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Аннотация. Метилирование ДНК играет важную роль в развитии плаценты 

и физиологичном протекании беременности. Аномалии метилома плацентарных 
тканей могут приводить к различным патологическим состояниям и, в частности, 
были показаны при спонтанном аборте, преэклампсии и гестационном сахарном 
диабете. В данной работе был проведен сравнительный анализ профилей метили-
рования ДНК между рассматриваемыми патологиями в клетках ворсин хориона 
I и III триместров. Среди дифференциально-метилированных генов (ДМГ) при 
спонтанном аборте, преэклампсии и гестационном сахарном диабете были обна-
ружены 7 ДМГ, общих для всех рассматриваемых нозологий (3 гипометилиро-
ванных, 3 гиперметилированных и 1 с различным направлением метилирования 
в разных частях гена). Кроме того, при спонтанном аборте было выявлено 
114 уникальных ДМГ, не встречающихся при других патологиях беременности 
(33 гипометилированных и 81 гиперметилированный). Функциональная аннота-
ция выявленных уникальных ДМГ указывает на их потенциальную вовлечен-
ность в патогенез невынашивания беременности, а некоторые из них могут быть 
напрямую связаны с эмбриональной гибелью – LRRC8A, HDLBP, HIC1 и ST14. 
Дальнейшие исследования выявленных дифференциально-метилированных ге-
нов могут иметь важное прогностическое и диагностическое значение в области 
акушерства и репродуктивных технологий. 
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Summary. The development of normal pregnancy at early stages is conditioned by 
epigenetic programs and is impossible without proper formation of the placenta and 
embryo. In the first trimester, epigenetic mechanisms are involved in these processes, 
one of which is DNA methylation. DNA methylation is involved in the regulation of 
various biological processes, such as cell differentiation and development, regulation 
of gene expression (as a rule, genes with reduced methylation levels in promoters are 
expressed), X-chromosome inactivation, genome imprinting, maintenance of chromo-
some stability, and others. Disruption of this process can lead to the formation of path-
ologic phenotypes such as spontaneous abortion (SA), pre-eclampsia (PE), and gesta-
tional diabetes mellitus (GDM). Currently, researchers have found many methylation 
abnormalities in these pathologies: for example, 54 differentially methylated regions 
(DMRs) associated with blood pressure, 1703 differentially methylated sites (DMSs) 
in early-onset pre-eclampsia, more than 200 DMRs in gestational diabetes mellitus, and 
4 differentially expressed genes associated with spontaneous abortion have been iden-
tified in the trophoblast of chorionic villi. The emerging findings in such studies indi-
cate that some epigenetic abnormalities and gene expression disorders may be involved 
in the development of gestational pathologies, affecting the cause of their formation - 
abnormal placentation. The methylation abnormalities observed in the considered pa-
thologies of pregnancy may be particular cases of more general placental methylome 
disorders, the severity of phenotypic manifestation of which may vary from embryo 
death at early stages of development to term delivery. Given this and current theories 
of the pathogenesis of these diseases based on disorders of trophoblast development, it 
can be assumed that these pathologies may share common DNA methylation altera-
tions. On the other hand, differences in the severity of clinical manifestations suggest 
the presence of unique methylation patterns, particularly in spontaneous abortion as an 
extreme manifestation of the phenotype. Detection of such abnormalities will have im-
portant diagnostic value for prognosis and preservation of pregnancy. In this study, we 
comparatively analysed differential DNA methylation data in chorionic villi from PE, 
GDM and SA. Methylation data in PE and GSD were obtained from the publicly avail-
able Genome Expression Omnibus (GEO) data repository - GSE200659, GSE100197, 
and GSE98224 datasets. Data for SA were obtained using reduced representation bisul-
fite sequencing (RRBS) on spontaneous abortus material with normal karyotype (n = 
7) compared to medical abortus (n = 7). Methylation data were analysed in R 4.3.0., 
using function packages in R (dplyr,data.table,tibble,tidyr,stringr, tibble) and function 
packages in UNIX (bedtools) and BMIQ and NOOB normalisation methods (function 
packages in R - ChAMP, minifi). Thus, 7 differentially methylated genes (DMGs) com-
mon to SA, PE and GDM were obtained: 3 hypomethylated genes - WDR5, TMC4, 
MIR4533; 3 hypermethylated genes - ADARB2, INPPP5E, TUBB4A; and 1 gene with 
different methylation differences in different parts of gene - PRDM16. There were 114 
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DMGs unique to SA: 32 hypomethylated and 81 hypermethylated genes. Enrichment 
analyses were performed using the DAVID v2024q2 database (https://da-
vid.ncifcrf.gov/home.jsp). Common DMGs were found to be involved in pathways re-
lated to transmembrane transport processes, regulation of transcription and differentia-
tion, RNA processing, cell adhesion, lipid metabolism and mitotic cycle regulation. 
DMGs unique to SA have been implicated in processes related to the regulation of tran-
scription, translation, mitotic cycle, histogenesis, migration, cell proliferation and dif-
ferentiation. Some of the unique DMGs, according to the mammalian phenotype data-
base (https://www.informatics.jax.org/batch), were found to be associated with the em-
bryolethality phenotype - LRRC8A, HDLBP, HIC1 and ST14, while others were in-
volved in the process of placenta development - BOK, BOK-AS1. 

The analysis showed that the pathologies under consideration have common and 
unique patterns of differential DNA methylation. We identified 7 common (3 hypo-
methylated, 3 hypermethylated and 1 with different methylation patterns) and 114 dif-
ferentially methylated genes unique to SA (33 hypomethylated and 81 hypermethyl-
ated). However, the effects of methylation disruption of the identified genes remain 
unclear, and further studies at the transcriptional level in larger samples are needed. 

The article contains 15 References. 
Keywords: DNA methylation, chorionic villi, spontaneous abortion, preeclampsia, 

gestational diabetes mellitus, differentially methylated genes  
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Введение 

 
Эпигенетические модификации генома играют ключевую роль на ранних 

этапах эмбриогенеза, регулируя процессы деления, дифференцировки, ми-
грации, апоптоза и имплантации посредством изменения экспрессии опре-
деленных генов. Метилирование ДНК является ключевым механизмом, осу-
ществляющим контроль этих процессов на ранних стадиях онтогенеза. Ме-
тилирование ДНК является динамическим процессом, изменяющимся в за-
висимости от дифференцировки клетки и продолжительности жизненного 
цикла, однако в некоторых случаях может иметь стабильный характер [1]. 
Нарушение этого процесса было показано при возникновении некоторых 
патологий беременности, таких как гестационный сахарный диабет (ГСД), 
преэклампсия (ПЭ) и спонтанный аборт (СА).  

Хотя данные патологии давно описаны в медицинской литературе, пони-
мание их патогенеза остается неполным, а диагностика основывается на уже 
клинически манифестированных фенотипах. Тем не менее современные ис-
следования показывают, что патогенез рассматриваемых патологий основы-
вается на нарушениях плацентации – патологии ангиогенеза и эндотелиаль-
ной дисфункции плацентарных сосудов с последующей неадекватной пер-
фузией тканей, стрессом трофобласта и разнообразными клеточными реак-



Клеточная биология и генетика / Cell biology and genetics 

96 

циями [2–4]. Основываясь на данной теории и исследованиях метилома пла-
центарных тканей при гестационных патологиях, можно предположить, что 
аномалии метилирования ДНК могут быть связаны с патологической пла-
центацией.  

В связи с этим целью данной работы является сравнительный анализ ано-
малий метилирования ДНК в ворсинах хориона при спонтанном аборте, 
преэклампсии и гестационном сахарном диабете и выявление общих и уни-
кальных для спонтанного аборта дифференциально метилированных генов. 

 
Материалы и методы 

 
Данные о дифференциальном метилировании были получены из обще-

доступного хранилища данных Genome Expression Omnibus (GEO) – наборы 
данных GSE200659 для ГСД и GSE100197, GSE98224 для ПЭ. Опытные 
группы всех датасетов включали образцы ДНК плодных частей плацент, по-
лученных от женщин без предшествующих патологий беременности и ото-
бранных по специальным критериям в каждом случае. Контрольные группы 
включали образцы ДНК плодных частей плацент, полученных от женщин 
без патологии. Всего в анализ были включены данные о 73 опытных и 
68 контрольных образцах для ПЭ и по 30 образцов опытной и контрольной 
группы для ГСД. Анализ профилей метилирования для GSE100197 и 
GSE98224 проводился с использованием метилочипов Illumina Human 
Methylation 450K BeadChip, для GSE200659 – с использованием метилочи-
пов Illumina Infinium Human Methylation 850K BeadChip. 

Для группы СА была выделена геномная ДНК из ворсин хориона спон-
танных абортусов первого триместра беременности с нормальным кариоти-
пом (n = 7). Для группы контроля была выделена геномная ДНК из ворсин 
хориона медицинских абортусов с нормальным кариотипом (n = 7). ДНК 
обеих групп была обработана бисульфитом натрия с использованием набора 
EZ DNA Methylation Kit (Zymo Research, USA). Анализ профилей метили-
рования ДНК проводился с помощью массового параллельного бисульфит-
ного секвенирования ограниченного набора локусов (reduced representation 
bisulfite sequencing – RRBS). 

Анализ данных метилирования проводился в R 4.3.0. Для анализа данных 
микрочипов (Illumina Infinium Human Methylation 850K BeadChip, Illumina 
Human Methylation 450K BeadChip) использовался пакет функций Chip 
Analysis Methylation Pipeline for Illumina (ChAMP). Дифференциально мети-
лированные сайты (ДМС) были идентифицированы с использованием по-
правки на множественность сравнений (FDR < 0,05) и отличий уровня ме-
тилирования по сравнению с контрольной группой более 10%. Затем диф-
ференциально метилированные сайты были трансформированы в диффе-
ренциально метилированные регионы (ДМР) длиной 1000 п.н. В качестве 
статистических методов для нормализации данных использовались методы 
BMIQ нормализации и NOOB нормализации (пакеты функций в R – ChAMP, 
minifi). Статистическая обработка данных проводилась с помощью пакетов 
функций в R (dplyr, data.table, tibble, tidyr, stringr, tibble) и пакетов функций 
в UNIX (bedtools).  
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Анализ обогащения дифференциально метилированных генов прово-
дился с использованием базы данных для аннотации, визуализации и ком-
плексных открытий DAVID v2024q2 (https://david.ncifcrf.gov/home.jsp). 
Анализ физических и функциональных белковых взаимодействий ДМГ про-
водился с использованием инструмента STRING version 12.0 (https://string-
db.org/). 

 
Результаты исследования и обсуждение 

 
Были установлены профили метилирования в тканях ворсин хориона 

плацент I (в случае СА) и III (ПЭ, ГСД) триместров беременности. Плацента 
в норме характеризуется широкой вариабельностью профиля метилирова-
ния генома. Поэтому для дальнейшего анализа были взяты только CpG-
сайты с вариабельностью менее 50% в контрольных группах из всех исполь-
зованных датасетов. Были отобраны ДМС, которые имели одинаковое 
направление изменения метилирования во всех датасетах. Для каждого из 
полученных регионов в дальнейшем было определено его перекрывание с 
последовательностями генов с получением списков дифференциально ме-
тилированных генов. В результате было выявлено 7 общих ДМГ для всех 
исследованных патологий (3 гипометилированных – WDR5, TMC4, 
MIR4533; 3 гиперметилированных – ADARB2, INPP5E, TUBB4A и 1 с раз-
личным направлением метилирования в разных частях гена – PRDM16). 

Общие ДМГ связаны с процессами трансмембранного транспорта, регу-
ляции транскрипции и дифференцировки, процессинга РНК, адгезии кле-
ток, липидного обмена и регуляции митотического цикла. Некоторые выяв-
ленные гены – INPP5E, TUBB4A и WDR5 – оказались ассоциированы с ра-
ботой цилиарного аппарата [5–7]. Развитие и функционирование ресничек 
необходимо для правильной миграции, адгезии, инвазии вневорсинчатого 
трофобласта в децидуальную ткань, а также регуляции клеточного цикла 
[8]. Вовлеченность генов в процессы, связанные с цилиопатиями, может 
обусловливать аномалии гистогенеза плацентарных тканей с дальнейшим 
формированием плацентарной недостаточности и патологических феноти-
пов. Помимо этого, TUBB4A и WDR5 участвуют в регуляции экспрессии 
белков семейства FOX (forkhead box) – факторов транскрипции, участвую-
щих в росте, пролиферации и дифференцировке клеток, в том числе во 
время эмбрионального развития. 

Уникальные паттерны метилирования ДНК были определены для СА. 
Специфические, свойственные только группе СА ДМГ были отобраны на 
основании различного направления изменений метилирования ДНК в срав-
нении с ПЭ и ГСД. Было выявлено 32 гипометилированных и 81 гиперме-
тилированный ДМГ. 

Уникальные ДМГ при СА были вовлечены в разнообразные процессы, 
среди которых большая часть оказалась задействована в регуляции тран-
скрипции, трансляции, митотического цикла, гистогенеза, миграции, проли-
ферации и дифференцировки клеток. Некоторые из них, согласно базе дан-
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ных mammalian phenotype (https://www.informatics.jax.org/batch), были непо-
средственно ассоциированы с фенотипом эмбриолетальности (LRRC8A, 
HDLBP, HIC1 и ST14), в то время как другие были вовлечены в процесс раз-
вития плаценты (BOK, BOK-AS1). Анализ белковых взаимодействий пока-
зал функциональную кластеризацию для 40 уникальных ДМГ. 

В недавних исследованиях было показано, что аберрантное метилирова-
ние ДНК в ворсинах хориона встречается при различных патологиях пери-
ода беременности – СА, ПЭ, ГСД. Было выявлено 54 дифференциально ме-
тилированных регионов, связанных с изменениями артериального давления 
[9]. Wilson et al. сообщали об идентификации 1 703 дифференциально мети-
лированных сайтов при ПЭ с ранним началом [10]. При ГСД обнаружили 
более 200 ДМС, определив для них 17 генов [11]. 4 дифференциально экс-
прессируемых гена были ассоциированны с СА [12]. При этом аномалии ме-
тилома могут встречаться в разнообразных по функциям генах – супрессо-
рах и активаторах опухолей, генах сигнальных путей, регуляторов метабо-
лизма, ангио- и органогенеза, микроРНК и др. [3]. Таким образом, аномалии 
метилирования ДНК могут быть связаны с формированием специфических 
фенотипов патологий периода беременности [13–15].  

В этой работе мы сравнили профили метилирования в ворсинах хориона 
при СА с патологиями периода беременности – ПЭ и ГСД. Анализ показал, 
что рассматриваемые патологии имеют как общие, так и специфические 
гипо- и гиперметилированные гены. Однако остаются неясными эффекты 
нарушения метилирования выявленных генов, в связи с чем необходимы 
дальнейшие исследования с более крупными и хорошо охарактеризован-
ными выборками для лучшего понимания связи эпигенетических модифи-
каций плацентарных тканей и патологий беременности. 

 

Заключение 
 

Сравнительный анализ данных метилирования ДНК в ворсинах хориона 
при различных гестационных патологиях выявил 7 общих дифференци-
ально метилированных генов для рассматриваемых патологий беременно-
сти и 114 уникальных дифференциально метилированных генов для СА. 
Большая часть выявленных генов вовлечена в процессы регуляции тран-
скрипции, трансляции, митотического цикла, гистогенеза, миграции, проли-
ферации и дифференцировки клеток, необходимые для развития трофобла-
ста. Часть обнаруженных уникальных ДМГ была связана с летальным фе-
нотипом – LRRC8A, HDLBP, HIC1 и ST14. 
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