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Ранние этапы эмбрионального развития человека характеризуются пространственно�временным совпаде�
нием событий тотального эпигенетического репрограммирования генома с возрастанием частоты мозаичных
форм числовых хромосомных нарушений. Можно предположить, что аномалии этого процесса в различных
областях генома приводят к нарушениям локальной организации хроматина и экспрессии генов, что наруша�
ет также правильную сегрегацию хромосом в митозе. Мы сравнивали индексы метилирования ретротранс�
позона LINE�1, характеризующие профиль метилирования генома, в плацентарных тканях спонтанных
абортусов человека с чистыми и мозаичными формами анеуплоидий, с нормальным кариотипом, а также ин�
дуцированных абортусов первого триместра беременности в качестве контроля. Впервые показано, что, по
сравнению с другими изученными группами, во внезародышевой мезодерме и цитотрофобласте хориона
спонтанных абортусов с хромосомным мозаицизмом индекс метилирования LINE�1 максимален. В то же
время у спонтанных абортусов с нормальным кариотипом метилирование мобильного генетического элемен�
та существенно понижено. Высказана гипотеза, что нарушения в процессе деметилирования родительских
геномов при эпигенетическом репрограммировании на предымплантационных этапах развития могут быть
связаны с повышением частоты ошибок митотической сегрегации хромосом, что приводит к формированию
мозаичного кариотипа. 

Ключевые слова: LINE�1, анеуплоидия, хромосомный мозаицизм, эпигенетическое репрограммирова�
ние генома.

METHYLATION STATUS OF LINE�1 RETROTRANSPOSON IN CHROMOSOMAL MOSAICISM
DURING THE EARLY STAGES OF HUMAN EMBRYONIC DEVELOPMENT, by S. A. Vasilyev 1,2*,
Е. N. Tolmacheva 1, A. A. Kashevarova 1,2, E. A. Sazhenova 1, I. N. Lebedev 1,2 (1Research Institute of Medical Ge�
netics, Tomsk, 634050 Russia; *e�mail: stanislav.vasilyev@medgenetics.ru; 2Laboratory of Human Ontogenetics,
National Research Tomsk State University, Tomsk, 634050 Russia). Early stages of human embryonic development
are characterized by spatio�temporal coincidence of events of total epigenetic genome reprogramming and elevated
level of mosaic forms of numerical chromosome abnormalities. It is possible that the abnormal reprogramming of var�
ious regions of the genome can lead to violations of local epigenetic chromatin organization and gene expression, af�
fecting the correct chromosome segregation during mitosis. In this study, a comparative analysis of the methylation
index of LINE�1 retrotransposon, which is largely reflecting the methylation profile of the genome, is performed in
placental tissues of spontaneous abortions with complete and mosaic forms of aneuploidy, and with a normal karyo�
type, as well as in the control group of induced abortions of the first trimester of pregnancy. It was shown that ex�
traembryonic mesoderm and chorionic cytotrophoblast of spontaneous abortions with chromosomal mosaicism are
characterized by the highest index of LINE�1 methylation among all groups studied. At the same time excessive hy�
pomethylation of transposable genetic element recorded in spontaneous abortions with normal karyotype. It is sug�
gested that violations of parental genomes demethylation during epigenetic reprogramming at preimplantation stages
of development may be associated with an increased frequency of mitotic errors in chromosome segregation, leading
to the formation of a mosaic karyotype.
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Метилирование ДНК – крайне динамичный
процесс в течение всего эмбриогенеза млекопитаA
ющих. Программа индивидуального развития заA
пускается общим эпигенетическим репрограммиA
рованием генома зиготы, назначение которого –
индукция плюрипотентности бластомеров, после
чего устанавливаются тканеспецифичные профиA
ли генной экспрессии. Отцовский геном гиперA
метилирован в сперматозоидах, тогда как ооциA
ты, по сравнению с ними, метилированы меньше.
Особенно ярко эти различия между гаметами проA
являются в уровне метилирования таких диспергиA
рованных повторов как LINEA1 [1]. На предымA
плантационной стадии отцовский геном активно
теряет 5Aметилцитозин, расположенный преимуA
щественно в повторяющихся последовательностях,
после чего происходит пассивное деметилироваA
ние обоих родительских геномов, которое достигаA
ет наиболее низкого уровня на стадии бластоциA
сты. После имплантации происходит реметилироA
вание ДНК и устанавливается тканеспецифичный
профиль метилирования генома [1]. Ошибки эпиA
генетического репрограммирования могут привоA
дить к нарушениям программы индивидуального
развития и внутриутробной гибели эмбриона.

Следует отметить, что в этот же временной пеA
риод на этапе предымплантационного развития
стремительно увеличивается частота хромосомA
ного мозаицизма, являющегося следствием митоA
тических ошибок при сегрегации хромосом. ОкоA
ло 80% ранних эмбрионов человека, полученных
при оплодотворении in vitro, содержат анеуплоидA
ные бластомеры, несмотря на то, что большинA
ство (87.5%) зигот в этих же условиях имеют норA
мальный кариотип [2]. Примечательно, что возA
никновение мозаицизма совпадает по времени с
тотальным деметилированием генома, которое моA
жет приводить к временной дестабилизации хроA
матина. Такое пространственноAвременное совпаA
дение цитогенетических и эпигенетических проA
цессов поднимает вопрос об их взаимосвязи, два
аспекта этой проблемы могут быть рассмотрены
теоретически. С одной стороны, хромосомные муA
тации, возникающие в соматических клетках на
самых первых делениях дробления, могут быть
результатом ошибок эпигенетического репроA
граммирования генома, которые затрагивают, в
том числе, и гены, ответственные за контроль сеA
грегации хромосом в митозе. С другой стороны,
хромосомные аномалии мейотического происA
хождения, имеющиеся в зиготе, при активации
эмбрионального генома могут вызывать масA
штабные нарушения его эпигенетического реA
программирования и приводить ко множественA
ным изменениям экспрессии генов, что нарушает
нормальное течение онтогенеза. 

В пользу первого механизма свидетельствуют
полученные нами ранее данные о том, что частота
аберрантного метилирования некоторых генов

контроля клеточного цикла у эмбрионов с анеупA
лоидным кариотипом повышается [3, 4]. При
этом у 4.7 % зародышей с хромосомным мозаиA
цизмом эпимутации генов P14ARF и RB1 предшеA
ствуют возникновению мозаичного кариотипа
[5]. В пользу второго механизма свидетельствует
тот факт, что во внезародышевых тканях спонтанA
ных абортусов IAго триместра беременности с
трисомией по хромосоме 16, которая у внутриA
утробно погибших эмбрионов практически всеA
гда есть следствие ошибок мейоза I у матери, наA
блюдаются смещение времени равновероятной
инактивации ХAхромосомы и значительные отлиA
чия в профиле метилирования в CpGAсайтах, расA
положенных в промоторах генов [6, 7]. Сходные
процессы протекают и в плацентарных тканях
плодов с ограниченным плацентарным мозаицизA
мом по трисомии 16 [8]. Однако остается неясным,
затрагивают ли эти отклонения – при нарушении
нормального эпигенетического репрограммироваA
ния – только отдельные гены, или они маркируют
более существенные изменения профиля метилиA
рования генома, которые и являются причиной
или следствием анеуплоидии. Такие системные
нарушения эпигенетического профиля генома отA
ражает индекс метилирования ретротранспозона
LINEA1, часто используемый в качестве показатеA
ля глобального уровня метилирования генома [9,
10]. Кроме того, точность метилирования LINEA1 –
условие реализации его регуляторных функций в
эмбриональном развитии как на стадии дробления
[11], так и при дифференцировке внезародышеA
вых тканей [12A14].

Цель настоящей работы – изучение взаимосвяA
зи между индексом метилирования ретротранспоA
зона LINEA1 и числовыми хромосомными наруA
шениями во внезародышевых тканях у спонтанA
ных абортусов IAго триместра беременности с
полной или мозаичной формами анеуплоидии.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Материал. Объект исследования – плацентарA
ные ткани из 51 спонтанного абортуса и 18 индуA
цированных абортусов, составивших контрольA
ную группу. Спонтанные абортусы получены от
женщин с клиническим диагнозом неразвиваюA
щаяся беременность, или анэмбриония, поставA
ленным по результатам динамического ультраA
звукового исследования. Индуцированные аборA
тусы получены от здоровых женщин, не
пожелавших сохранить нормально протекавшую
беременность по социальным показаниям. ПроA
должительность внутриутробного развития зародыA
шей, определенная по дате последней менструации
у спонтанных абортусов – 9.6 ± 2.5 недели, а у индуA
цированных – 9.0 ± 2.0 недели, что статистически
неразличимо в сравниваемых группах (р = 0.24).
Данные о гестационном возрасте, определенном
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по данным ультразвукового исследования, имеA
лись только для части спонтанных абортусов
(n = 29, 7.4 ± 1.4 недели). Разность между гестациA
онным и менструальным возрастом, отражающая
задержку развития эмбриона и время, прошедшее
с момента его гибели до момента получения биоA
логического материала, составляет в группе спонA
танных абортусов 2.8 ± 2.0 недели.

Анализировали две ткани – цитотрофобласт
хориона (ЦТ) и внезародышевую (extraembryonic)
мезодерму (ВМ), которые представляют собой
производные трофэктодермы и эпибласта внутA
ренней клеточной массы соответственно и имеют
существенные отличия в характере метилироваA
ния генома [15]. Морфологически различающиеA
ся ткани разделяли механически.

Цитогенетический анализ. Кариотип спонтанA
ных абортусов культур клеток ВМ устанавливали
при помощи стандартного метафазного анализа.
Дополнительно проводили FISHAанализ, испольA
зуя специфичные к центромерам ДНКAзонды на
хромосомы, вовлеченные в анеуплоидию, для опреA
деления степени мозаицизма и межтканевого расA
пределения клеток с анеуплоидным хромосомным
набором. Для приготовления этих зондов использоA
вали бактериальные клоны, содержащие плазмидA
ные вставки центромерных фрагментов хромосом
(любезно предоставлены М. Роччи, Институт генеA
тики, г. Бари, Италия). Способы получения суспенA
зий интерфазных ядер некультивированных клеток
внезародышевых тканей и проведения интерфазноA
го FISHAанализа описаны ранее [16]. 

Анализ метилирования LINE�1. Геномную ДНК
выделяли из нативных (некультивированных) клеA
ток (после механического разделения тканей зароA
дыша) и обрабатывали протеиназой К в течение
16 ч. при 37°С с последующей очисткой ДНК смеA
сью фенола и хлороформа. Бисульфитную конверA

сию ДНК проводили с помощью набора EZ DNA
methylation Direct Kit (“Zymo Research”, США),
согласно протоколу производителя. 

Индекс метилирования ретротранспозона
LINEA1 определяли путем пиросеквенирования с
использованием набора PyroMark Q24 CpG
LINEA1 (“Qiagen”, Германия) согласно протоколу
производителя. Пробы для ПЦР содержали одноA
кратный буфер, 1.5 мМ MgCl2, 0.2 мM каждого
dNTP, 1 мкл прямого и обратного праймера (10 пиA
комоль каждого праймера), 2 ед. HotStart TaqAпоA
лимеразы (“Qiagen”) и 1 мкл ДНК (после бисульA
фитной конверсии) в общем объеме 25 мкл. УслоA
вия ПЦР: начальная денатурация при 95°С в
течение 15 мин; следующие 45 циклов: 95°С –
20 с, 50°С – 20 с, 72°С – 20 с; конечная элонгация –
72°С в течение 5 мин. Размер ПЦРAпродукта –
149 п.н. Биотинилированный ПЦРAпродукт
очищали и иммобилизовали одноцепочечную
ДНК, как рекомендовано производителем. ЗаA
тем в каждый образец добавляли 0.3 микромоль
пиросеквенирующего праймера и проводили реA
акцию с помощью пиросеквенатора PyrоMark
Q24 (“Qiagen”). Индекс метилирования рассчиA
тывали как отношение метилированного цитозиA
на к сумме метилированных и неметилированных
цитозинов, используя программное обеспечение
PyrоMark Q24, в трех CpGAсайтах промоторного
региона LINEA1 (рис. 1).

Статистический анализ. Сравнивали индексы
метилирования LINEA1 в группах эмбрионов при
помощи рангового критерия Манна–Уитни. ЗавиA
симость между индексом метилирования LINEA1
и продолжительностью внутриутробного развития
определяли, применяя непараметрический критеA
рий Спирмена. Для оценки прогностической знаA
чимости проводили ROCAанализ. Статистические
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Рис. 1. Последовательность ДНК ретротранспозона LINEA1 (RefSeq X58075.1). Изучаемая последовательность в проA
моторном регионе отмечена рамкой, анализируемые CpGAсайты выделены серым цветом.
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процедуры выполняли, используя программное
обеспечение Statistica 8.0 (Statsoft).

Исследование одобрено Комитетом по биомеA
дицинской этике ФГБУ “НИИ медицинской геA
нетики” СО РАМН.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Стандартный цитогенетический анализ 34 спонA
танных абортусов выявляет трисомию хромосом
2, 7, 8, 9, 10, 13, 15, 16, 20, 21, 22, дисомию YAхроA
мосомы и моносомию хромосомы 13; во всех них
далее определяли содержание (в процентах) анеA
уплоидного клона с помощью FISHAанализа для
разделения чистых и мозаичных форм анеуплоиA
дии (таблица). Согласно данным FISHAанализа,
доля анеуплоидных клеток у абортусов варьирует
от 3 до 98% в ЦТ и от 0 до 100% – в ВМ. Учитывая
возможность перекрывания сигналов, специфичA
ных к центромере ДНКAзондов при FISHAаналиA
зе, кариотип считали мозаичным, если доля анеA
уплоидного клона составляет менее 90%. В реA
зультате составлены подгруппы спонтанных
абортусов с полной и мозаичной формами анеупA
лоидии (27 и 7 эмбрионов соответственно)

(таблица); 17 абортусов имеют нормальный кариA
отип.

Индексы метилирования отдельных CpGAсайA
тов в промоторе LINEA1 статистически значимо
не отличаются в группах абортусов и хорошо корA
релируют друг с другом. Поэтому далее мы исA
пользовали среднее значение индекса метилироA
вания трех сайтов. Ни в одной из исследованных
групп не выявлено различий в индексах метилиA
рования между ЦТ и ВМ.

Индекс метилирования LINEA1 в ЦТ и ВМ не
отличается также в группах спонтанных абортуA
сов с полной формой анеуплоидии (47.80 ± 5.93%
и 48.11 ± 4.67% соответственно) и индуцированA
ных абортусов (51.84 ± 6.92% и 52.72 ± 3.75% соA
ответственно) (рис. 2). В группе спонтанных
абортусов с мозаичной формой анеуплоидии инA
декс метилирования LINEA1 несколько выше, чем у
индуцированных – как в ЦТ (56.54 ± 5.70 %), так и
в ВМ (56.56 ± 5.81 %), однако эти различия статиA
стически значимы только в ЦТ (p = 0.005) (рис. 2).
Наиболее неожиданно было то, что статистичеA
ски значимым оказался и более низкий индекс
метилирования LINEA1 в ЦТ и ВМ в группе спонA
танных абортусов с нормальным кариотипом
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Рис. 2. Индекс метилирования LINEA1 в цитотрофобласте хориона (а) и внезародышевой мезодерме (б) индуцированA
ных абортусов, спонтанных абортусов с мозаичной и полной формами анеуплоидии по различным хромосомам и
спонтанных абортусов с нормальным кариотипом.
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Кариотип и средний индекс метилирования LINEA1 (%) по трем CpGAсайтам в тканях спонтанных абортусов
первого триместра с анеуплоидией по различным хромосомам

№
Цитотрофобласт Внезародышевая мезодерма

Группа
Кариотип LINEA1 Кариотип LINEA1

1 47,XYY/46,XY (7:93) н/о 46,XY (100) 65.67 СА М

2 47,+16/46 (75:25) н/о 47,+16/46 (67:33) 65.33 СА М

3 н/о 76.00 45,XX,–13/46,XX (19:81) н/о СА М

4 47,XY,+16/46,XY (82:18) 71.00 47,XY,+16* 68.33 СА М

5 47,XX,+2/46,XX (87:13) 53.00 47,XX,+2* 54.67 СА М

6 47,XX,+15/46,XX (64:36) 54.33 47,XX,+15* 53.33 СА М

7 45,XX,–16/47,XX,+16/46,XX (10:8:82) 55.00 н/о 49.67 CAM

8 47,XY,+22/46,XY (57:43) 65.67 47,XY,+22* 50.33 СА М

9 47,XX,+13/46,XX (58:42) 56.67 47,XX,+13/46,XX (67:33) 54.67 СА М

10 47,XY,+2/46,XY (32:68) 67.00 47,XY,+2* 66.33 СА М

11 47,XY,+8/46,XY (87:13) 56.67 47,XY,+8* 58.00 СА М

12 47,XX,+16/46,XX (40:60) 51.67 47,XX,+16/46,XX (83:17) 58.33 СА М

13 47,XY,+16/46,XY (67:33) 54.33 47,XY,+16/46,XY (82:18) 49.00 СА М

14 47,XX,+7/46,XX (99:1) н/о 47,XX,+7/46,XX [4:1]* 47.00 СА П

15 47,XX,+7/46,XX (98:2) 43.67 47,XX,+7 [4]* н/о СА П

16 47,XX,+2/46,XX (98:2) н/о 47,XX,+2 [2]* 42.00 СА П

17 47,XX,+16/46,XX (52:48) 52.00 47,XX,+16/46,XX (65:35) 55.33 СА М

18 47,XX,+10/46,XX (18:82) 54.00 47,XX,+10/46,XX (30:70) 52.33 СА М

19 45,XY,–15/46,XY (18:82) 48.67 46,XY (100) 57.33 СА М

20 47,XX,+16/46,XX (98:2) 42.00 47,XX,+16/46,XX (98:2) 49.00 СА П

21 47,XX,+9/46,XX (72:28) 48.00 47,XX,+9/46,XX (60:40) 57.00 СА М

22 47,XY,+7/46,XY (3:97) 63.67 46,XY (100) 57.33 СА М

23 47,XX,+8/46,XX (3:97) 57.67 46,XX (100) 61.67 СА М

24 47,XYY/46,XY (68:32) 53.33 47,XYY (100) 57.00 СА М

25 47,+16/46 (87:13) 57.33 47,+16 [2]* н/о СА М

26 47,XY,+21/46,XY (74:26) 50.67 47,XY,+21/46,XY (80:20) 49.33 СА М

27 47,XY,+16/46,XY (24:76) 57.00 47,XY,+16/46,XY (5:95) н/о СА М

28 н/о 56.67 47,XY,+16/46,XY (92:8) 54.67 СА П

29 47,XX,+20/46,XX (85:15) 52.00 47,XX,+20 [12]* н/о СА М

30 47,XX,+16/46,XX (74:26) 57.67 47,XX,+16/46,XX (81:19) 55.67 СА М

31 47,XX,+16/46,XX (81:19) 51.00 47,XX,+16 [8]* н/о СА М

32 47,XY,+20/46,XY (92:18) 50.67 47,XY,+20/46,XY (92:18) 51.67 СА П

33 н/о 51.67 47,XY,+20/46,XY (80:20) 50.67 СА М

34 47,XX,+16/46,XX (92:8) 46.00 47,XX,+16 [7]* 44.33 СА П

В круглых скобках указаны доли клонов с различным кариотипом по результатам FISHAанализа; в квадратных скобках укаA
зано число метафазных клеток, на основе которых определен кариотип в стандартном цитогенетическом анализе; * – кариотип
определен только по результатам стандартного цитогенетического анализа; н/о – анализ не проводили; СА М – спонтанные
абортусы с мозаичной формой анеуплоидии; СА П – спонтанные абортусы с полной формой анеуплоидии. Индекс метилиA
рования ретротранспозона LINEA1 определяли в трех CpGAсайтах.
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(40.91 ± 3.38 % и 43.38 ± 6.17 % соответственно),
чем в группе индуцированных абортусов (p <
< 0.001).

Следует отметить, что спонтанные абортусы с
чистыми и мозаичными формами числовых хроA
мосомных нарушений имеют анеуплоидии по
разным хромосомам, и соответственно обнаруA
женные различия могли быть обусловлены дисбаA
лансом по числу копий разных хромосом в сравA
ниваемых подгруппах. Чтобы исключить влияние
этого фактора, сравнили индекс метилирования
LINEA1 в обеих внезародышевых тканях только
эмбрионов, обладающих самой частой анеуплоиA
дией в IAом триместре беременности – трисомией
хромосомы 16 (рис. 3). В этом случае индекс меA
тилирования LINEA1 оказался также статистичеA
ски значимо выше в ЦТ эмбрионов с мозаичной
формой трисомии 16 (56.27 ± 5.71%), чем в индуA
цированных абортусах (51.84 ± 6.92%) (p = 0.012).
Кроме того, более высокий индекс метилироваA
ния LINEA1 (по сравнению с индуцированными
абортусами) статистически значимо сохраняется
и в группе спонтанных абортусов с мозаичной
формой любой другой анеуплоидии, за исключеA
нием трисомии 16 (p = 0.038, данные не представA

лены). Таким образом, обнаруженные нами разA
личия не связаны с неравномерностью распредеA
ления анеуплоидии по разным хромосомам в
подгруппах эмбрионов с мозаичными и полными
формами числовых хромосомных нарушений, а
также и с тем, что для спонтанных абортусов исA
ходно характерна преимущественно трисомия 16. 

Продолжительность внутриутробного развиA
тия эмбрионов, в принципе, могла бы влиять на
профиль метилирования ДНК внезародышевых
тканей на стадии формирования плаценты. С
другой стороны, метилирование ДНК является
динамичным маркером и, теоретически, может
изменяться после остановки развития самого заA
родыша, отражая адаптационные способности
плацентарных тканей, относительно автономное
развитие которых продолжается в этих условиях
(неразвивающаяся беременность или анэмбриоA
ния). Поэтому мы исследовали, имеется ли корA
реляция между индексом метилирования LINEA1
и возрастом эмбрионов, определенным по дате
последней менструации, а также возрастом, опреA
деленным по данным ультразвукового исследоваA
ния. Оказалось, что в обоих случаях никакого
(статистически значимого) взаимовлияния не наA
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блюдается. Кроме того, не наблюдается и значиA
мой корреляции между индексом метилирования
LINEA1 и разностью между возрастом эмбрионов,
определенным по дате последней менструации, и
возрастом, определенным по данным ультразвуA
кового исследования. Этот показатель отражает
задержку развития эмбриона и время, прошедшее
с момента его гибели до момента получения биоA
логического материала для исследования. Иными
словами, задержка эмбриона в полости матки поA
сле остановки развития не оказывает заметного
влияния на регистрируемый уровень метилироA
вания генома (по крайней мере, по результатам
оценки индекса метилирования LINEA1). Это хаA
рактерно как для спонтанных абортусов с норA
мальным кариотипом, так и для внутриутробно
погибших эмбрионов с чистыми и мозаичными
формами анеуплоидий.

ROCAанализ всех спонтанных и индуцироA
ванных абортусов показывает, что индекс метиA
лирования трех CpGAдинуклеотидов во ВМ и ЦТ
обладает высокой прогностической значимоA
стью для выявления эмбрионов с мозаичным
анеуплоидным кариотипом (площадь под криA

вой (AUC) = 0.81–0.88, рис. 4). При этом наибоA
лее чувствительным маркером оказался индекс
метилирования второго CpGAдинуклеотида в
промоторе LINEA1 в ЦТ, позволяющий выявлять
абсолютно все эмбрионы с мозаичной формой
анеуплоидии. 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Ошибки эпигенетического репрограммироваA
ния на самых начальных этапах индивидуального
развития могут возникать в различных регионах
генома, в том числе и в повторяющихся последоA
вательностях. Из них мобильные элементы сеA
мейства LINEA1 являются наиболее распростраA
нённым автономным семейством, составляя около
17% генома человека [17]. Они способны размноA
жаться в геноме при помощи механизма обратной
транскрипции и оказывают существенное влияA
ние на геном, главным образом за счет обратного
встраивания в новые участки генома, для чего неA
обходима экспрессия РНК LINEA1 и кодируемых
ими белков. Повышение уровня экспрессии элеA
ментов LINEA1 сопровождается частичным демеA
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ления спонтанных абортусов с мозаичной формой анеуплоидии. Приведены чувствительность и специфичность отA
дельных маркеров, а также площадь под кривой, характеризующая прогностическую эффективность маркера. 
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тилированием их промоторов [18]. В то же время
активация этих мобильных элементов необходиA
ма для предымплантационного развития эмбриоA
на. На это указывает, в частности, тот факт, что
промоторные регионы ретротранспозона частичA
но деметилированы как на стадии бластоцисты,
так и во внезародышевых тканях мыши и человеA
ка [19]. Микроинъекции комплементарных к
LINEA1 антисмысловых олигонуклеотидов в блаA
стоцисты мыши тормозят транскрипцию ретроA
транспозона и приводят к необратимой остановке
эмбрионального развития на стадии 2–4 бластомеA
ров [11]. Эмбрионы остаются жизнеспособными,
но прекращают деление, и в таких бластоцистах
значительно меняется профиль экспрессии генов.
Кроме того, подавление экспрессии LINEA1 привоA
дит к нарушению хронологического порядка рабоA
ты генов, участвующих в реализации программы
развития на ранних этапах дробления [11].

ВМ и ЦТ хориона являются производными
различных зародышевых листков (эпибласта, дифA
ференцирующегося из внутренней клеточной масA
сы, и трофэктодермы соответственно). Ранее нами
обнаружено, что клетки ВМ эмбрионов IAго триA
местра беременности содержат больше гипермеA
тилированных CpGAсайтов, расположенных в
промоторах генов, чем клетки ЦТ [15]. Однако,
напротив, как показано в этой работе, индекс меA
тилирования LINEA1 в клетках ВМ и ЦТ во всех
изученных группах эмбрионов, включая медиA
цинских абортусов, не отличается. Это свидеA
тельствует о том, что индекс метилирования
LINEA1, поAвидимому, или не изменяется, начиA
ная от стадии дробления, на которой происходит
разделение внутренней клеточной массы и троA
фоэктодермы, или эти изменения носят равноA
мерный и однонаправленный характер в обоих
внезародышевых листках. Таким образом, полуA
ченные в настоящем и предыдущих наших исслеA
дованиях данные свидетельствуют о том, что ткаA
неспецифичный рисунок метилирования ДНК
определяется, в основном, характером метилироA
вания промоторных регионов генов, а не особенA
ностями эпигенетических модификаций высокоA
копийных мобильных генетических элементов
LINEA1. 

Мы показали, что в плацентарных тканях
спонтанных абортусов IAго триместра беременноA
сти с мозаичной формой анеуплоидии по различA
ным хромосомам статистически значимо повыA
шается индекс метилирования LINEA1, тогда как
этот показатель в группе абортусов с полной форA
мой анеуплоидии и в группе медицинских аборA
тусов не отличается. Анеуплоидия в эмбриональA
ных клетках может иметь как мейотическое, так и
митотическое происхождение, но – независимо
от происхождения геномной мутации – появлеA
ние мозаичного варианта кариотипа всегда есть
результат митотических ошибок, происходящих

на ранних этапах эмбриогенеза. Очевидно, что
избыток/недостаток дозы генов, расположенных
на одной из хромосом набора, в зиготе или хромоA
сомный дисбаланс, возникающий на первых этаA
пах дробления бластомеров, сами по себе могут
изменять эпигенетический профиль генома и
приводить к нарушению динамики процессов
эпигенетического репрограммирования в раннем
эмбриогенезе [20]. Известно, что на этот период
предымплантационного развития приходится одA
на из волн эпигенетического репрограммироваA
ния генома, во время которой происходит “сняA
тие” метилирования с родительских пронуклеусов.
При этом отцовский геном подвергается активноA
му деметилированию, затрагивающему, в основA
ном, повторяющиеся последовательности, в том
числе и LINEA1, тогда как в материнском геноме
происходит пассивное деметилирование, которое
касается последовательностей генов, кодируюA
щих белки [1, 21]. 

Наблюдаемое нами повышение индекса метиA
лирования LINEA1 у спонтанных абортусов IAго
триместра беременности с мозаичной формой
анеуплоидии может являться как следствием, так
и причиной возникновения мозаицизма на перA
вых стадиях дробления. В первом случае анеуплоA
идия может приводить к нарушению формироваA
ния тканеспецифичного рисунка метилирования
ДНК, в том числе и к повышению индекса метиA
лирования LINEA1. Однако эта гипотеза не объA
ясняет отсутствия различий в индексах метилиA
рования LINEA1 разных внезародышевых тканей
спонтанных абортусов. С другой стороны, наруA
шение пассивного и активного деметилирования
родительских геномов в зиготе, что наблюдается у
части эмбрионов с нормальным или анеуплоидA
ным кариотипом зиготы, может быть связано с
возникновением мозаицизма в ходе первых клеA
точных делений изAза недостаточной активности
LINEA1, которая необходима для стадии дроблеA
ния [11]. В пользу такого механизма свидетельA
ствует тот факт, что максимальные значения инA
декса метилирования LINEA1 характерны для
обеих изученных внезародышевых тканей спонA
танных абортусов с хромосомным мозаицизмом.
Кроме того, ошибки деметилирования в зиготе
могут приводить и к нарушениям в эпигенетичеA
ской регуляции генов, ответственных за сегрегаA
цию хромосом и контроль клеточного цикла.
Действительно, ранее мы показали, что во внезаA
родышевых тканях у эмбрионов с мозаичными
вариантами анеуплоидного кариотипа имеются
эпимутации в некоторых генах контроля клеточA
ного цикла, наиболее частые из которых – эпимуA
тации гена RB1 [22]. 

Таким образом, зафиксированное нами повыA
шение индекса метилирования LINEA1 у спонA
танных абортусов IAго триместра беременности с
мозаичной формой анеуплоидии является, поA
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видимому, следствием нарушения деметилироваA
ния родительских геномов в зиготе, что приводит
к подавлению активности LINEA1. В свою очеA
редь, это может быть связано с возникновением
хромосомного мозаицизма в ходе первых митотиA
ческих делений. В то же время у эмбрионов с анеA
уплоидией мейотического происхождения – без
нарушения деметилирования генома в зиготе –
мозаицизм в ходе первых митотических делений,
поAвидимому, не возникает, и анеуплоидный каA
риотип сохраняется во всех клетках организма.

Наиболее неожиданный результат настоящего
исследования – это то, что в обеих внезародышеA
вых тканях группы спонтанных абортусов с норA
мальным кариотипом индекс метилирования
LINEA1 понижается в равной степени. Эти факты
указывают либо на раннее постзиготическое проA
исхождение нарушения метилирования LINEA1
(до разделения трофэктодермы и внутренней клеA
точной массы), либо на отсутствие реметилироA
вания повтора во ВМ и ЦТ хориона после имA
плантации. Понижение уровня метилирования
LINEA1 может приводить к повышению не только
уровня экспрессии РНК, но и частоты транспозиA
ции мобильного генетического элемента, что увеA
личивает геномную нестабильность, которую
можно наблюдать на других, не цитогенетичеA
ских, уровнях организации генома, и которая
приводит, поAвидимому, к внутриутробной гибеA
ли эмбриона. Более того, увеличение копийности
LINEA1 может, в свою очередь, обусловливать
еще большее снижение индекса метилирования. 

Другое вероятное объяснение – это нарушеA
ние поступления питательных веществ к эмбриоA
ну, в том числе фолиевой кислоты, которая слуA
жит основным источником метильных групп. Это
нарушение также может приводить к глобальноA
му снижению уровня метилирования всего геноA
ма, что мы наблюдаем в настоящей работе. Кроме
того, потеря метилирования ДНК теоретически
могла бы являться следствием реакции внезароA
дышевых тканей на гибель эмбриона. Однако наA
ми не обнаружено статистически значимой взаиA
мосвязи между индексом метилирования LINEA1
и периодом времени, прошедшим с момента гиA
бели эмбриона, что указывает на начало процесса
гипометилирования LINEA1 еще до остановки
внутриутробного развития.

Таким образом, нами впервые обнаружено,
что низкий уровень деметилирования ретроA
транспозона LINEA1 в зиготе, в принципе, может
быть связан с возникновением хромосомного моA
заицизма на ранних этапах эмбрионального развиA
тия человека. С другой стороны, спонтанные аборA
тусы IAго триместра беременности с нормальным
кариотипом также имеют аномалии в процессе меA
тилирования LINEA1, что сопровождается, поAвиA
димому, их внутриутробной гибелью. 

Работа получила финансовую поддержку РосA
сийского Фонда Фундаментальных исследований
(14A04A01003).
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