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МЕТИЛИРОВАНИЕ ЛОКУСА AR ЧЕЛОВЕКА НЕ КОРРЕЛИРУЕТ
С НАЛИЧИЕМ ИНАКТИВИРОВАННОЙ Х-ХРОМОСОМЫ В КЛЕТКАХ
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В женских клетках млекопитающих в раннем эмбриональном развитии происходит процесс дозо-
вой компенсации генов: одна из двух Х-хромосом становится транскрипционно неактивной, и в
дальнейшем во всех соматических клетках находится в неактивном состоянии. Эмбриональные
стволовые клетки (ЭСК), так же, как и клетки с индуцированной плюрипотентностью (ИПСК), яв-
ляются моделью для изучения раннего развития. В женских ИПСК и ЭСК человека одна из Х-хро-
мосом всегда активна, состояние второй вариабельно: может быть полностью активна, так и иметь
частичную инактивацию, или же, аналогично соматическим, может быть полностью неактивной.
Определение состояния инактивации Х-хромосомы в плюрипотентных стволовых клетках человека
(ПСК) является непростой и актуальной задачей, однако различные методы определения состоя-
ния инактивации зачастую приводят к противоречивым результатам. Широко используемый в кли-
нических лабораториях метод анализа метилирования гена AR позволяет определить соотношение
аллелей инактивированной Х-хромосомы в клетках крови и тканях пациентов. Также этот метод ра-
нее был предложен для определения статуса инактивации в ИПСК человека. В данной работе мы
проанализировали состояние инактивации Х-хромосомы в линии ИПСК человека стандартными
методами (экспрессия гена XIST, метилирование промотора XIST, модификации гистонов и др.), а
также по уровню метилирования гена AR с фрагментным анализом. Оказалось, что метилирование
локуса AR не коррелирует с состоянием инактивации Х-хромосомы в женских ИПСК. Таким обра-
зом, мы предполагаем, что этот маркерный ген не может служить индикатором инактивации Х-хро-
мосомы в женских линиях ИПСК человека.
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В женских соматических клетках млекопитаю-
щих одна из двух Х-хромосом транскрипционно
неактивна и находится в гетерохроматинизиро-
ванном состоянии. Выбор Х-хромосомы для инак-
тивации происходит случайным образом на ран-
них этапах эмбрионального развития, поэтому
женские соматические клетки мозаичны по экс-
прессии генов Х-хромосомы. В плюрипотентных
стволовых клетках (ПСК) человека, как в эмбрио-
нальных стволовых клетках (ЭСК), так и в инду-
цированных плюрипотентных стволовых клетках
(ИПСК), состояние инактивации Х-хромосомы
вариабельно: в клетке могут присутствовать две
транскрипционно активные Х-хромосомы или

одна из Х-хромосом может быть полностью инак-
тивирована аналогично соматическим клеткам.
Также встречаются клеточные линии, где одна из
Х-хромосом может иметь частично инактивирован-
ное состояние [1]. Для инактивированной Х-хромо-
сомы характерны экспрессия гена XIST, запускаю-
щего инактивацию в раннем эмбриональном раз-
витии, а также обогащение Х-хромосомы меткой
неактивного хроматина H3K27me3. Однако на-
личие или отсутствие определенных гистоновых
модификаций и экспрессия гена XIST – косвен-
ные признаки неактивной Х-хромосомы, в то
время как непосредственным подтверждением
активности Х-хромосомы является ее транскрип-
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ционная активность. Подтверждение транскрип-
ционной активности генов обеих Х-хромосом –
довольно непростая техническая задача. Для это-
го нужно показать активность обоих аллелей в
каждой отдельной клетке. В случае анализа экс-
прессии двух аллелей в выделенной РНК из всей
культуры клеток возможна ситуация, когда на са-
мом деле в части клеток экспрессируется один ал-
лель, а в части – другой, т.е. в каждой отдельной
клетке экспрессия моноаллельная. Идеальным
способом показать моно или биаллельность в
каждой клетке является проведение РНК-секве-
нирования отдельных клеток (single-cell RNA-seq)
[2, 3]. Однако данная технология была разработа-
на не так давно и на сегодняшний день остается
дорогостоящей и пока не может использоваться
для анализа большого числа клеточных линий на
разных пассажах. Поэтому чаще используются
другие методы: сравнение общего уровня тран-
скрипции с Х-хромосом и аутосом [4], модель
“смещенной” инактивации из-за крупных деле-
ций на Х-хромосоме [5], гибридизации кДНК на
олигонуклеотидном циточипе, предназначенном
для выявления структурных перестроек в геноме
[6]. Наиболее часто используемый метод опреде-
ления транскрипционной активности (моноал-
лельной/биаллельной экспресиии генов Х-хро-
мосомы) – метод РНК гибридизации in situ [5, 7].
После гибридизации с меченой пробой может на-
блюдаться один точечный сигнал в ядре в случае
моноаллельной экспрессии, биаллельная экспрес-
сия будет видна как два сигнала гибридизации.
Недостатком метода является то, что он характе-
ризует активность одного локуса, не давая инфор-
мации об активности по всей длине Х-хромосомы.
Мы впервые предложили использовать такую ха-
рактеристику состояния активности Х-хромосомы
в ПСК человека как время репликации. Поздняя
репликация характерна для транскрипционно-
молчащих участков, при этом районы Х-хромосо-
мы, избегающие инактивации, реплицируются в
ранней S-фазе и синхронно на обеих Х-хромосо-
мах [8, 9]. Инактивация Х-хромосомы сопровож-
дается метилированием CpG-островков в промо-
торах большинства генов. Широко используемый
в клинических лабораториях метод анализа мети-
лирования промотора гена AR позволяет опреде-
лить наличие инактивированной Х-хромосомы, а
также соотношение аллелей инактивированной
Х-хромосомы в клетках крови и тканях пациентов
[10]. Этот метод был предложен и как удобный и
универсальный способ для определения статуса
инактивации Х-хромосомы в клетках ИПСК чело-
века [11]. Метод основан на определении метили-
рования района с CAG-повторами в первом экзоне
гена андрогенового рецептора (AR), локализо-
ванного на Х-хромосоме. Этот район является
высокополиморфным из-за вариабельности ко-
личества CAG-повторов. При использовании

метил-чувствительной рестриктазы HpaII или
HhaI разрезается лишь неметилированная геном-
ная ДНК, в том числе и участок, соответствую-
щий активному аллелю гена AR. Далее данный
район амплифицируется и ПЦР-продукт наблю-
дается лишь для метилированного неактивного
аллеля. Затем проводится фрагментный анализ:
ПЦР-продукты анализируются по длине. Высота
пиков каждого из фрагментов пропорциональна
количеству метилированного аллеля в исходной
клеточной популяции. В отсутствие отклонений в
статусе инактивации Х-хромосомы в клетках кро-
ви наблюдается соотношение 50/50, так как про-
цесс инактивации происходит случайно. В случае
же отклонения от данного соотношения или от-
сутствия одного из аллелей можно говорить о на-
рушениях в случайной инактивации, что во мно-
гих случаях ассоциировано с различными заболе-
ваниями [12, 13].

В настоящей работе мы проанализировали со-
стояние инактивации Х-хромосомы в женской
линии ИПСК человека с помощью стандартных
методов: экспрессии гена XIST, метилирования
промотора гена XIST, наличия гистоновой моди-
фикации неактивного хроматина и времени ре-
пликации районов Х-хромосомы, а также про-
анализировали метилирование гена AR с последу-
ющим фрагментным анализом.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Получение и культивирование линий

ИПСК на матригеле
Линия ИПСК человека iPSHD22 была получе-

на из фибробластов кожи человека и культивиро-
валась, как описано ранее [14].

Приготовление препаратов метафазных хромосом 
и определение времени репликации

Препараты метафазных хромосом были при-
готовлены как описано ранее [9]. Определение
времени репликации проводили с помощью
пульс-мечения и клик-реакции с 5-этинил-2'-
дезоксиуридином (EdU) – аналогом тимидина,
встраивающимся вместо него в новую цепь ДНК
во время репликации. Клетки были помечены
EdU в течение 20 мин в конечной концентрации
1 мкМ. Клетки фиксировали спустя 7 ч после ме-
чения, используя стандартную метанол-уксусную
фиксацию, как описано ранее [9]. Встроившийся
в цепь ДНК EdU выявлялся с помощью клик-ре-
акции с азидом, меченным Alexa Fluor 555. Клик-
реакцию проводили на препаратах метафазных
хромосом с помощью набора Click-It Kit (Invitro-
gen) по инструкции производителя. Х-хромосома
выявлялась с помощью метода флуоресцентной
гибридизации in situ с пробой DXZ1 (Kreatech),
специфичной к центромерному участку Х-хромо-
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сомы. Гибридизацию проводили в соответствии с
рекомендациями производителя.

Иммуноцитохимическое окрашивание
Иммуноцитохимический анализ проводили

как описано ранее [9, 15]. В работе использовали
первичные кроличьи поликлональные антитела
anti-H3K27me3 в разведении 1 : 5000 (Abcam),
вторичные козьи антитела к иммуноглобулинам
кролика Alexa Fluor 488-conjugated goat IgG в раз-
ведении 1 : 1000 (Invitrogen).

Флуоресцентная РНК-гибридизация
in situ (РНК-FISH)

РНК-FISH проводили по ранее описанному
протоколу [16], используя меченные ДНК-про-
бы, полученные из BAC-клонов (Empire Genom-
ics, США): RP11-42 M11 для гена ATRX, RP11-13
M9 для гена XIST, RP11-1104 L9 для гена POLA1,
RP11-160 F21 для гена CTPS2.

Выделение геномной ДНК
Клетки промывали в PBS (Панэко), добавляли

лизирующий буфер (25 мМ ЭДТА, 0.6% SDS,
20 мМ Tris-HCl, pH 8.0) из расчета 600 мкл на 35-мм
чашку Петри. Добавляли 0.1 мг/мл протеиназы К.
Инкубировали в течение ночи при 56°С. ДНК
экстрагировали равным объемом фенола/хлоро-
форма, затем равным объемом хлороформа, цен-
трифугируя по 5 мин при 10000 g. Далее к раствору
добавляли ацетат натрия до конечной концентра-
ции 0.15 М, затем изопропанол в соотношении 1 : 1,
инкубировали 1 ч при –20°С, центрифугировали
10 мин при 10000 g. Осадок ДНК дважды промы-
вали 70%-ным этанолом, высушивали и раство-
ряли в TE-буфере.

Анализ метилирования гена AR
и фрагментный анализ

Анализ метилирования гена AR проводили по
протоколу, описанному ранее [10]. В работе ис-
пользовали метил-чувствительную рестриктазу
HhaI (NEB). Для ПЦР использовали праймеры,
один из которых был мечен флуоресцентной мет-
кой FAM. ПЦР-продукты c обработанной и не
обработанной рестриктазой матрицей визуализи-
ровали в агарозном геле, выделяли из геля, и для
дальнейшего фрагментного анализа смешивали с
формамидом в соотношении ПЦР-продукт/фор-
мамид, равном 1/3. Фрагментный анализ ампли-
фицированных продуктов проводили в ЦКП
ИМБ РАН “Геном”.

Бисульфитное секвенирование

Бисульфитную конвертацию геномной ДНК
осуществляли с помощью набора EZ DNA meth-
ylation™ Kit (Zymo Research). В результате бисуль-
фитной конвертации неметилированные C в
CpG-сайтах конвертировались в U, а затем в ходе
ПЦР в T, а метилированные С конвертации не
подвергались.

Амплификацию интересующего фрагмента
размером 150 пн, содержащего CpG-островок,
проводили с помощью набора Gene Pak PCR (Изо-
ген) с соответствующими праймерами. Праймеры
для амплификации конвертированной геномной
ДНК были подобраны с использованием ресурса
http://www.urogene.org/methprimer/в соответствии
с рекомендациями по подбору праймеров для би-
сульфитного секвенирования [17] с конечным
размером продукта в 150 пн:

праймер 1: AAAAAGTGTAGATATTTTAGAGAGTGTAAT;
праймер 2: AATACCTACTTTAATTTTTATTTTTCTAAC.

Далее ПЦР-продукт клонировали в плазмиду
pGEMTeasy (Promega) и отбирали по 8–10 клонов
для проведения секвенирования.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Характеристика инактивации

Для анализа инактивации Х-хромосомы была
выбрана линия ИПСК человека iPSHD22 с гено-
типом 46XX, охарактеризованная подробно ранее
[14]. Эта линия ИПСК экспрессирует маркеры
плюрипотентного состояния и способна к диффе-
ренцировке в клетки-производные трех зароды-
шевых листков. Ключевым геном, отвечающим на
запуск инактивации Х-хромосомы в раннем эм-

бриональном развитии, является ген длинной не-
кодирующей РНК XIST. Этот ген экспрессируется
на неактивной Х-хромосоме. РНК XIST покрыва-
ет неактивную Х-хромосому, и в клетках с инак-
тивированной Х-хромосомой при помощи мето-
да флуоресцентной гибридизации in situ c РНК
(РНК-FISH) можно детектировать “облако” РНК
XIST. В клетках линии ИПСК iPSHD22 “облако”
XIST не было выявлено, что косвенно свидетель-
ствует об отсутствии инактивации Х-хромосомы
(рис. 1,а). Для подтверждения отсутствия работы
гена XIST мы проанализировали метилирование
промотора гена XIST для подтверждения неак-
тивного статуса гена XIST. При отсутствии инак-
тивации обеих Х-хромосом в клетке наблюдается
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метилирование промоторов XIST на обеих Х-хро-
мосомах. Методом бисульфитной конвертации
ДНК с последующими амплификацией, клони-
рованием и секвенированием ампликонов был
проанализирован участок промотора гена XIST
размером в 150 пн, содержащий пять CpG-сайтов.
В данном районе наблюдалось практически пол-
ное метилирование CpG-сайтов. Полное метили-
рование предотвращает экспрессию гена XIST и
инактивацию одной из Х-хромосом (рис. 1,б). Та-
ким образом, полное метилирование промотора
гена XIST свидетельствует об отсутствии класси-
ческой XIST-зависимой инактивации Х-хромосо-
мы в линии ИПСК iPSHD22. Далее мы проанали-
зировали наличие на Х-хромосоме гистоновой мо-
дификации неактивного хроматина H3K27me3,
характерной для гетерохроматина. Методом им-
муноцитохимического окрашивания в клетках
исследуемой линии обогащение Х-хромосомы по
H3K27me3 не детектировалось, что также свиде-
тельствует об отсутствии инактивированной Х-хро-
мосомы (рис. 1,а).

Для оценки транскрипционной активности
Х-хромосомы была исследована экспрессия трех
X-сцепленных генов: POLA1, CTPS2, ATRX. При
наличии двух активных Х-хромосом оба аллеля ге-
нов транскрипционно активны, и с помощью ме-
тода РНК-FISH мы можем выявить в каждом ядре
два точечных сигнала РНК для каждого гена.
Оказалось, что для линии ИПСК iPSHD22 в ин-
терфазном ядре детектировалось по два точечных
сигнала для генов POLA1 и CTPS2 (рис. 1,а), что
свидетельствует о биаллельной экспрессии этих
двух генов. При этом в этой же клеточной линии
при РНК-FISH с пробой к гену ATRX присутство-
вал лишь один точечный сигнал в каждой клетке
(рис. 1,а), что свидетельствует о моноаллельной
экспрессии гена ATRX.

Ранее нами было показано, что время и пат-
терн репликации являются надежным методом,
отражающим состояние инактивации Х-хромосо-
мы [8]. Для изучения репликации Х-хромосомы
клетки линий ИПСК iPSHD22 были помечены с
помощью EdU. Две Х-хромосомы одной метафаз-
ной пластинки сравнивали между собой по пат-
терну включения EdU. В линии iPSHD22 паттерн
включения EdU в цепи ДНК обеих Х-хромосом
одной клетки очень схож, т.е. репликация обеих
Х-хромосом происходила практически синхрон-
но. Поздно и асинхронно реплицировались два
района одной из Х-хромосом: дистальная часть
q-плеча и перицентромерный район (рис. 1,в).
Итак, в линии iPSHD22 наблюдается практиче-
ски синхронная репликация двух Х-хромосом,
за исключением двух районов одной из Х-хромо-
сом: перицентромерного и дистального q-плеча.
При этом в синхронно реплицирующихся районах
(на р-плече) наблюдается биаллельная экспрессия
генов POLA1 и CTPS2, а в позднореплицирующем-

ся перицентромерном районе локализован ген
ATRX, экспрессия которого моноаллельна.

Метилирование гена AR и фрагментный анализ

Для определения инактивации Х-хромосомы
по метилированию промотора гена AR была про-
ведена ПЦР с геномной ДНК. В ПЦР использо-
вали нативную геномную ДНК и ДНК, обрабо-
танную метил-зависимой рестриктазой HhaI.
Был амплифицирован полиморфный по количе-
ству CAG-повторов участок, находящийся в
промоторе гена AR. При использовании натив-
ной геномной ДНК линии ИПСК iPSHD22 в
ПЦР получили фрагменты различной длины:
260 и 278 пн (рис. 1,г). После обработки геном-
ной ДНК метил-чувствительной рестриктазой
HhaI во фрагментном анализе ПЦР-продуктов
детектировали лишь один пик, соответствующий
аллелю в 260 пн. Это свидетельствует о том, что во
всей популяции клеток данной клеточной линии
присутствует один и тот же метилированный ал-
лель гена AR и, следовательно, одна из Х-хромо-
сом в клеточной линии ИПСК iPSHD22 инакти-
вирована.

ОБСУЖДЕНИЕ
Ген AR находится в перицентромерном районе

Х-хромосомы, который можно признать инакти-
вированным, так как у одной из Х-хромосом ис-
следуемой клеточной линии он поздно реплици-
ровался, в этом же районе локализован ген ATRX,
который экспрессировался моноаллельно. То
есть, несмотря на наличие почти полностью ак-
тивной Х-хромосомы, анализ метилирования ло-
куса AR свидетельствовал о полностью инактиви-
рованной Х-хромосоме в исследуемой клеточной
линии. Нужно отметить, что данная ситуация с
инактивированным перицентромерным районом,
содержащим ген AR, характерна не только для
данной клеточной линии. Ранее неоднократно
было показано, что на Х-хромосоме присутству-
ют два типа хроматина: обогащенный H3K27me3 –
легко реактивируемый на неактивной Х-хромо-
соме при репрограммировании, и обогащенный
H3K9me3 – район, устойчиво находящийся в не-
активном состоянии на неактивной Х-хромосоме
[18, 19]. В предыдущей работе нами показано, что
позднореплицирующиеся домены Х-хромосомы
в данной клеточной линии обогащены гистоно-
вой модификацией H3К9me3 [8]. В недавних
работах показано, что H3K9me3-обогащенные
районы генома препятствуют связыванию тран-
скрипционных факторов при репрограммирова-
нии, а при удалении модификации H3K9me3 по-
лучаются полностью репрограммированные
ИПСК [20, 21]. Расположение локуса AR в неак-
тивном и позднореплицирующемся районе не яв-
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Рис. 1. Результаты анализа инактивации в линии ИПСК iPSHD22. а – характеристика инактивации Х-хромосомы. В клет-
ках линии iPSHD22 не наблюдается экспрессии гена XIST, нет окрашивания Х-хромосомы на модификацию неактивного
хроматина H3K27me3. Наблюдаются биаллельная экспрессия генов CTPS2 и POLA1 и моноаллельная экспрессия гена
ATRX. В качестве положительного контроля РНК-гибридизации in situ с пробой к гену XIST и иммуноцитохимического
окрашивания на H3K27me3 использовалась линия ЭСК HESM04 с инактивированной Х-хромосомой; б – схема метили-
рования CpG-сайтов в промоторной части гена XIST. В проанализированном CpG-островке находилось пять CpG-сайтов.
Восемь независимых клонов были отсеквенированы для данной клеточной линии. Круги черного цвета обозначают мети-
лированный CpG-сайт, круги белого цвета – неметилированный CpG-сайт; в – схема районов ранней и поздней реплика-
ции двух Х-хромосом в каждой клетке линии ИПСК. Красным цветом показаны транскрипционно активные районы с
ранней репликацией; синим цветом – неактивные районы Х-хромосомы с поздней репликацией. Биаллельно экспресси-
рующиеся гены CTPS2 и POLA1 расположены в районах, которые рано реплицируются на обеих Х-хромосомах. Моноал-
лельно экспрессирующийся ген ATRX расположен в районе, который поздно реплицируется на одной из Х-хромосом; ген
AR расположен в том же неактивном районе, что объясняет метилированное состояние одного из его аллелей в клеточной
линии ИПСК; г – результаты фрагментного анализа амплифицированных фрагментов гена AR. Без обработки рестрикта-
зой HhaI не происходит разрезания геномной ДНК, амплифицируются оба аллеля, детектируется гетерозигота по длине
данного участка гена AR: один аллель длиной 260 пн, второй аллель длиной 278 пн. После обработки рестриктазой HhaI не-
метилированный аллель разрезается, амплифицируется лишь метилированный аллель гена AR длиной 260 пн. Второй пик,
соответствующий аллелю 2, не детектируется.
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ляется исключительной особенностью изученной
нами клеточной линии ИПСК, а представляет со-
бой достаточно частое явление среди ИПСК, по-
лучаемых в различных лабораториях мира.

Таким образом, метод анализа метилирования
гена AR, предложенный ранее для характеристи-
ки статуса инактивации Х-хромосмы в ИПСК
[11], не отражает реального состояния активности
Х-хромосомы в линиях ИПСК. Для рутинной рабо-
ты в клинической диагностике были предложены
альтернативные локусы для анализа инактивации
Х-хромосомы [22]. Применение альтернативных
районов или комбинации локусов позволит точнее
анализировать состояние инактивации Х-хромосо-
мы как в клинической диагностике, так и при ис-
следованиях на клеточных линиях ИПСК человека.

Работа выполнена в рамках темы государ-
ственного задания № 0112-2019-0002.

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 участ-
ников было получено информированное добро-
вольное согласие.

Авторы заявляют, что у них нет конфликта ин-
тересов.
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Methylation of the Human AR Locus Does not Correlate with the Presence
of Inactivated X Chromosome in Induced Pluripotent Stem Cells

A. V. Panovaa, b, *, A. N. Bogomazovaa, c, M. A. Lagarkovaa, c, **, and S. L. Kiseleva

aVavilov Institute of General Genetics, Russian Academy of Science, Moscow, 119991 Russia
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cFederal Research and Clinical Center of Physical-Chemical Medicine,
Federal Medical Biological Agency, Moscow, 119435 Russia
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The process of dosage compensation of genesoccurs in the female mammalian cells during early embryonic
development: one of the two X chromosomes becomes transcriptionally inactive, and is subsequently inher-
ited in the inactive state in all somatic cells. Embryonic stem cells (ESCs), as well as cells with induced plu-
ripotency (iPSCs), have become the models for studying early development. In human female iPSCs and
ESCs, one of the X chromosomes is always active, while the state of the second X can be variable: it can be
fully active, or be partially inactivated, or it can be completely inactive as it happens in somatic cells. Deter-
mining the state of inactivation of the X chromosome in human pluripotent stem cells (PSC) is a complicated
and urgent task. However, various methods for determining the state of X inactivation often lead to the con-
tradictory results. The methylation analysis of the AR gene is widely used in clinical laboratories and allows
to determine the ratio of alleles of inactivated X chromosome in blood cells and patient tissues. Also, this
method was previously proposed to determine the status of X chromosome inactivation in human iPSCs. In
this paper, we analyzed the inactivation state of the X chromosome in the human iPSC line by standard meth-
ods (XIST gene expression, XIST promoter methylation, histone modification, etc.), as well as by the level of
methylation of the AR gene by fragment analysis. We found out that the methylation of the AR locus does not
correlate with the X-chromosome inactivation state in female iPSCs. Thus, we assume that the methylation
of the AR gene cannot be used as an indicator of X-chromosome inactivation in human female iPSC lines.

Keywords: X-chromosome inactivation, induced pluripotency, iPS cells, epigenetics, methylation, androgen
receptor (AR) locus.
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