. Метилирование промоторной об�
ласти этого гена ассоциировано с несколькими
типами рака, в том числе с нейробластомой, ра�
ком толстой и прямой кишки и рабдомиобласто�
мой [20]. 

Ген NES кодирует нестин, белок промежуточ�
ных филаментов, основных, наряду с микротру�
бочками и актиновыми микрофиламентами,
компонентов цитоскелета в клетках эукариот. Не�
стин способствует разборке фосфорилированно�
го виментина промежуточных филаментов в тече�
ние митоза и, возможно, играет роль в транспорте
и распределении промежуточных филаментов и
других клеточных соединений в дочерние клетки.
Нестин активно синтезируется клетками�пред�
шественниками глии и нейронов центральной и
периферической нервной системы в эмбриогене�
зе млекопитающих. Экспрессия гена NES выяв�
лена в миогенных предшественниках скелетных
мышц и сердца, а также при развитии зубной кол�
бы, семенников, волосяных фолликулов кожи
[21]. Таким образом, нестин необходим для деле�
ния, дифференцировки и миграции различных
стволовых клеток в эмбриогенезе, а у взрослого
организма ген нестина экспрессируется лишь в
небольших клонах клеток�предшественников. 

Продукт гена THBS4 относится к семейству
тромбоспондинов – кальций�связывающих бел�
ков внеклеточного матрикса. Он регулирует адге�
зию, миграцию и пролиферацию клеток, а также
организацию цитоскелета. Высокий уровень экс�
прессии THBS4 отмечен в сердце, скелетных мыш�
цах, коже, легких, поджелудочной железе, Т�лим�
фоцитах и т.д. Предполагают, что THBS4 может
быть геном�супрессором опухолевого роста. Про�
моторная область гена содержит CpG�островок,
метилирование которого подавляет экспрессию ге�
на [22]. 

Ген FOSL1 входит в семейство генов Fos, коди�
рующих белки с так называемой лейциновой за�
стежкой. Белки этого семейства вместе с белками
семейства JUN образуют фактор транскрипции
AP�1. Фактор АР�1 обеспечивает ответ клеток на
действие факторов роста, цитокинов, нейро�
трансмиттеров и других межклеточных сигналь�
ных молекул. Функции АР�1 тесно связаны с про�
цессами пролиферации и трансформации клеток
[23]. Кроме того, белок FOSL1 непосредственно
участвует в процессе эндоваскулярной инвазии
трофобласта в стенки спиральных артерий деци�
дуальной оболочки матки [24]. Уровень ядерного
FOSL1 возрастает в ходе дифференцировки кле�
ток трофобласта. Нокаут этого белка вызывает
нарушение экспрессии ряда генов, регулирую�
щих ремоделирование эндоваскулярной инвазии.
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ТОЛМАЧЁВА и др.

Таким образом, при изучении профиля метили�
рования ДНК во внезародышевых тканях эмбрио�
нов с нормальным и анеуплоидным кариотипом
нами впервые показано, что трисомия хромосомы
16 связана с эпигенетическими модификациями
множества локусов генома, а также выявлены
функциональные группы генов, изменение статуса
метилирования которых может драматически ска�
заться на эмбриональном развитии. 
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