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МЕТИЛИРОВАНИЕ ПОДСЕМЕЙСТВ РЕТРОТРАНСПОЗОНА LINE-1
В ВОРСИНАХ ХОРИОНА ПРИ НЕВЫНАШИВАНИИ БЕРЕМЕННОСТИ
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Невынашивание беременности потенциально связано с нарушениями эпигенетической регуляции
генов, ответственных за развитие эмбриона и плаценты. Цель настоящей работы – анализ уровня
метилирования различных подсемейств ретротранспозона LINE-1, составляющего около 17% всего
генома, в ворсинах хориона спонтанных абортусов первого триместра беременности с различным
кариотипом, включая наиболее распространенные анеуплоидии. Был проведен анализ профиля ме-
тилирования в промоторе ретротранспозона LINE-1 с помощью таргетного бисульфитного массового
параллельного секвенирования в ворсинах хориона медицинских абортусов (n = 39), спонтанных абор-
тусов с нормальным кариотипом (n = 173), трисомией 16 (n = 62) и моносомией X (n = 46), а также в лим-
фоцитах периферической крови здоровых добровольцев (n = 17). Уровень метилирования подсе-
мейств ретротранспозона LINE-1 в контрольных группах лимфоцитов взрослых индивидов и в вор-
синах хориона медицинских абортусов был наибольшим для эволюционно молодых подсемейств
L1HS, меньшим – для более древних подсемейств L1PA2, L1PA3 и минимальным для еще более
древнего подсемейства L1PA4. В группах спонтанных абортусов наблюдался повышенный уровень
метилирования LINE-1, причем этот эффект был более выражен для более древних подсемейств
LINE-1. Выявленные закономерности указывают на меньший контроль за более древними подсемей-
ствами ретротранспозона LINE-1 в геноме человека, которые потенциально могут использоваться в ка-
честве регуляторных элементов для расположенных рядом генов, участвующих в эмбриональном разви-
тии. Повышение уровня метилирования таких последовательностей может нарушать развитие плацен-
ты и эмбриона и вносить определенный вклад в невынашивание беременности.
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Невынашивание беременности является рас-
пространенным явлением, затрагивающим около
15% всех беременностей [1]. Существует много
известных причин выкидыша, главной из которых
является анеуплоидия. Тем не менее, почти 50%
случаев потери беременности на ранних сроках
остаются необъясненными [2].

Плацента выполняет ведущую роль в раннем
эмбриональном развитии, обеспечивая питание
зародыша и взаимодействие между ним и мате-
рью. К окончанию первого триместра беременности
критичным для дальнейшего развития эмбриона
становится нормальное протекание процесса ре-
моделирования спиральных артерий, так как до
девятой недели беременности пробки из клеток
вневорсинчатого трофобласта ограничивают по-
ступление материнской крови в пространство

между ворсинками хориона. Закупорка помогает
поддерживать состояние физиологической гипо-
ксии на ранних стадиях процесса плацентации,
способствуя пролиферации цитотрофобласта, а
не дифференцировке и инвазии [3]. После распада
этих пробок примерно на девятой неделе беремен-
ности маточно-плацентарные спиральные артерии
начинают снабжать материнской кровью меж-
ворсинчатое пространство [4]. Эмбрионы, кото-
рые не могут обеспечить нормальное протекание
этого процесса, по-видимому погибают из-за ги-
поксии и недостатка питательных веществ.

Фундаментальную роль в контроле развития
плаценты играют эпигенетические механизмы
регуляции экспрессии генов [5]. Плацента обла-
дает специфическим метиломом, значительно от-
личающим ее от эмбриональных тканей и тканей
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взрослого организма [6]. Ключевым его свойством
является низкий уровень метилирования различ-
ных повторяющихся последовательностей, включая
эндогенные ретровирусы и ретротранспозоны [7].
Известно, что гены, имеющие ретровирусное
происхождение, играют важную роль в формиро-
вании и функционировании плаценты [8]. Ошиб-
ки регуляции таких последовательностей, в ос-
новном осуществляемой за счет метилирования
ДНК, может потенциально объяснять нарушения
функционирования плаценты на ранних сроках
беременности и приводить к невынашиванию бе-
ременности.

Кроме того, важную роль на ранних стадиях
развития эмбриона и плаценты играют различ-
ные мобильные генетические элементы, включая
эндогенные ретровирусы человека и ретротранспо-
зоны [9, 10]. Подсемейства LINE-1 различаются
между собой отдельными заменами нуклеотидов,
которые являются специфическими для всех чле-
нов отдельного подсемейства. В геномах гоминоид-
ных приматов распространились пять подсемейств
ретротранспозона LINE-1 (L1P1, L1PA2, L1PA3,
L1PA4, L1PA5) [11, 12]. Еще одно подсемейство
(L1HS) является специфичным только для чело-
века [13]. Ранее нами были выявлены нарушения
уровня метилирования ретротранспозона LINE-1
в ворсинах хориона у спонтанных абортусов пер-
вого триместра беременности с анеуплоидией по
различным хромосомам [14].

Цель настоящего исследования – анализ уровня
метилирования различных подсемейств ретро-
транспозона LINE-1 в ворсинах хориона спонтан-
ных абортусов первого триместра беременности с
нормальным кариотипом и с наиболее частыми
анеуплоидиями – трисомией 16 и моносомией X.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В качестве материала для исследования были
отобраны образцы ворсин хориона медицинских
абортусов (МА) (n = 39, гестационный возраст
8.3 ± 1.8 нед.), спонтанных абортусов (СА) с нор-
мальным кариотипом (n = 173, гестационный воз-
раст 7.6 ± 1.9 нед.), трисомией по хромосоме 16
(n = 62, гестационный возраст 6.9 ± 1.9 нед.) и мо-
носомией X (n = 46, гестационный возраст 8.8 ±
± 1.2 нед.). Образцы, взятые из биоколлекции
“Биобанк населения Северной Евразии” НИИ ме-
дицинской генетики Томского НИМЦ, были полу-
чены в период с 1993 по 2022 гг. До начала исследо-
вания образцы хранили при температуре –80°C без
размораживания. В качестве группы сравнения
использовались лимфоциты периферической
крови здоровых добровольцев (n = 17, возраст
30.8 ± 2.7 лет). Исследование проводилось с со-
блюдением этических норм в соответствии с
Хельсинской декларацией Всемирной медицин-
ской ассоциации. Для всех образцов из биобанка
было получено информированное согласие роди-
телей на использование биоматериала для био-

банкирования и проведения исследований. Также
были получены информированные согласия от
здоровых добровольцев. Исследование было одоб-
рено комитетом по биомедицинской этике НИИ
медицинской генетики Томского НИМЦ
(09.11.2020/№ 7).

Для определения кариотипа был проведен
стандартный цитогенетический анализ на пря-
мых препаратах ворсин хориона и культурах фиб-
робластов экстраэмбриональной мезодермы [15].
Результаты кариотипирования всех спонтанных
абортусов с анеуплоидией были подтверждены
методом флуоресцентной гибридизации in situ
(FISH). Уровень мозаицизма по анеуплоидии
оценивали с нижним порогом 10% и верхним поро-
гом 90%. Для анализа моносомии по X-хромосо-
ме были использованы центромеро-специфичные
ДНК-зонды на хромосому X, а для анализа трисо-
мии по 16-ой хромосоме были использованы субте-
ломерные ДНК-зонды (16q и 16p). Анализ прово-
дился по описанной ранее методике [16]. Выделение
геномной ДНК из ворсин хориона и лимфоцитов
периферической крови проводили с помощью
фенол-хлороформного метода.

Праймеры для таргетного обогащения части
промотора ретротранспозона LINE-1 с помощью
ПЦР были разработаны на основе референсной
последовательности ретротранспозона LINE-1
подсемейства L1HS, взятой из базы данных Gen-
Bank (X58075.1). Анализ проводился в соответ-
ствии с разработанным ранее протоколом [17].

Таргетное бисульфитное массовое параллель-
ное секвенирование было проведено на приборе
MiSeq (Illumina, США) с использованием набора
Nano Kit (2 × 250). Оценка качества прочтений
была выполнена с помощью FastQC v0.11.8, после
чего был проведен тримминг оставшихся после-
довательностей адаптеров и низких по качеству
прочтений с помощью Trim-Galore. Затем прочте-
ния были картированы на бисульфит-конвертиро-
ванные таргетные последовательности с помощью
инструмента bwa-meth v0.2.2 (https://github.com/
brentp/bwa-meth) с параметрами по умолчанию.
Данные по метилированию в контексте CpG были
извлечены из полученных файлов BAM с помощью
инструмента MethylDackel (https://github.com/dpry-
an79/MethylDackel). Уровень метилирования ана-
лизировался только в CpG-сайтах с покрытием
более 10.

Сайты посадки использованных праймеров
присутствуют в последовательностях нескольких
подсемейств LINE-1. Для определения степени
совпадения был проведен анализ BLAST (https://
blast.ncbi.nlm.nih.gov/) с использованием бисуль-
фит-конвертированной последовательности участ-
ка промотора LINE-1, получаемого с помощью
разработанных в работе праймеров, и бисульфит-
конвертированных консенсусных последователь-
ностей повторов в геноме человека, полученных
из UCSC Repeat Browser [18] (рис. 1). Результаты
анализа показали, что в совпадающих с L1HS после-
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довательностях L1P2, L1PA6, LTR65, HERVL18 и
MER110-int отсутствует последовательность пря-
мого праймера, а в последовательностях L1PA7 и
L1PA10 – последовательность обратного прайме-
ра. Поэтому для этих подсемейств с использова-
нием разработанных праймеров не могло быть
получено продукта ПЦР. В результате полное пе-
рекрывание последовательностей обнаружено
только для следующих подсемейств LINE-1: L1HS,
L1P1, L1PA2, L1PA3, L1PA4, L1PA5. Были выде-
лены три участка с повышенной вариабельно-
стью без CpG-сайтов, SNP в которых могут быть
использованы для последовательной классифика-
ции прочтений, относящихся к разным подсемей-
ствам LINE-1 (рис. 1). Первый участок позволяет
провести фильтрацию подсемейств L1HS и L1PA2,
второй участок – подсемейства L1PA5, третий
участок – подсемейств L1PA3, L1PA4, L1P1. Для
каждого нераспределенного прочтения был прове-
ден анализ BLAST по сравнению с консенсусными
последовательностями подсемейств LINE-1, по ре-
зультатам которого прочтение было отнесено к
подсемейству с максимальной степенью совпаде-
ния. При проведении сравнений позиции цито-
зинов были маскированы.

Результаты представлялись в виде уровня ме-
тилирования, равного отношению числа цитози-
нов к суммарному числу цитозинов и тиминов в
отдельном CpG-сайте. Кроме того был вычислен
средний уровень метилирования вдоль всей обла-
сти интереса. Статистический анализ был выпол-
нен с помощью программного пакета Statistica 10.0
(StatSoft, США). Ранговый критерий Манна–Уит-
ни был использован для сравнения уровня мети-
лирования между группами образцов. Для опре-
деления границ выбросов в группе медицинских
абортусов использовались формулы Q1 – 1.5IQR
и Q3 + 1.5IQR, где Q1 и Q3 – первый и третий квар-
тиль соответственно, IQR – межквартильное рас-
стояние. Отличия считались значимыми при p <
0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

После фильтрации всех прочтений по подсе-
мействам LINE-1 было обнаружено, что наиболее
представленным подсемейством оказалось под-
семейство L1PA3 (21%), а большая часть прочте-
ний относилась к подсемействам L1HS, L1PA2 и
L1PA3 (суммарно 55 и 54% в группах СА и МА со-
ответственно) (рис. 2,а, б). На оставшиеся подсе-
мейства приходилось в сумме менее 1% всех про-
чтений. В подсемейство L1PA5 попало менее 0.1%
прочтений, в связи с чем в дальнейшем анализе
оно не использовалось. Около 44% прочтений не
удалось классифицировать как относящиеся к одно-
му из подсемейств LINE-1 (рис. 2,а, б). Возможно,
это связано с генетическими вариантами, возник-
шими в отдельных сайтах в регионах, по которым
проводилась классификация подсемейств. Поэто-
му для нераспределенных прочтений была опреде-

лена степень близости их последовательности к
консенсусным последовательностям различных
подсемейств LINE-1. Было обнаружено, что
большая часть всех нераспределенных последо-
вательностей (77.6%) была наиболее близка к
подсемейству L1HS (рис. 2,в). Таким образом,
около 48% всех прочтений относилось к подсе-
мейству L1HS.

Уровень метилирования в лимфоцитах пери-
ферической крови взрослых индивидов и ворси-
нах хориона медицинских и спонтанных аборту-
сов отличался между разными подсемействами
LINE-1, будучи самым высоким для эволюцион-
но наиболее молодого подсемейства L1HS, спе-
цифичного для человека и сохранившего способ-
ные к ретротранспозиции копии LINE-1 (рис. 3, 4).
Уровень метилирования был ниже для более эво-
люционно древних подсемейств L1PA2 и L1PA3,
и минимальным – для самого древнего подсемей-
ства L1PA4. Исключением стало эволюционно
молодое подсемейство L1P1, для которого уро-
вень метилирования был на уровне более древних
подсемейств (рис. 3, 4). Выявленный тренд к сни-
жению уровня метилирования различных подсе-
мейств LINE-1 от эволюционно молодых к более
древним (за исключением L1P1) в лимфоцитах
периферической крови взрослых индивидов и
ворсинах хориона соответствовал таковому в об-
разцах опухолей различной локализации [19]. Это
указывает на общую тенденцию в тканях разной
локализации, включая опухолевые клетки.

Ранее нами был обнаружен повышенный уро-
вень метилирования LINE-1 в спонтанных аборту-
сах с анеуплоидным кариотипом [14]. При анализе
отдельно в каждом подсемействе индекс метилиро-
вания LINE-1 значимо не отличался между меди-
цинскими абортусами и объединенной выборкой
всех спонтанных абортусов для более молодых под-
семейств L1HS (МА – 51.1 ± 3.1%; СА – 52.6 ± 5.0%,
p = 0.12) и L1PA2 (МА – 36.6 ± 2.8%; СА – 37.9 ±
± 5.4%, p = 0.3). Индекс метилирования более
древних подсемейств LINE-1 был выше в объеди-
ненной выборке спонтанных абортусов по срав-
нению с медицинскими абортусами: L1PA3 (МА –
37.4 ± 2.3%; СА – 39.4 ± 5.0%, p = 0.02), L1PA4
(МА – 23.5 ± 7.1%; СА – 30.8 ± 9.9%, p < 0.001).
Индекс метилирования в недифференцирован-
ных подсемействах был также выше у спонтан-
ных абортусов (МА – 40.7 ± 2.0%; СА – 43 ± 4.5%,
p = 0.001). Исключением стало эволюционно мо-
лодое подсемейство L1P1 (МА – 20.8 ± 8.4%;
СА – 23.5 ± 8.0%, p = 0.004), для которого уровень
метилирования был также повышен в группе
спонтанных абортусов.

При сравнении уровня метилирования LINE-1
каждой отдельной подгруппы спонтанных абор-
тусов с медицинскими абортусами результаты
различались. Спонтанные абортусы с трисомией 16
имели значимо более высокий средний уровень
метилирования LINE-1 и уровни метилирования
всех подсемейств LINE-1 по сравнению с меди-
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цинскими абортусами (рис. 4). Для спонтанных
абортусов с моносомией X значимо более высокий
уровень метилирования LINE-1 по сравнению с ме-
дицинскими абортусами отмечался для подсе-
мейств L1PA4, L1P1, нераспределенных прочтений
и среднего уровня метилирования LINE-1. Спон-
танные абортусы с нормальным кариотипом име-

ли повышенный уровень метилирования лишь
для подсемейств L1PA4, L1P1 и нераспределен-
ных прочтений (рис. 4).

Во всех группах спонтанных абортусов был в
два раза выше коэффициент вариации (CV) сред-
него уровня метилирования LINE-1 (СА НК –
11.6%, Моно X – 11.4%, Три 16 – 10.55%) по срав-

Рис. 1. Результаты анализа BLAST бисульфит-конвертированной последовательности участка промотора LINE-1, по-
лучаемого с помощью разработанных в работе праймеров, и бисульфит-конвертированных консенсусных последова-
тельностей повторов в геноме человека, полученных из UCSC Repeat Browser. В верхней строке текста приведена ре-
ференсная последовательность, взятая из базы данных GenBank (X58075.1), ниже – последовательности повторов в ге-
номе человека, полученные из UCSC Repeat Browser. Точками отмечены сайты, совпадающие с референсной
последовательностью, буквами – несовпадающие позиции. Желтым цветом выделены сайты гибридизации прайме-
ров; зеленым цветом выделены вариабельные регионы, по присутствию которых проводилась фильтрация прочтений,
специфичных для различных подсемейств LINE-1.
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нению с медицинскими абортусами (5.5%) (рис. 4).
В результате значительная часть спонтанных
абортусов имела уровень метилирования LINE-1
выше границы выбросов в группе медицинских
абортусов (табл. 1). Доля спонтанных абортусов с
уровнем метилирования LINE-1, выходящим за
границы нормальной вариации в группе меди-
цинских абортусов, возрастала с увеличением
эволюционного возраста подсемейства LINE-1 в
ряду L1HS, L1PA2, L1PA3.

ОБСУЖДЕНИЕ

Анализ уровня метилирования различных
подсемейств ретротранспозона LINE-1 подтвер-
дил наши более ранние результаты [14] и показал,
что в ворсинах хориона спонтанных абортусов
повышен как средний уровень метилирования
ретротранспозона LINE-1, так и уровень метили-
рования отдельных подсемейств ретротранспозо-
на LINE-1. При этом для эволюционно более
древних подсемейств повышение уровня метили-

Рис. 2. Распределение прочтений между подсемействами LINE-1. а – в группе спонтанных абортусов (СА), б – в груп-
пе медицинских абортусов (МА), в – представленность подсемейств LINE-1 в группе нераспределенных прочтений.

а б в
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Рис. 3. Средний индекс метилирования ретротранспозона LINE-1 и индекс метилирования отдельных подсемейств
LINE-1 в лимфоцитах периферической крови взрослых индивидов и в ворсинах хориона медицинских абортусов
(МА), и объединенной группы спонтанных абортусов с различным кариотипом (СА). Бокс – 25–75% процентили, усы –
границы выбросов; полосой в боксе отмечена медиана, квадратом – среднее значение, крестами отмечены значения
1 и 99%, горизонтальными чертами – минимальное и максимальное значения.
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рования LINE-1 относительно уровня, характер-
ного для контрольной группы медицинских абор-
тусов, было более выраженным по сравнению с
эволюционно молодыми семействами. Это может
быть связано с тем, что наиболее эволюционно
молодое подсемейство LINE-1 (L1HS) еще спо-
собно к ретротранспозиции и находится под бо-
лее жестким контролем за счет метилирования
ДНК в промоторе [19], что подтверждается и ре-
зультатами настоящего исследования.

Роль ретротранспозона LINE-1 в плаценте не
ясна. Несмотря на обнаруженный в настоящем
исследовании повышенный уровень метилирова-
ния у сравнительно молодых подсемейств LINE-1
(L1HS, L1PA2 и L1PA3), они являются наиболее
транскрипционно активными в плаценте [20].
Показано, что среди генов, способных к исполь-
зованию промоторов LINE-1, обогащены гены,
экспрессирующиеся в мозге и плаценте [21]. Кроме
того, ретротранспозоны из подсемейства L1PA2 мо-
гут предоставлять свои антисмысловые промоторы
в качестве альтернативных промоторов длинных
некодирующих РНК в плаценте [22]. Возможно,

что неспособные к ретротранспозиции элементы
LINE-1 постепенно начинают использоваться ге-
номом в качестве отдельных функциональных
элементов (в первую очередь, промоторов) для
рядом расположенных генов [23]. В этом случае
повышение уровня метилирования LINE-1 может
приводить к нарушению экспрессии рядом рас-
положенных генов, как было показано нами не-
давно [24], и нарушать развитие плаценты.

Повышенный уровень метилирования был
сильнее выражен для спонтанных абортусов с
анеуплоидией (трисомия 16, моносомия X), одна-
ко также отмечался и у пятой части спонтанных
абортусов с нормальным кариотипом. Это указыва-
ет на возможную роль нарушений метилирования
генома как самостоятельного и независимого от
наличия анеуплоидии фактора, ассоциирован-
ного с гибелью эмбриона на ранних сроках бере-
менности.

Исследование выполнено при поддержке гранта
Российского научного фонда № 23-15-00341.

Рис. 4. Средний индекс метилирования ретротранспозона LINE-1 и индекс метилирования отдельных подсемейств
LINE-1 в ворсинах хориона медицинских абортусов (МА), и спонтанных абортусов с нормальным кариотипом
(СА НК), с моносомией X (СА Моно X), с трисомией 16 (СА Три 16). Бокс – 25–75% процентили, усы – границы вы-
бросов, полосой в боксе отмечена медиана, квадратом – среднее значение, крестами отмечены значения 1 и 99%, го-
ризонтальными чертами – минимальное и максимальное значения, нераспр. – прочтения, нераспределенные на
группы по результатам анализа; * – p < 0.05.
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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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Methylation of the Retrotransposon LINE-1 Subfamilies
in Chorionic Villi of Miscarriages
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Miscarriage is potentially associated with abnormal epigenetic regulation of genes responsible for the devel-
opment of the embryo and placenta. The aim of this work was to analyze the methylation level of various sub-
families of the LINE-1 retrotransposon, which makes up about 17% of the entire genome, in chorionic villi
of spontaneous abortions of the first trimester of pregnancy with different karyotypes, including the most
common aneuploidies. The methylation profile in the LINE-1 retrotransposon promoter was analyzed using
targeted bisulfite massive parallel sequencing in chorionic villi of induced abortions (n = 39), spontaneous
abortions with normal karyotype (n = 173), trisomy 16 (n = 62) and monosomy X (n = 46), and peripheral
blood lymphocytes of healthy volunteers (n = 17). The level of methylation of the LINE-1 retrotransposon
subfamilies in the control groups of adult lymphocytes and chorionic villi of induced abortions was the high-
est for evolutionarily young L1HS subfamilies, lower for the more ancient L1PA2 and L1PA3 subfamilies,
and the lowest for the even more ancient L1PA4 subfamily. In the groups of spontaneous abortions, an in-
creased level of LINE-1 methylation was observed, and this effect was more pronounced for the older LINE-1
subfamilies. The revealed patterns indicate less control over the older subfamilies of the LINE-1 retrotrans-
poson in the human genome, which can potentially be used as regulatory elements for nearby genes involved
in embryonic development. An increase in the level of methylation of such sequences can disrupt the devel-
opment of the placenta and embryo and make a certain contribution to miscarriage.

Keywords: LINE-1 retrotransposon, DNA methylation, chorionic villi, miscarriage, aneuploidy, bisulfite se-
quencing, spontaneous abortions.


