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В CNV У СПОНТАННЫХ АБОРТУСОВ ЧЕЛОВЕКА
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С помощью микроматричного хромосомного анализа исследованы 52 образца плацентарных тка-
ней спонтанных абортусов человека первого триместра беременности. Выявлены 120 вариаций чис-
ла копий участков ДНК (CNV), затрагивающих один или несколько генов (всего 427 генов). С ис-
пользованием биоинформационного алгоритма анализа обогащения при применении онтологии
“Фенотип млекопитающих” все гены были разделены на 183 категории (р ≤ 0.05). Категория “Эм-
бриогенез” включала 22 гена: AIP, BMP4, BMP5, CDKN1C, EXT1, GAB1, H19, HOXD13, IGF2, KIT,
LDHA, NKX2-5, NRK, PEG3, PHLDA2, SMCHD1, SMN1, TBX3, TGIF1, TH, TLX2, TRRAP. Рассмотре-
ны функции каждого из приведенных генов и патологические состояния, ассоциированные с мута-
циями в них; высказана гипотеза о плейотропном эффекте генов, вовлеченных в CNV у спонтанных
абортусов.
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Вариации числа копий участков ДНК (Copy
Number Variation, CNV) – фрагменты ДНК разме-
ром более 1000 пн, по числу копий отличающиеся
от референсного генома [1]. С развитием высоко-
разрешающих технологий (матричная сравнитель-
ная геномная гибридизация (array Comparative
Genomic Hybridization, aCGH), массовое парал-
лельное секвенирование (Massively Parallel Se-
quencing, MPS)) размер выявляемых CNV значи-
тельно уменьшился; они могут быть не только про-
тяженными, включая несколько генов, но и
моногенными, затрагивая отдельные экзоны и/или
интроны. В связи с этим в настоящее время ми-
нимальный размер CNV считается от 50 пн [2].
Вариации числа копий участков ДНК не только
вносят вклад в генетическое разнообразие наряду
с однонуклеотидными полиморфными варианта-
ми (Single Nucleotide Polymorphism, SNP), но и
обусловливают развитие различных заболеваний:
рак, сердечно-сосудистые, аутоиммунные и ней-
ропсихические патологии, включая расстройства
аутистического спектра (РАС, Autism Spectrum
Disorder, ASD) и шизофрению.

На 2019-й год опубликовано чуть более двух де-
сятков работ, посвященных поиску патогенетиче-
ски значимых CNV у более 3000 внутриутробно

погибших зародышей человека первого тримест-
ра беременности [3–21]. Первые исследования с
использованием микрочипов низкого разреше-
ния выявляли CNV у 1–13% ранних выкидышей [3,
6, 8, 9]. В более поздних исследованиях с помощью
чипов более высокого разрешения было показано,
что около 1.6% зародышей с эуплоидным кариоти-
пом имеют клинически значимые рекуррентные
CNV (ассоциированные с известными микроделе-
ционными и микродупликационными синдрома-
ми, патологическими фенотипами со сниженной
пенетрантностью). В то же время установлено, что
от 1 до 40% спорадических и привычных эуплоид-
ных выкидышей имеют редкие CNV с неясной кли-
нической значимостью [11, 12, 15, 17–19].

До недавнего времени все внимание было сфо-
кусировано на изучении таких редких вариаций
при нарушении эмбрионального развития, не об-
наруженных у здоровых индивидов. В то же время
было показано, что частые полиморфные CNV
богаты генами, экспрессирующимися в плаценте.
Так, например, была обнаружена амплификация
в области 5р13.3 размером 61.6 тпн, встречающая-
ся с частотой 6.6–7.5% среди женщин с привыч-
ным невынашиванием беременности, по сравне-
нию с 0.7–1.2% в группе условно здоровых лиц из
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Базы данных геномных вариантов (Database of
Genomic Variants, DGV) [22]. Данная CNV вклю-
чает гены PDZD2 и GOLPH3, главным образом
экспрессирующиеся в плаценте. Продукт гена
PDZD2 принадлежит к семейству белков, участву-
ющих во внутриклеточной передаче сигнала, и
расположен на эндоплазматическом ретикулуме
(ЭПР). Ген GOLPH3 кодирует белок комплекса
Гольджи, участвующего в транспорте белков
ЭПР.

При проведении полногеномных ассоциатив-
ных исследований (GWAS) установлено, что мно-
гие локусы в геноме человека содержат варианты,
ассоциированные с перекрестными фенотипиче-
скими ассоциациями. По данным разных авто-
ров, перекрестные фенотипические ассоциации
отмечены для 4.6–70% SNP [23, 24]. Перекрест-
ные фенотипические ассоциации указывают на
то, что перечисленные патологии имеют общие
патогенетические пути и подчеркивают значи-
мость плейотропии в заболеваниях человека. Не-
сомненно плейотропное действие генов может
иметь место также при нарушении эмбриональ-
ного развития и заболеваниях, проявляющихся в
постнатальном периоде жизни человека. Так, Ra-
jcan-Separovich с соавт. впервые описали CNV, за-
трагивающие гены TIMP2 и CTNNA3, являющиеся
импринтированными и экспрессирующиеся в пла-
центе [11]. Интересно, что мутации в гене CTNNA3
также ассоциированы с отклонениями в нейро-
психическом развитии [25].

Целью данного исследования было идентифи-
цировать гены, ассоциированные с течением эм-
брионального развития, и описать их возможный
плейотропный эффект.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Исследованы 52 образца плацентарных тканей
спонтанных абортусов первого триместра беремен-
ности. Все спонтанные абортусы имели нормаль-
ный кариотип, установленный в ходе стандартного
метафазного анализа. Срок беременности, опреде-
ленный по дате последней менструации, варьиро-
вал от 6 до 16.1 нед. (среднее значение 9.5 ± 2.7 нед.),
а по данным ультразвукового обследования бере-
менных женщин – от 3.5 до 12 нед. (среднее зна-
чение 6.4 ± 2.2 нед.). В контрольную группу вклю-
чены девять образцов внезародышевых тканей
медицинских абортусов (МА) первого триместра
беременности.

ДНК для молекулярно-цитогенетического
анализа выделяли с использованием стандарт-
ного протокола фенол-хлороформной экстрак-
ции. В качестве контрольного образца для про-
ведения конкурентной сравнительной геномной
гибридизации использовалась контрольная ДНК
(#5190–3796, Human Reference DNA; Agilent

Technologies, США). Мечение обеих геномных
ДНК-библиотек (анализируемой и контрольной)
проводилось с использованием набора SureTag
Complete DNA Labeling Kit в соответствии с про-
токолом производителя (Agilent Technologies).
Гибридизацию проводили на ДНК-микрочипах
высокого разрешения SurePrint G3 Human Ge-
nome CGH+SNP Microarray Kit, 4 × 180 K или
SurePrint G3 Human CGH Microarray Kit, 4 × 180 K
также в соответствии с протоколом, рекомендо-
ванным производителем (Agilent Technologies). В
структуру микрочипа CGH+SNP входят 110712
олигонуклеотидных ДНК-мишеней и 59647 одно-
нуклеотидных полиморфных вариантов. Средняя
разрешающая возможность микрочипа составля-
ет 25.3 тпн. В структуру CGH-микрочипа входят
170334 ДНК-мишени, а среднее расстояние меж-
ду пробами составляет 13 тпн.

Детекция гибридизационных сигналов была
проведена на сканере SureScan Microarray Scanner
(Agilent Technologies). Сканированные изобра-
жения были обработаны с помощью программы
Feature Extraction, v. 3.0.2.11 (Agilent Technolo-
gies). Анализ данных проводился с использова-
нием программного обеспечения CytoGenomics
v. 3.0.2.11 (Agilent Technologies).

Для исключения полиморфных CNV исполь-
зовали DGV [26]. Полиморфными были опреде-
лены те вариации, которые полностью или более
50% перекрывались с CNV, каталогизированными
в DGV, совпадали с ними по типу (делеция или ду-
пликация) и неоднократно регистрировались у
здоровых индивидов. Информация о функциях ге-
нов была получена из web-ресурса Gene [27], базы
OMIM [28] и данных литературы. Координаты CNV
использованы в 19-й версии генома (GRCh37/hg19).
Анализ обогащения для генов был проведен с ис-
пользованием ресурса Enrichr и онтологии “Фе-
нотип млекопитающих” [29]. Результаты анализа
обогащения считались значимыми при р ≤ 0.05.

Исследование выполнено на базе Центра кол-
лективного пользования “Медицинская геномика”
с использованием ресурсов биологической коллек-
ции “Биобанк населения Северной Евразии” НИИ
медицинской генетики Томского НИМЦ.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Широкогеномный анализ с использованием
высокоразрешающих микрочипов Agilent Tech-
nologies 180K был проведен в общей сложности
для 52 образцов плацентарных тканей спонтан-
ных абортусов (СА) человека первого триместра
беременности. В одном случае была идентифици-
рована крупная делеция области 4p16.3-p15.2 раз-
мером 26.7 млн пн. Поскольку очевидно, что дан-
ная хромосомная мутация является патогенной
для эмбрионального развития вследствие своего
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размера и большого числа вовлеченных генов, этот
эмбрион был исключен из дальнейшего анализа.
Таким образом, всего в работу включен 51 образец.

В качестве контрольной группы были исследо-
ваны девять образцов внезародышевых тканей
медицинских абортусов первого триместра бере-
менности. После исключения полиморфных ва-
риантов, присутствующих в контрольной ДНК,
осталось 13 CNV, содержащих гены. Данные ва-
риации в большинстве своем, согласно базе DGV,
широко представлены среди здоровых индиви-
дов. Размер выявленных CNV варьировал от 0.2
до 730 тпн. Соотношение микродупликаций и
микроделеций составило 9 : 4.

Далее из всех CNV, обнаруженных в 51 образце
внезародышевых тканей СА, были также исклю-
чены полиморфные варианты контрольной ДНК,
вариации, выявленные у МА, а также полиморф-
ные варианты, представленные в DGV. Всего в
оставшихся 26 образцах выявлены 120 CNV раз-
мером от 1 тпн до 5 млн пн, затрагивающих один
или несколько генов, аннотированных в базе Ref-
Seq (Приложение, табл. 1). В общей сложности в
состав идентифицированных CNV было вовлече-
но 427 генов (Приложение, табл. 2). Для данных
генов проведен анализ обогащения с использова-
нием ресурса Enrichr и онтологии “Фенотип мле-
копитающих”, включающей наблюдаемые мор-
фологические, физиологические и другие харак-
теристики млекопитающих, проявляющиеся в
процессе пренатального и постнатального раз-
вития. С уровнем значимости р ≤ 0.05 получены
183 категории. Категория “Эмбриогенез” вклю-
чала 22 гена: AIP, BMP4, BMP5, CDKN1C, EXT1,
GAB1, H19, HOXD13, IGF2, KIT, LDHA, NKX2-5,
NRK, PEG3, PHLDA2, SMCHD1, SMN1, TBX3,
TGIF1, TH, TLX2, TRRAP. Информация о генах и
нарушениях, обусловленных точковыми мутаци-
ями в данных генах или затрагивающими их
структурными мутациями, представлены в табл.
1.

Таким образом, при проведении исследования
с использованием молекулярно-генетических и
биоинформационных подходов на материале
спонтанных абортусов человека первого тримест-
ра беременности получен список 22 генов, потен-
циально имеющих отношение как к нарушению
эмбрионального развития, так и к различным за-
болеваниям в постнатальном периоде. Примеча-
тельно, что до настоящего времени в литературе не
описано ни одной патогенной CNV, однозначно
ассоциированной исключительно с эмбриолеталь-
ностью. Выявляемый спектр CNV у внутриутроб-
но погибших зародышей достаточно широк, а по-
вторяемость очень низкая. Лишь единичные CNV
зафиксированы более одного раза в материале СА.
Но даже, несмотря на это, например ген CTNNA3,
ассоциированный Rajcan-Separovich с коллегами

с нарушением эмбриогенеза, также играет важ-
ную роль в регуляции активности мозга [11].
Микроделеция в данном гене была зафиксирова-
на у плода с множественными пороками развития
[73], а компаундная гетерозиготная делеция – у
пациентов с расстройствами аутистического
спектра [74].

При анализе полученных нами данных обра-
щает на себя внимание тот факт, что каждый из
указанных 22 генов, ассоциированных с эмбрио-
генезом, дополнительно связан с той или иной
патологией в постнатальном периоде, при этом
удивительно, что большая часть этих генов (59%)
важна для нормального развития и функциони-
рования центральной нервной системы (AIP,
BMP4, BMP5, GAB1, IGF2, LDHA, PEG3, PHLDA2,
SMCHD1, SMN1, TGIF1, TH, TRRAP). В связи с
этим встает ряд вопросов. Почему один и тот же
ген может приводить к нарушению эмбриогенеза и
работы мозга? Вероятно, “гены мозга” – самая
распространенная группа генов в геноме человека,
и некоторым из этих генов эволюционно “при-
шлось” взять на себя функцию регуляции эмбриоге-
неза. Что обусловливает такие разные эффекты при
нарушении функций одних и тех же генов? Тип му-
тации – точковая или структурная, в том числе свя-
занная с изменением копийности (CNV)? Поляр-
ность CNV – микроделеция или микродуплика-
ция? Очевидно, что протяженные микроделеции
и микродупликации могут иметь другие послед-
ствия, может быть более выраженные, затрагивая
несколько дозозависимых генов. Моногенные
CNV должны иметь эффект, близкий к точковым
мутациям. Однако не стоит забывать, что в ин-
тронах генов могут располагаться регуляторные
элементы, а, следовательно, патогенетические
последствия могут отличаться от тех, что отмече-
ны при точковых мутациях. Кроме того, допол-
нительно может иметь место позиционный эф-
фект, когда наряду, например, с гаплонедоста-
точностью делетированного гена следующий за
ним ген попадет под чужой промотор, и измене-
ние его экспрессии будет давать дополнительный
эффект. Известно, что микродупликации имеют,
как правило, менее выраженные патологические
последствия по сравнению с микроделециями в
тех же областях. Однако в настоящем исследова-
нии у СА в большинстве случаев зарегистрирова-
ны именно микродупликации. Несомненно, что
некоторый вклад в наблюдаемый феномен онто-
генетической плейотропии CNV могут вносить
другие генетические и средовые факторы, кото-
рые зачастую выявить и учесть очень сложно.

Работа выполнена при финансовой поддержке
гранта РФФИ (№ 14-04-32047) и темы государ-
ственного задания НИИ медицинской генетики
ФГБНУ “Томский национальный исследова-
тельский медицинский центр РАН” (номер го-
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сударственного учета НИОКТР AAAA-A19-
119020890005-5).

Все процедуры, выполненные в исследовании
с участием людей, соответствуют этическим стан-
дартам институционального и/или национально-
го комитета по исследовательской этике и Хель-
синкской декларации 1964 г. и ее последующим
изменениям или сопоставимым нормам этики.

От каждого из включенных в исследование
участников было получено информированное
добровольное согласие.

Авторы заявляют, что у них нет конфликта ин-
тересов.
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Ontogenetic Pleiotropy of Genes Involved in CNVs in Human Spontaneous Abortions
A. A. Kashevarovaa, *, N. A. Skryabina, T. V. Nikitinaa, M. E. Lopatkinaa,
E. A. Sazhenovaa, D. I. Zhigalinaa, R. R. Savchenkoa, and I. N. Lebedeva

aResearch Institute of Medical Genetics, Tomsk National Research Medical Center, Tomsk, 634050 Russia
*е-mail: anna.kashevarova@medgenetics.ru

Using chromosome microarrays analysis, 52 samples of placental tissues from the first trimester human spon-
taneous abortions were examined. One hundred and twenty copy number variations (CNVs) were identified,
affecting one or more genes (total 427 genes). Using the enrichment analysis with the Mammalian Phenotype
ontology all genes were divided into 183 categories (p ≤ 0.05). The Embryogenesis category included 22 genes:
AIP, BMP4, BMP5, CDKN1C, EXT1, GAB1, H19, HOXD13, IGF2, KIT, LDHA, NKX2-5, NRK, PEG3,
PHLDA2, SMCHD1, SMN1, TBX3, TGIF1, TH, TLX2, and TRR. In this paper, the functions of each of the
above genes and pathological phenotypes associated with mutations in them are discussed. The hypothesis of
the pleiotropic effect of genes involved in CNVs in spontaneous abortions has been proposed.

Keywords: copy number variations (CNV), pleiotropy, spontaneous abortions.
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