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Диоксины и диоксиноподобные соединения – стойкие органические загрязнители (СОЗ), экотокси-
канты техногенного происхождения, самым опасным среди которых является 2,3,7,8-тетрахлорди-
бензо-р-диоксин (ТХДД). Особенностью действия рассматриваемых генотоксикантов, отличающей
их от других СОЗ, является гормоноподобная активность, которая реализуется через связывание с
особым клеточным белком – рецептором ароматических углеводородов AhR (Aryl hydrocarbon recep-
tor). В настоящей работе рассмотрены феноменологические аспекты индукции диоксинами и диок-
синоподобными соединениями нарушений метилирования ДНК, выявленных в исследованиях
in vitro и in vivo. В работах с использованием экспериментальных моделей твердо установлены муль-
тигенерационные и трансгенерационные эффекты индуцированных диоксинами локус-специфи-
ческих нарушений метилирования и их сопряженность с репродуктивными дисфункциями и врож-
денными пороками развития. Обсуждаются важность и актуальность изучения отдаленных эпиге-
нетических последствий диоксинового воздействия у человека и потенциальная значимость таких
исследований для превентивной диагностики развития соматических и репродуктивных патологий.
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Проблемы экологической безопасности тесным
образом связаны с повсеместным распространени-
ем в окружающей среде стойких органических за-
грязнителей (СОЗ), к которым относятся хлорорга-
нические пестициды (ДДТ, альдрин, хлордан,
гексахлорбензол, мирекс и др.), полихлорирован-
ные бифенилы (ПХБ), полихлордибензодиокси-
ны (ПХДД), полихлордибензофураны (ПХДФ).
Для этих соединений характерны очень высокая
токсичность, устойчивость к разрушающему дей-
ствию различных факторов, выраженная перси-
стентность, сверхкумуляция и биоаккумуляция,
метаболическая активация, миграция на новые
территории из первичного очага загрязнения
[1–3]. Несмотря на то что ряд СОЗ, входящих в
список Стокгольмской конвенции (хлороргани-
ческие пестициды), запрещены к производству и
использованию, остается еще ряд более токсич-
ных диоксинов (ПХДД) и диоксиноподобных со-
единений (ПХБ и ПХДФ), являющихся побочны-
ми продуктами разных производств (производство
гербицидов и пестицидов, нефтепереработка,

электротехника, целлюлозно-бумажная и хими-
ческая промышленность, мусоросжигающие за-
воды и др.). Поэтому лица, занятые на этих про-
изводствах, а также жители территорий, прилега-
ющих к крупным предприятиям, представляют
собой группу риска по развитию индуцирован-
ной рассматриваемыми генотоксикантами пато-
логии.

Диоксины – обобщенное название большой
группы гетероциклических полихлорированных
соединений, в структуре которых присутствуют
два ароматических кольца, связанных между со-
бой двумя кислородными мостиками. Самым
опасным среди этих токсикантов является 2,3,7,8-
тетрахлордибензо-р-диоксин (ТХДД) – суперэко-
токсикант техногенного происхождения [1]. Доку-
ментированные случаи масштабного воздействия
диоксинов и диоксиноподобных соединений на
популяции человека, такие как применение аме-
риканской армией дефолианта “Agent Orang”
(АО) в ходе Вьетнамской войны (1961–1971 гг.),
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авария на химическом заводе в г. Севезо (Италия,
1976 г.), утилизация отходов электроники в Китае,
промышленное загрязнение риса области Ю-Ченг
(Тайвань, 1979), производство феноксигербици-
дов (Россия, Новая Зеландия), свидетельствуют о
разнообразии спектра эффектов, индуцированных
этими мощными генотоксикантами, включая отда-
ленные последствия. К ним относятся злокаче-
ственные новообразования (рак простаты, органов
дыхания, множественная миелома, лимфограну-
лематоз, неходжкинские лимфомы, саркома мяг-
ких тканей, лейкемии), поздняя порфирия кожи,
хлоракне, периферическая нейропатия, болезнь
Паркинсона, ишемическая болезнь сердца, имму-
нодефицитные состояния, врожденные аномалии
развития, патологии репродуктивной системы.
Получены результаты, воспроизводимые в разных
исследованиях и свидетельствующие об изменении
одного из важных признаков, характеризующих по-
пуляцию и ее репродуктивное здоровье, – пони-
женный показатель соотношения полов (муж-
ской/женский) у потомков отцов, подвергшихся
воздействию диоксинов [4–15].

Особенностью действия диоксинов и диокси-
ноподобных соединений, отличающей их от дру-
гих СОЗ, является гормоноподобная активность,
которая реализуется через связывание этих токси-
кантов с особым клеточным белком – рецептором
ароматических углеводородов AhR (Aryl hydrocar-
bon receptor, или диоксиновый рецептор ДР) и
ядерного переносчика ДР (ЯПДР, или ARNT).
Последний обеспечивает специфическое связы-
вание лигандированной формы AhR с диоксин-
чувствительными элементами (ДЧЭ) – ДНК-по-
следовательностями, расположенными в регулятор-
ных (промоторных) регионах диоксинзависимых
генов [1, 16–21]. Так, накопление в клетках моноок-
сигеназ Р-450 – CYP1A1 и CYP1A2 является ключе-
вым показателем активации комплексом ТХДД–ДР
соответствующих генов [22, 23]. В целом показано,
что кроме этих локусов возможно инициирование
продолжительной активности свыше 300 генов,
что может приводить к запуску каскада реакций,
приводящих к повреждениям клеточных структур
[24, 25]. Так, разнообразный спектр отдаленных
цитотоксических и цитогенетических эффектов
(повышенный уровень сестринских хроматидных
обменов, аберраций хромосом, микроядер, ка-
риологические изменения) выявлен у жителей за-
грязненных диоксинами регионов Вьетнама – ре-
зультат применения армией США (1961–1971 гг.)
дефолиантов – гербицидных препаратов, основ-
ной рецептурой которых была смесь н-бутиловых
эфиров 2,4-ди- и 3,4,5-трихлорфеноксиуксус-
ных кислот с технологическими примесями ТХДД
[26–28]. Следует подчеркнуть, что при отсут-
ствии рассматриваемого токсического воздействия
AhR-рецепторы опосредуют многие процессы, не-
обходимые для поддержания клеточного гомео-

стаза, иммунитета, ответа на некоторые стрессо-
вые воздействия, т.е. необходимы для нормаль-
ного функционирования клетки и организма в
целом [1].

Используемые до настоящего времени класси-
ческие методы генотоксикологии не позволяют
выявить эффекты, которые бы обладали очевид-
ной прогностической ценностью в отношении
здоровья индивида. Между тем, так как диокси-
новая патология имеет длительный латентный
период одной из основных задач молекулярной
токсикологии этих соединений является обнару-
жение маркеров перенесенного генотоксическо-
го воздействия, которые можно рассматривать в
качестве предикторов развития отдаленной сома-
тической и репродуктивной патологии. Поэтому
проблема оценки эпигенетических изменений, в
частности модификаций в метилировании ДНК,
индуцированных диоксинами и диоксиноподоб-
ными соединениями, является очень важной и
актуальной. И это обусловлено двумя фактами.
Во-первых, показано, что внешние генотоксиче-
ские воздействия радиационной и химической
природы могут приводить к изменениям паттер-
нов метилирования ДНК [29–33]. Во-вторых,
имеются воспроизводимые результаты, свиде-
тельствующие о высокой точности оценки биоло-
гического возраста – интегрального показателя
состояния здоровья индивида, на основе “CpG-
часов”, а его повышение по сравнению с кален-
дарным отмечено при различных соматических
заболеваниях (злокачественные новообразова-
ния, инсульты, гипертензия и др.) [34–41]. Накопи-
лось достаточно много данных, свидетельствующих
о связи ряда патологий, в том числе возраст-ассоци-
ированных, с изменениями эпигенома [42–46].
Кроме того, оценка индуцированных изменений
эпигенома – необходимая задача для детализа-
ции механизмов токсического действия диокси-
нов и диоксиноподобных соединений.

В настоящей работе рассмотрены феномено-
логические аспекты индукции диоксинами и ди-
оксиноподобными соединениями нарушений
метилирования ДНК, выявленных в исследова-
ниях in vitro и in vivo. Обсуждается потенциальная
значимость наблюдаемых изменений для превен-
тивной диагностики развития соматических и ре-
продуктивных патологий у лиц, подвергшихся
действию этих генотоксикантов, а также у их по-
томков.

ДНК-МЕТИЛИРОВАНИЕ
КАК ЭПИГЕНЕТИЧЕСКАЯ 

МОДИФИКАЦИЯ ГЕНОМА ЧЕЛОВЕКА

Сайты метилирования

Как известно, ДНК-метилирование – эпиге-
нетическая модификация генома, не связанная с
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нарушением последовательности ДНК, но игра-
ющая ключевую роль в регуляции многих биоло-
гических процессов (экспрессия генов, ремоде-
лирование структуры хроматина, инактивация
Х-хромосомы, геномный импринтинг, стабиль-
ность хромосом) [47–49]. Сайтами метилирова-
ния ДНК в геноме человека являются преимуще-
ственно СрG-динуклеотиды; 5-метилцитозин
склонен к реакции деаминирования с образова-
нием тимина. Это законное основание не распо-
знается системами репарации, поэтому цитозин
характеризуется высокой частотой мутирования в
CpG-контексте (CG>TG), а наиболее распро-
страненный однонуклеотидный полиморфизм в
геноме человека – это замена цитозина на тимин
(С>Т). Поэтому эволюционно сложилось, что на-
блюдаемая частота СрG-динуклеотидов в не-
сколько раз ниже (примерно в 5 раз) ожидаемой
(0.04, так как частота цитозина – 0.2, гуанина –
0.2) [50, 51]. В геноме человека 5-метилцитозин
составляет около 1% всех нуклеотидов в ДНК, а
метилированное состояние характерно для 70%
СрG-динуклеотидов. Метилированные участки
ДНК свойственны хроматину, в состав которого
входит поздно реплицирующаяся ДНК (состав-
ляют около 98% генома, частота СрG-динуклео-
тидов приблизительно 1 : 80), труднодоступная
для транскрипционных факторов. Большинство
метилированных цитозинов локализовано в дис-
пергированных (LTR, LINE, SINE, Alu) и тандем-
ных повторах (сателлитная ДНК), которые состав-
ляют по крайней мере половину человеческого
генома. Такое эпигенетическое маркирование за-
щищает геном от инсерционного мутагенеза за
счет подавления активности чужеродных генети-
ческих элементов и обеспечивает стабильность
центромерных, перицентромерных и субтело-
мерных регионов, подавляя ДНК-рекомбинаци-
онные события [47, 52–55].

СрG-островки

Неметилированные СpG-динуклеотиды пред-
ставлены в основном в СрG-островках – специфич-
ных районах ДНК, характеризующихся содержани-
ем G+C не ниже 0.5 и отношением наблюдаемого
СрG-состава к ожидаемому не ниже 0.6, в пределах
последовательности не короче 200 пн. Приблизи-
тельно 60% этих элементов генома ассоциированы
с промоторами генов, абсолютное большинство ко-
торых постоянно экспрессируются (гены “домаш-
него хозяйства”). Остальные 40% СрG-островков
удалены от сайтов старта транскрипции, являют-
ся внутригенными или межгенными и называют-
ся “орфанные СpG-островки”, так как они не ас-
социированы с соответствующими промоторами,
но выполняют похожие функции [47, 49]. В СpG-
островках частота СpG-динуклеотидов в 7–10 раз
выше (приблизительно 1 : 10–20), а уровень замен

CG>TG почти в 7 раз ниже, чем в других регионах
генома [55]. Показано, что связывание таких TFs,
как Sp1 и CTCF, обеспечивает локальное немети-
лированное состояние ДНК. Хроматин, в состав
которого входят CpG-островки, характеризуется
крайне малым содержанием гистона Н1, гипера-
цетилированием гистонов H1 и Н4, практически
полным отсутствием нуклеосомной структуры.
Высокое содержание CpG-динуклеотидов, ха-
рактерное для этих элементов генома, способ-
ствует связыванию с хроматином белка Cfp1 –
интегрального компонента метилтрансферазного
комплекса Setd1, катализирующего присоедине-
ние трех метильных групп к гистону Н3К4. Этот
метилированный гистон в свою очередь вызывает
модификацию других гистоновых белков и спо-
собствует активации транскрипции [56–60].

В отдалении вплоть до 2 и 4 тпн от промоторных
СрG-островков расположены, соответственно,
так называемые “берега” (СGI shores) и “шельфы”
(CGI shelfs), которые характеризуются более низ-
кой плотностью СpG-динуклеотидов, но тоже
вовлечены в регуляцию генной экспрессии. По-
казано, что “берега” СрG-островков часто пере-
крываются с тканеспецифичными дифференци-
ально-метилированными регионами (DMRs) [49,
61, 62]. Следует подчеркнуть, что метилирование
CpG-динуклеотидов промоторов генов сопряже-
но с подавлением транскрипции, но не элонгации.
Внутригенные CpG-островки в большей степени
подвержены метилированию, блокирующему ис-
пользование альтернативных промоторов. Боль-
шая роль в регуляции экспресcии некодирующих
РНК (ncRNAs), энхансерной активности, РНК
процессинга (альтернативные сайты сплайсинга
и полиаденилирования) отводится метилирова-
нию внутригенных CpG [63, 64].

Метилирование СрG-островков и транскрипция

Как правило, метилирование СрG-островков
промоторов часто рассматривается как механизм
генного сайленсинга, опосредованного протеи-
нами, содержащими метил-СрG-связывающий
домен (MBD). А именно связывание этих белков
с метилированными СpG-динуклеотидами СpG-
островков с последующим рекрутированием ги-
стоновых деацетилаз приводит к компактизации
хроматина и подавлению экспрессии генов. Дру-
гой возможный механизм связан с изменением
эффективности связывания позитивных и нега-
тивных факторов транскрипции (TFs) с их сайта-
ми узнавания: например, если соответствующие
СpG метилированы, связывание факторов тран-
скрипции с ДНК промоторного региона гена будет
ингибировано (рис. 1). Однако показано, что от-
сутствие метилирования не обязательно ассоции-
ровано с активным состоянием гена, а подавление
его экспрессии может быть обеспечено другими
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эпигенетическими механизмами (например, функ-
ционированием белков polycomb репрессивного
комплекса, PсGTs, который опосредует метили-
рование H3K27, что ассоциировано с компакти-
зацией хроматина). Таким образом, метилирова-
ние цитозина в контексте СрG-островков может
быть не причиной, а следствием генной репрес-
сии, вызванной модификациями хроматина и
стабилизированной рассматриваемым эпигене-
тическим изменением ДНК [63].

Распределение CpG-сайтов
по уровню метилирования

Результаты широкогеномного близнецового
исследования метилирования (769 пар монози-
готных близнецов и 424 пары дизиготных близне-
цов) указывают на отчетливый бимодальный харак-
тер распределения CpG-сайтов (411169 сайтов) по
уровню этой эпигенетической модификации
(рис. 2). Бимодальность обусловлена наличием в ге-
номе гипо- и гиперметилированных сайтов с низ-
ким коэффициентом наследуемости (h2 < 0.2), ас-

социированнных, как правило, с промоторами
активных и репрессированных генов. Эти сайты
характеризуются низкой межиндивидуальной ва-
риабельностью и возраст-ассоциированными из-
менениями метилирования. Напротив, сайты с
промежуточным уровнем и высоким коэффици-
ентом наследования метилирования (h2 ≥ 0.5), как
правило, характеризуются высокой межиндиви-
дуальной вариабельностью такого эпигенетиче-
ского маркирования, отсутствием изменений с
возрастом. В наибольшей степени эти CpG пред-
ставлены в берегах CpG-островков (СGI shores),
межгенных промежутках, дистальных промотор-
ных элементах (энхансеры, сайленсеры), down-
stream регионах, а в наименьшей степени – в
проксимальных промоторах, CpG-островках и
шельфах CpG-островков. Сайты, характеризую-
щиеся высокой вариабельностью метилирования,
обусловленной действием стохастических факто-
ров и факторов окружающей среды, стабильно-
стью в течение старения индивида, но низким ко-
эффициентом наследуемости рассматриваемой
модификации, представлены в большей степени

Рис. 1. Метилирование СpG-островков промоторов активно работающих генов и репрессия транскрипции. ТФ –
факторы транскрипции (особенность – наличие ДНК-связывающего домена 6–18 пн); РНК-п – РНК-полимераза;
МеСР – белки, специфически связывающиеся с метилированными цитозинами. а – нормальная ситуация: немети-
лированный СpG-островок генного промотора, доступный для ТФ, и метилированные отдельно стоящие СpG-ди-
нуклеотиды (внутригенные, находящиеся в транспозоне); б, в – показаны два механизма репрессии транскрипции
при метилировании СpG-островков: б – посредством ингибирования связывания ТФ с сайтами узнавания, содержа-
щими 5-метилцитозин, и в – посредством белков МеСР, препятствущих доступу ТФ к регуляторным элементам.
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в CpG-островках. Высоковариабельные CpG с
низким коэффициентом наследуемости метили-
рования, но характеризующиеся возраст-ассоци-
ированными изменениями, в большей степени
представлены в шельфах CpG-островков, внут-
ригенно, дистальных промоторных регионах [65].

ИЗМЕНЕНИЯ МЕТИЛИРОВАНИЯ ДНК, 
ИНДУЦИРОВАННЫЕ ДИОКСИНАМИ: 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ 
in vitro И in vivo

Изменение тотального уровня метилирования ДНК

Внутриутробное воздействие TХДД на бере-
менных мышей C57BL/6J (28 или 64 мкг/кг, 10
или 10.5 дней гестации) приводило к повышению
тотального уровня метилирования ДНК, актив-
ности гистонацетилтрансферазы и количества
ацетилированного H3, возрастанию экспрессии
метилсвязывающих протеинов MBDs (МеСР) и
ДНК-метилтрансферазы DNMT3A при снижении
уровня метилирования промотора гена DNMT3A по
сравнению с контролем. Эти изменения реги-
стрировались через 3–7 дней в небной ткани мы-
шиных эмбрионов, что сопровождалось индук-
цией у них патологии – расщелины неба. Авторы
предполагают причинную взаимосвязь между на-
блюдаемыми фактами [66–68].

Нарушения импринтинга

Продемонстрировано, что антенатальное
воздействие (стадия гонадогенеза и дифферен-
циация пола) на крыс ТХДД (100 или 500 нг/кг/сут,
8–14-й день беременности) приводит к морфо-
функциональным отклонениям развития яични-
ков. Кроме того показано, что хотя средние уро-
вни метилирования DMR2 (диференциально-ме-
тилированный регион-2) гена Igf2 и ICR (регион
контроля импринтинга) локуса H19 не меняются,
имеет место повышенная частота этой эпигенети-
ческой модификации некоторых СpG-сайтов, что
сопровождалось пониженной экспрессией рас-
сматриваемых импринтированных локусов [69].

В другой работе показано, что у крыс-самцов,
являющихся потомками подвергшихся воздей-
ствию ТХДД беременных самок (200 или
800 нг/кг/сут; 8–14-й день беременности), сни-
жена экспрессия Igf2 в печени, что сопровождалось
повреждением клеток этого органа и повышением
активности печеночных ферментов в сыворотке
крови. Наряду с этим выявлено гиперметилирова-
ние H19 (ICR) наряду с гипометилированием обла-
сти DMR2 гена Igf2. Все эти изменения продемон-
стрированы как в F1, так и F3 поколении, что свиде-
тельствует о трансгенерационных эффектах,
индуцированных ТХДД, проявляющихся в сома-

тических тканях потомства особей, перенесших
воздействие [70].

В экспериментальной работе с мышиными эм-
брионами, развитие которых (культура in vitro)
начиная от одноклеточной стадии и вплоть до
бластоцисты проходило в условиях воздействия
ТХДД (концентрация в среде 10 нM) и после этого
трансплантированных интактным самкам-реци-
пиентам, показано повышение уровня гипермети-
лирования контрольного региона импринтинга
генов H19/Igf2, возрастание метилтрансферазной
активности и снижение экспрессии рассматрива-
емых локусов как у преимплантационных, так и
14-дневных эмбрионов (Е14), по сравнению с эм-
брионами, не подвергавшимися воздействию ди-
оксина. При этом вес Е14, развившихся из экспо-
нированной бластоцисты, был почти на 20% ниже
соответствующего показателя в контроле [71].

Показано, что экспрессия метилтрансферазы
DNMT1 в соматических клетках регулируется
транскрипционным фактором Sp1. Кроме того,
промоторный регион DNMT3b содержит сайт
связывания Sp1. Имеются сведения о модуляции
ДНК-связывающей активности Sp1 в условиях
трансплацентарного диоксинового воздействия.
Установлено, что и AhR/ARNT, и Sp1 конститу-
тивно экспрессируются в преимплантационных

Рис. 2. Распределение CpG-сайтов в геноме человека
по уровню метилирования (по результатам, пред-
ставленным в [65]). CpG-cайты, характеризующиеся
h2 < 0.2 – низким коэффициентом наследования ме-
тилирования, ассоциированы, в первую очередь, с
промоторами активных и репрессированных генов;
CpG-cайты, характеризующиеся h2 ≥ 0.5 – высоким
коэффициентом наследования метилирования, пред-
ставляют собой, в первую очередь, отдельно стоящие
CpG-динуклеотиды (внутригенные и межгенные, а
также расположенные в энхансерах и сайленсерах).
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эмбрионах. Результаты экспериментов in vitro с
использованием CYP1A1 промотора свидетель-
ствовали о синергитическом энхансерном эф-
фекте [72–78].

Локус-специфические изменения метилирования

В эксперименте in vitro показано, что воздей-
ствие ТХДД на первичные кератиноциты челове-
ка HEKs приводило к подавлению транскрипции
генов клеточного цикла (опухолевых супрессо-
ров) p16/INK4a и TP53 через индукцию метили-
рования промоторов этих локусов, сопряженную
с активацией AhR-зависимого сигнального пути,
что в конечном итоге приводило к ингибирова-
нию старения клеток и их иммортализации [79].

Выявлено гиперметилирование промотора
BRCA1 как результат рекрутирования ДНК-ме-
тилтрансферазы 1 к регуляторной области гена и
снижение экспрессии этого локуса у потомков крыс
Sprague-Dawley, подвергшихся будучи беременны-
ми воздействию ТХДД. Основываясь на информа-
ции, что ген BRCA-1 человека и крысы содержит
“диоксинчувствительные” элементы, которые
являются связывающими мишенями для арил-
гидрокарбонового рецептора AhR, исследователи
провели дополнительные эксперименты с введе-
нием в диету животных ресвератрола – антаго-
ниста AhR, стимулирующего экспрессию ре-
прессора AhR (AhRR), что привело к снижению
выраженности рассматриваемых эпигенетиче-
ских изменений [80].

Воздействие ТХДД (25 мкг/кг) на мышей
C57BL/6 с экспериментально-индуцированным
колитом (результат введения DSS) приводило к
улучшению клинической картины и ослаблению
выраженности воспалительного процесса, что со-
провождалось ингибированием пролиферации
Т-хелперов 17 (Th17-клетки) и увеличением ко-
личества регуляторных Т-клеток (Tregs) в соб-
ственной пластинке (LP) и мезентериальных
лимфатических узлах (MN). Выявленные изме-
нения были ассоциированы с AhR-зависимым
влиянием диоксина на измененный статус метили-
рования CpG-островков промотора Foxp3 (повы-
шенное метилирование при колите в отсутствие
действия ТХДД) и промотора IL-17 (деметилирова-
ние при колите в отсутствие действия ТХДД), т.е.
наблюдались частичное деметилирование Foxp3 и
индукция метилирования IL-17 в Т-клетках [81].
Таким образом, в данном случае диоксиновое
воздействие приводило к положительному адап-
тивному эффекту.

Показано, что действие ТХДД на мышей (сам-
цов и самок) во время их внутриутробного периода
развития (15.5-й день гестации, т.е. завершенный
органогенез, 10 мкг на 1 кг массы тела беремен-
ной самки), а в последующем через молоко мате-

ри приводит к снижению у них способности к за-
чатию и неблагоприятным исходам беременно-
сти при скрещивании с интактными особями
противоположного пола: преждевременные ро-
ды, снижение веса плаценты и новорожденных
детенышей (F2-поколение), что сопровождалось
уменьшением уровней мРНК генов прогестеро-
новых рецепторов PGRA и PGRB и повышением
транскрипционной активности TLR4, опосреду-
ющих экспрессию провоспалительных цитоки-
нов в плаценте [82]. В последующей работе ряд
вышеперечисленных изменений выявлен и для
F2–F3 поколений животных, где также был пока-
зан повышенный уровень экспрессии гена AhR в
сперматоцитах [83, 84]. Следует отметить, что по-
следний эффект был сопряжен со снижением
фертильности у мужчин в популяционных иссле-
дованиях [85].

Так как полученные результаты свидетель-
ствуют об изменениях репродуктивной системы у
самцов-мышей F3-поколения, речь идет о “чи-
стом” трансгенерационном эффекте, индуциро-
ванном диоксиновым воздействием и наблюдае-
мом в клетках зародышевого пути, что привело к
изучению эпигенетических механизмов этого фе-
номена. В широкогеномном исследовании мети-
лома плаценты показано, что в F1 и F3 генерациях
15% генов являются дифференциально-метили-
рованными. В частности, показано гиперметилиро-
вание промоторного региона гена PGR и гипомети-
лирование импринтированного гена инсулинопо-
добного фактора роста Igf2, что приводило к
снижению уровней мРНК этих локусов. Таким об-
разом, скрещивание мышей-самцов, подверг-
шихся внутриутробному воздействию ТХДД, с
интактными самками приводило к индукции
эпигенетических изменений в плаценте, ее дис-
функциям и неблагоприятным исходам беремен-
ности, в том числе преждевременным родам,
причем эти признаки характеризовались трансге-
нерационной передачей в ряду поколений [86].

Широкогеномное изучение метилома
(MeDIP-Chip анализ) спермы крыс F3-поколения –
потомков самок, подвергшихся будучи беремен-
ными воздействию ТХДД (8–14-й дни гестации,
суммарная концентрация 0.7 мкг на 1 кг массы те-
ла), выявило 50 дифференциально-метилирован-
ных регионов, сопряженных с промоторами генов,
в первую очередь сигналлинга и транскрипции (в
том числе рибосомальные протеины, хемокиновый
сигналлинг, клеточная цитотоксичность, опосре-
дованная естественными киллерами, и т.д.). То есть
речь идет о локусах, сопряженных с общеклеточ-
ными функциями, а не со специфическими кле-
точными путями. Наряду с выявленными эпиге-
нетическими изменениями в поколениях F1 и F2 у
особей как женского, так и мужского пола наблю-
дались те или иные врожденные гистологические
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и морфологические нарушения развития органов
мочеполовой системы [87–89].

Существенное понижение соотношения по-
лов (мужской/женский) выявлено не только в
потомстве (F2-поколение) самцов-мышей, под-
вергшихся до скрещивания с интактными самка-
ми воздействию ТХДД (0.004–4 мкг на 1 кг веса),
но и в потомстве особей мужского пола, подверг-
шихся действию этого диоксина во время внутри-
утробного воздействия, а в последующем лакта-
ционно (1 мкг на 1 кг веса самки-матери) [90, 91].
Аналогичный эффект выявлен в экспериментах
на zebrafish [92]. Исследования спермы мышей
(воздействие ТХДД in vitro, 1 час, 0.025–2.5 мкг/мл)
показали дозозависимые пониженные жизнеспо-
собность и способность к оплодотворению у
сперматозоидов, несущих Y-хромосому [93].

Широкогеномное исследование метилома
(глубокое бисульфитное секвенирование, WGBS)
клеток семенников взрослых особей рыб zebrafish
(отряд карпообразные), подвергшихся сублеталь-
ному воздействию ТХДД на 3–7-й неделе после
фертилизации, выявило 397 дифференциально-
метилированных СpG-сайтов (284 гипо- и 113 ги-
перметилированных), причем 69% DMR локали-
зованы в пределах 100 тпн от соответствующего
локуса и только 9% в пределах 10 тпн. Внутриген-
ные СpG-сайты с дифференциальным метилиро-
ванием в большей степени локализованы в ин-
тронах, чем в экзонах. Гены DMR ассоциированы
с репродуктивными функциями, эпигенетиче-
скими модификациями, развитием и дифферен-
цировкой, РНК-регуляцией, клеточным циклом,
морфологическими свойствами [94]. Хотя приня-
то считать, что метилирование промоторов связа-
но с дифференциальной экспрессией генов, наи-
большая ассоциация с транскрипцией отмечена
для СpG-сайтов, локализованных в пределах
10 тпн от гена (дистальнее или проксимальнее).
Это свидетельствует о более сложных взаимосвя-
зях между транскриптомом и метиломом [95].

Таким образом, на настоящий момент боль-
шинство исследований эпигенетических модифи-
каций, индуцированных диоксинами, относится к
экспериментальным работам на лабораторных
животных, подвергшихся внутриутробному воз-
действию этих генотоксикантов. Изучены локус-
специфические нарушения метилирования, вклю-
чая анализ импринтированных генов у особей как
F1-, так и F3-поколения, т.е. соответственно у жи-
вотных, подвергшихся непосредственному воздей-
ствию ТХДД (стадия внутриутробного развития), и
у неэкспанированных самцов/самок – потомков
представителей F2-поколения. Следует отметить,
что F2-особи развивались из зиготы, в которой
один из геномов подвергся диоксиновому воз-
действию. Эти работы проведены с целью оценки
эпигенетических механизмов таких последствий

диоксинового воздействия как индуцированные
врожденные дефекты развития, в первую очередь
органов мочеполовой системы, а также репродук-
тивные дисфункции у особей разных поколений
(F1, F3).

ИЗМЕНЕНИЯ МЕТИЛИРОВАНИЯ ДНК, 
ИНДУЦИРОВАННЫЕ ДИОКСИНАМИ

И ДИОКСИНОПОДОБНЫМИ 
СОЕДИНЕНИЯМИ, У ЧЕЛОВЕКА

Изучение индуцированных диоксинами и ди-
оксиноподобными соединениями эпигенетиче-
ских модификаций в популяциях человека – важ-
ная, но сложная проблема. Это связано с тем, что
в большинстве случаев речь идет о комбинирован-
ном действии СОЗ, в первую очередь различных
хлорорганических пестицидов в сочетании с воз-
действием диоксинов/диоксиноподобных соеди-
нений. Тем не менее имеется несколько работ, где
оценивалась ассоциативная связь нарушений пат-
терна метилирования ДНК с содержанием в сыво-
ротке крови различных СОЗ. В первую очередь эти
исследования касаются оценки тотального уровня
5-метилцитозина и метилирования LINE1, Alu-по-
второв.

Так, у эскимосов Гренландии выявлена обрат-
ная корреляция между концентрацией стойких
органических загрязнителей в плазме крови (ор-
ганохлориды: ДДТ, ДДЕ, ГХЦГ, ГХБ, оксихлор-
дан, α-хлордан, мирекс, полихлорированные
дифенилы) и уровнем метилирования LINE1, Alu-
повторов в лейкоцитах [96]. Другое исследование на
корейской популяции, характеризующейся на по-
рядок более низкими уровнями содержания в сыво-
ротке СОЗ, также показало значимую обратную
ассоциативную связь между концентрацией
хлорорганических пестицидов (оксихлордан, ДДЕ,
транс-нонахлор) в сыворотке крови и уровнем
метилирования Alu-повторов. Аналогичные зави-
симости, не достигшие, однако, статистической
значимости, выявлены и для других СОЗ, относя-
щихся к группам полихлорированных бифенилов
(ПХБ) и полибромированных дифениловых эфи-
ров (ПБДЕ) [97]. Повышенная концентрация
ПХБ126, диоксина ТХДД и пестицида ДДE была
сопряжена с повышенным уровнем тотального
гиперметилирования у пожилых представителей
шведской популяции [98]. Показана сопряжен-
ность воздействия ДДT/E в пренатальный период
развития (оценка концентраций пестицида и его
метаболита в сыворотке крови беременной жен-
щины) с гипометилированием Alu-повтора в
клетках пуповинной крови новорожденных детей.
Аналогичная ассоциация для LINE-1 получена при
рассмотрении комбинированного воздействия ор-
ганохлоридных пестицидов с полибромированны-
ми дифениловыми эфирами (PBDEs) [99].
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В широкогеномном исследовании метилома
пуповинной крови 12 новорожденных (microar-
ray, Illumina 450 К) выявлено 1131 CpG-сайтов
(690 гиперметилированных и 441 гипометилиро-
ванных), ассоциированных с высокими уровня-
ми пестицида ДДТ в сыворотке крови матери; 272
CpG-сайта относились к генным промоторам.
Гиперметилирование двух CpG промоторной об-
ласти BRCA1 было верифицировано на выборке,
охватывающей 126 новорожденных детей [100].

Трагические события операции “Ranch Hand”,
предпринятой армией США, во время которой в
рамках программы по уничтожению раститель-
ности над южной и центральной частью Вьетна-
ма, Лаосом и Камбоджей было распылено свыше
74 млн литров гербицидов, представляли собой
уникальную ситуацию, когда миллионы людей
(военные и мирные жители) подверглись воздей-
ствию препарата рецептуры “Оранжевый агент”
(ОА) с технологическими примесями ядовитого
ТХДД (в среднем 13 мкг/кг препарата).

Имеется лишь одно исследование с использо-
ванием кандидатного подхода (анализ CpG-ост-
ровков двух генов CYP1A1 и IGF2), свидетельству-
ющее о гипометилировании 9 из 16 проанализи-
рованных CpG-сайтов CYP1A1 в лейкоцитах
крови детей, родившихся от родителей – ветера-
нов Вьтнамской войны. По мнению авторов,
нельзя исключать защитный характер рассматри-
ваемой модификации и трансгенерационную
природу этого эффекта. Значимых нарушений в
метилировании промотора импринтированного
IGF2 локуса у потомков экспанированных инди-
видов не выявлено [101].

Таким образом, сведения относительно изме-
нений паттернов метилирования, индуцирован-
ных диоксинами и диоксиноподобными соеди-
нениями у человека, крайне фрагментарны и не-
достаточны. Кроме того, следует отметить, что в
широкогеномных исследованиях метилома лиц,
подвергшихся действию различных химических
генотоксикантов, как правило, не приводится
анализ направленности индуцированных эффек-
тов, затрагивающих определенный локус, в зави-
симости от расположения в нем исследованных
CpG-сайтов (например, область CpG-островка
промотора и транскрибируемая часть гена).

ВОЗРАСТ-АССОЦИИРОВАННЫЕ 
ИЗМЕНЕНИЯ МЕТИЛОМА

“CpG-часы”
В целом представленные выше данные свиде-

тельствуют о реальности индукции диоксинами и
диоксиноподобными соединениями нарушений
метилирования ДНК (исследования in vitro и in vivo).
В то же время одной из первостепенных задач
изучения отдаленных эффектов генотоксического

воздействия является поиск маркеров перенесен-
ного экспанирования, которые могут дать инте-
гральную оценку состояния здоровья индивида.
Очевидно, что таким предиктором может быть
биологический возраст.

Предсказательная модель биологического ста-
рения человека (353 CpG-часы), построенная на
основе регрессионного анализа сопряженности
календарного возраста с изменениями уровней
метилирования 353 CpG-сайтов, отличается вы-
сокой точностью (корреляция между календар-
ным и эпигенетическим возрастом составляет
0.96; ошибка прогноза составляет ±3.6 года), вос-
производимостью и способна идентифицировать
индивидов с замедленным и ускоренным старе-
нием. Механизмы рассматриваемых возраст-ас-
социированных изменений метилирования не
понятны. Экспериментально доказано, что, с од-
ной стороны, нельзя утверждать наличие связи
CpG-часов с митотическим возрастом, а с другой
стороны, DNAm не является маркером клеточно-
го старения [34]. Эти данные неоднократно вос-
производились, а исходная панель эпигенетиче-
ских маркеров была существенно упрощена: 73
CpG-часы [35], 3 CpG-часы [36], 8 CpG-часы [37].

Повышенный “эпигенетический возраст”
и заболевания

Несмотря на то что речь идет о закономерном
онтогенетическом явлении, показана связь уско-
ренного старения (оценка показателя ∆, т.е. раз-
ности между эпигенетическим и хронологиче-
ским возрастом) с рядом патологий, в том числе
возраст-ассоциированных заболеваний и риском
смертности [38, 39, 102–108].

Так, показана связь Δ с антенатальными (со-
стояние матери во время беременности: курение,
индекс массы тела, содержание селена, уровень
холестерина) и ранними постнатальными факто-
рами (вес при рождении, родоразрешение кесаре-
вым сечением) [102]. Имеются данные о повыше-
нии эпигенетического возраста, определенного
при исследовании лейкоцитов крови, при ВИЧ-
инфицировании, синдроме Дауна, болезни Пар-
кинсона, ранней менопаузе, снижении общих
показателей когнитивных функций и физическо-
го здоровья (скорость ходьбы, функции легких
и др.) у пожилых людей (70 лет и выше) [38, 103–
106]. Отмечено, что “биологический возраст”
клеток раковых опухолей, определенный по ги-
перметилированию, в среднем превышает кален-
дарный возраст больного на 36 лет [34]. Показана
сопряженность повышенного эпигенетического
возраста с риском раннего ишемического инсуль-
та (57 лет и моложе), причем коррелятивная связь
этого заболеваниями с артериальной гипертензи-
ей, сахарным диабетом, дислипидемией наблю-
дается также у лиц этой более молодой группы
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[39]. Показано, что для индивидов, характеризу-
ющихся преждевременным старением (Δ больше
5 лет), риск смертности увеличен на 16% (незави-
симо от состояния здоровья и образа жизни). На-
следуемость (h2) Δ составляет 0.43 [107]. Превы-
шение эпигенетического возраста по сравнению
с календарным на один год, что выявлено при ис-
следовании лейкоцитов крови, сопряжено с по-
вышенным риском заболеваемости раком и
смертности от этой патологии в течение последу-
ющих 3–5 лет (Hazard ratio, коэффициент риска
HR = 1.06, 95%-ный CI 1.02–1.10 и HR = 1.17,
95%-ный CI 1.07–1.28 соответственно) [108].

Кроме того, множество исследований возраст-
ассоциированных изменений метилирования по-
священо локусам, отобранным на основе их пато-
генетической значимости в индукции рака и дру-
гих заболеваний, сопряженных с возрастом. Так,
отмечена возрастная зависимость гиперметили-
рования CpG-островков генов, вовлеченных в
опухолевую супрессию, антиоксидантную защи-
ту, детоксикацию ксенобиотиков, репарацию
ДНК, регуляцию иммунного ответа, системы ко-
агуляции, выявленного в клетках нормальных
тканей. Это подтверждают и результаты широко-
геномных исследований метилирования (EWAS)
[40]. Однако патогенетическая роль гипермети-
лирования промоторов этих генов в развитии тех
или иных заболеваний остается неясной. В лю-
бом случае эти эпигенетические нарушения мо-
гут рассматриваться как биомаркеры повышен-
ного риска развития тех или иных заболеваний у
здоровых индивидов.

В заключение этого раздела следует отметить,
что в целом старение, последствия генотоксиче-
ских воздействий и возраст-ассоциированные за-
болевания сопровождаются общими эпигенети-
ческими нарушениями, в частности гипермети-
лированием CpG-островков промоторов ряда
генов и гипометилированием повторяющихся
элементов генома (LINE1, Alu-повторы) (рис. 1).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В исследованиях с использованием экспери-
ментальных моделей твердо установлены мульти-
генерационные и трансгенерационные эффекты
индуцированных диоксинами локус-специфиче-
ских нарушений метилирования и их сопряженность
с репродуктивными дисфункциями и врожденными
пороками развития. Эффекты наблюдаются в F3-
поколении особей – потомков родителей (F1-по-
коление), подвергшихся диоксиновому воздей-
ствию в антенатальный период развития и лактаци-
онно, что свидетельствует о трансгенерационном
феномене передачи эпигенетических изменений
в ряду поколений. Следует отметить, что исполь-
зованные в экспериментах концентрации ТХДД

составляли, как правило, 0.1–25 мкг/кг массы те-
ла животного. Судя по всему, уровни диоксино-
вого воздействия в исследованных популяциях
человека либо существенно ниже этого диапазо-
на, либо находятся на нижней его границе. На-
пример, возникшая при распылении АО загряз-
ненность подстилающей поверхности почв могла
достигать 10–22 мкг на 1 м2. В зоне токсического
действия диоксинов проживало около 4.5 млн чело-
век, а в организм каждого индивида могло проник-
нуть до 15 мкг ТХДД. С течением времени наблюда-
лось перераспределение диоксинов, снижение их
уровней в почвах и появление рассматриваемых ге-
нотоксикантов во всех биотических компонентах
среды, что приводило к накоплению в организме
человека, преимущественно в тканях, обогащен-
ных липидами [1]. С учетом этих данных, а также
результатов, рассмотренных в предыдущих разде-
лах, проблема изучения отдаленных эпигенетиче-
ских последствий воздействия диоксинов и диокси-
ноподобных соединений в нескольких поколениях
людей приобретает особую важность и актуаль-
ность. В конечном итоге это даст возможность
выявить превентивные эпигенетические маркеры
репродуктивных патологий, преждевременного
старения и развития ассоциированных с возрас-
том заболеваний у лиц, подвергшихся несколько
десятилетий назад, в разные периоды онтогенеза,
воздействию рассматриваемых генотоксикантов,
а также у их потомков.

Работа частично выполнена в рамках темы го-
сударственного задания Минобрнауки России
“Генетические технологии в биологии, медици-
не, сельскохозяйственной и природохозяйствен-
ной деятельности” (№ 0112-2019-0002), подтемы
“Генотоксиканты и антигеноксиканты окружаю-
щей среды: маркеры отдаленного воздействия и
генетические риски развития широко распро-
страненных заболеваний”.

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с использованием в качестве объекта
животных.

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с участием в качестве объекта людей.

Авторы заявляют, что у них нет конфликта ин-
тересов.
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Changes in DNA Methylation Induced by Dioxins
and Dioxin-Like Compounds as a Possible Predictor of Disease

N. S. Kuzminaa, *, T. M. Luongb, and A. V. Rubanovicha

aVavilov Institute of General Genetics, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119991 Russia
bJoint Russian-Vietnam Tropical Research and Technological Center, HoChiMinh, Vietnam

*e-mail: nin-kuzmin@yandex.ru

Dioxins and dioxin-like compounds are persistent organic pollutants (PoPs), ecotoxicants of technogenic or-
igin, the most dangerous of which is 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD). The peculiarity of the
action of the considered genotoxicants, which distinguishes them from other POPS, is the hormone-like ac-
tivity, realized through binding to a special cellular protein – the receptor of aromatic hydrocarbons AhR
(Aryl hydrocarbon receptor). In this work, the phenomenological aspects of DNA methylation changes in-
duced in vitro and in vivo by dioxins and dioxin-like compounds are considered. The multigenerational and
transgenerational effects of dioxin-induced locus-specific methylation disorders and their association with
reproductive dysfunctions and congenital malformations were established using experimental models. The
importance of study of the long-term epigenetic consequences of dioxin exposure in humans and the poten-
tial significance of such investigations for the preventive diagnosis of somatic and reproductive pathologies
are discussed.

Keywords: dioxins, DNA methylation, transgenerational effects, age-associated and reproductive patholo-
gies.
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