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Эпигенетическая регуляция активности генов вовлечена в развитие ряда психических нарушений,
включая нарушения развития головного мозга, личностные расстройства и девиантное поведение.
Проведено исследование уровня метилирования 24 избранных CpG-сайтов в группах пациентов с
перечисленными нарушениями и контрольной группе. Показано, что CpG-сайты в регуляторных
участках трех генов нейромедиаторных систем человека – BDNF, COMT и CACNA1C – гипермети-
лированы, что может приводить к снижению экспрессии указанных генов. Полученные результаты
могут быть основой для разработки диагностических тест-систем и поиска фармакологических ми-
шеней для выявления и коррекции указанных состояний.
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Интерес к эпигенетическим механизмам резко
возрос после того, как появилось большое коли-
чество данных о роли эпигенетических процессов
в основополагающих биологических явлениях та-
ких как онтогенез, старение, а также в развитии
ряда заболеваний (ожирение, наркомания, алко-
голизм, шизофрения, личностные расстройства,
депрессивные состояния и т.п.). Изменения экс-
прессии генов, возникшие под влиянием стрес-
сорных средовых факторов, приобретают устой-
чивый долговременный характер, т.е. остаются
относительно неизменными в течение длитель-
ного времени, часто на всю оставшуюся жизнь
(поэтому кратковременные адаптивные измене-
ния, связанные с изменением генной экспрес-
сии, под понятие эпигенетических сдвигов не
подпадают).

Возникшие изменения активности могут со-
храняться на протяжении двух–трех поколений,
особенно при продолжении воздействия стрессо-
вых средовых факторов [1]. На существующую ге-
нетическую программу “накладываются” эпиге-
нетические метки, индуцированные неблагопри-
ятными жизненными обстоятельствами, в том
числе психосоциальными факторами.

Эпигенетические механизмы играют важную
роль в стресс-индуцированных нарушениях по-
ведения и психики. Фактически можно говорить
о психиатрической и поведенческой эпигенетике
как о самостоятельном разделе исследований [2].
Стресс при участии эпигенетических механизмов
выступает как один из основных факторов, про-
воцирующих ряд расстройств психики.

Оценка статуса метилирования специфиче-
ских локусов геномной ДНК является эффектив-
ным способом отслеживания, изучения и контроля
уникальных процессов, регулирующих жизнедея-
тельность человека [3, 4]. Эпигенетические
стресс-индуцированные феномены при этом ста-
новятся ведущим фактором нарушений психиче-
ского здоровья, прежде всего депрессии и тревоги,
но также личностных расстройств, зависимостей и
асоциального поведения [5, 6]. Выявление ключе-
вых генетическихи эпигенетических маркеров рис-
ка развития психических расстройств и агрессивно-
го поведения позволяет оценить вероятность нали-
чия анализируемых признаков у индивида по его
ДНК в целях диагностики, выявления фармако-
логических мишеней и возможного применения
в криминалистике.
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Наиболее изученный вид эпигенетической
модификации ДНК у людей – метилирование
цитозина в положении C5 в CpG-динуклеотидах.
Более 28 миллионов сайтов CpG распределены по
всему геному человека и 70–80% из них могут
быть метилированы. В большинстве случаев ги-
перметилирование промоторных областей при-
водит к снижению экспрессия генов [7].

Интерес ученых к статусу метилирования ге-
нов, ответственных за психоэмоциональный ста-
тус человека, возрастает. Анализ современного
состояния проблемы показал, что необходима
оценка целого спектра генетических и эпигенетиче-
ских локусов генома человека. Для решения таких
задач активно применяются технологии секвениро-
вания нового поколения (NGS) и разработка не-
больших таргетных панелей. Преимуществом та-
кого подхода является, с одной стороны, возмож-
ность исследования десятков и сотен локусов в
ходе анализа одного образца, с другой – имеется
возможность протестировать в рамках одного
эксперимента сотни образцов, что сильно снижа-
ет стоимость одного анализа для конечного по-
требителя, делая его более доступным в рутинной
практике [9].

В представленном исследовании выявлены ге-
ны нейромедиаторных систем мозга, уровень ме-
тилирования CpG-сайтов в регуляторных участ-
ках которых ассоциирован с нарушениями пси-
хического здоровья человека.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Исследование проведено на двух группах

представителей белорусской популяции: кон-
трольная группа условно здоровых добровольцев
(К) численностью 30 человек и пациенты РНПЦ
психического здоровья с органическими наруше-
ниями головного мозга и умственной отстало-
стью, страдающие личностными расстройствами
и девиантным поведением (П) – 61 человек.

От каждого участника было получено инфор-
мированное согласие на включение в исследова-
ние. Дизайн исследования утвержден Биоэтиче-
ским комитетом Института генетики и цитологии
НАН Беларуси.

В качестве биологического материала исполь-
зовали буккальный эпителий. Выделение ДНК
проводили наборами “Нуклеосорб”, модифика-
ция А (ОДО Праймтех).

Метилирование ДНК определяли методом би-
сульфитной конверсии, при которой каждый не-
метилированный цитозин превращается в ура-
цил посредством дезаминирования. Бисульфитную
конверсию геномной ДНК в количестве 1 мкг вы-
полняли с использованием набора реагентов
EpiTect Fast DNA Bisulfite Kit (Qiagen) согласно
инструкции производителя. Набор оптимизиро-

ван для получения после конверсии участков ге-
номной ДНК длиной 300–500 пн и в некотором
количестве более 500 пн.

Для анализа уровня метилирования целевых
генов использовали разработанную нами панель
специфических олигонуклеотидных праймеров,
фланкирующих выбранные для исследования ло-
кусы [8]. Амплификацию конвертированной ДНК
проводили для 17 целевых участков исследуемых
генов, которые содержали 24 специфических
CpG-сайта метилирования.

Для контроля качества и определения концен-
трации полученных фрагментов ДНК использо-
вали прибор для флуориметрического анализа
Glomax Explorer (Promega) с набором реагентов
QuantiFluor® ONE dsDNA System (Promega).

Нормализацию и пулирование образцов вы-
полняли с помощью системы автоматического
дозирования Eppendorf epMotion. Для приготов-
ления NGS-библиотек использовали наборы реа-
гентов QIAseq Methyl Library Kit (Qiagen), позволя-
ющие работать с фрагментированными участками
ДНК после бисульфитной конверсии. Конечная
концентрация анализируемой библиотеки соста-
вила 8 пмоль, концентрация контрольной биб-
лиотеки PhiX – 10%.

Высокопроизводительное секвенирование
выполнялось одновременно для 24 образцов на
приборе IlluminaMiseq. Для запуска использован
набор v3 2 × 250 (500 cycles) Illumina – MiSeq Re-
agent Kit v3.

Оценку качества прочтений проводили в про-
грамме FastQC, c последующим триммингом нека-
чественных оснований в Trimmomatic. Локальное
картирование прочтений на референс (GRCh37
[GCF_000001405.13]) проводили по алгоритму
Burrows-Wheeler-Aligner при помощи программ-
ного модуля Bowtie2 в утилите Bismark.

Фильтрацию с последующим преобразовани-
ем карты выравнивания прочтений (SAM), также
сортировку и индексирование проводили в Sam-
tools. Вызов сайтов метилирования на “изначально
верхней цепи” (original top strand) в CpG-островах
проведено в пайплайне Bismark. Подсчет отноше-
ния деметилированных сайтов к метилирован-
ным был произведен на языке программирования
Python с использованием библиотеки Рandas.

Сравнение уровней метилирования отдельных
CpG-сайтов в группах исследования проводилось
с использованием критериев Манна–Уитни. Раз-
личия принимались как статистически значимые
при р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
На первом этапе исследования анализ резуль-

татов высокопроизводительного секвенирования
позволил получить данные об уровне метилиро-
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вания 24 целевых CpG-сайтов в образцах ДНК от
61 пациента и 30 человек из группы контроля.

Наибольшие различия между группой пациен-
тов и контрольной группой были зафиксированы
для шести CpG-сайтов, расположенных в промо-
торных областях трех генов – BDNF, COMT и
CACNA1C.

Ген BDNF, локализованный в хромосомном
локусе 11р1, кодирует мозговой нейротрофиче-
ский фактор – цитокин, представляющий собой
гомодимерный белок с молекулярной массой
27 кДа. BDNF оказывает уникальное действие на
ЦНС, стимулируя в нейронах репаративные про-
цессы, повышая синаптическую пластичность и
устойчивость клеток ЦНС к повреждающим фак-
торам [9, 10]. Дефицит BDNF снижает пластич-
ность нейронов, нарушает память и обучаемость,
когнитивные способности. Экспрессия BDNF
значительно уменьшается у пациентов с депрессией,
аффективными расстройствами, при стрессе [11,
12]. Хронический стресс приводит к снижению
продукции BDNF, которая участвует во многих кле-
точных процессах в нервной ткани, особенно
связанных с долговременной памятью, путем ак-
тивизации метилирования гистонов и изменения
степени компактизации хроматина.

BDNF – один из наиболее изученных генов у
пациентов с психоэмоциональными нарушениями
и в том числе с биполярным расстройством (БР).
В частности, повышенное метилирование обла-
сти промотора BDNF (экзон 1) было обнаружено в
мононуклеарных клетках периферической крови
пациентов с БР второго типа, у которых уровни экс-
прессии гена BDNF также были значительно сни-
жены по сравнению с контрольной группой [13].

В другом исследовании степень метилирования
ДНК различалась у пациентов с БР и контрольной
группы для 11 из 36 CpG-сайтов, проанализирован-
ных в промоторах 3 и 5 гена BDNF [14]. Несколько
дифференциально метилированных сайтов пере-
крывались с участками связывания факторов
транскрипции в промоторе 5 или непосредствен-
но рядом с ними, предполагая возможную роль
метилирования ДНК в модуляции экспрессии ге-
на BDNF.

Ген COMT расположен на участке 22q11.21, ко-
дирует фермент катехол-О-метилтрансферазу,
участвующую в обмене различных катехоламинов
(адреналин, норадреналин, дофамин) [15, 16].
Физиологическая роль фермента заключается в
элиминации катехоламинов из синаптической ще-
ли путем реакции метилирования. Динамика ка-
техоламинов в разных участках мозга регулирует
социальное поведение. Катехол-О-метилтранс-
фераза регулирует передачу нервного импульса,
влияет на особенности эмоциональных реакций,
участвует в метаболизме эстрогенов [16]. Суще-
ствуют две изоформы данного фермента: S-СОМТ

(растворимая изоформа, обнаружена в крови и
периферических тканях) и МВ-СОМТ (мембран-
связанный протеин, основная часть которого
локализована в префронтальной коре) [17]. Из-
вестно около 300 полиморфных сайтов [17], для
некоторых из которых показано клиническое
значение [18].

Гиперметилирование сайта COMT_19949901
(cg04856117) было также зафиксировано при изу-
чении степени метилирования ДНК 41-ного сайта
CpG в гене COMT у 185 человек с посттравматиче-
ским стрессовым расстройством и контрольной
группы [19]. По результатам исследования увели-
чение уровня метилирования только двух сайтов,
расположенных в промоторе гена, включая
cg04856117, было независимо связано с данным
состоянием.

Ген CACNA1C расположен на участке хромосо-
мы 12p13.3, кодирует белок главного потенциал-
зависимого кальциевого канала L-типа, Cav1.2
(субъединица альфа-1C). Каналы Cav1.2 являют-
ся критическими модуляторами ряда клеточных
процессов, которые участвуют в развитии психо-
патологии [20]. Полногеномные исследования
выявили ассоциацию гена CACNA1C с множе-
ственными психоневрологическими расстрой-
ствами, включая большое депрессивное расстрой-
ство, биполярное расстройство и шизофрению,
которые проявляются депрессивными симптома-
ми [21].

Метилирование гена CACNA1C также изуча-
лось у пациентов с БР – как одна из возможных
причин данного состояния. Среди 5-CpG-ост-
ровков, расположенных в различных частях гена,
вариации в уровнях метилирования были зафик-
сированы только для сайтов, расположенных в
третьем интроне гена. При этом пять из шести
сайтов показали значительное гиперметилирова-
ние в ДНК пациентов с БР по сравнению с кон-
тролем. Также обнаружено, что на уровень мети-
лирования влияет пол и также близлежащие по-
лиморфные сайты [22].

Распределение уровней метилирования шести
сайтов, расположенных в промоторных областях
генов BDNF, COMT и CACNA1C, в исследованных
группах представлено в виде графиков box-plot на
рис. 1–3. Для всех шести сайтов выявленные раз-
личия между группами были статистически до-
стоверны (р < 0.05). Результаты представлены в
табл. 1.

Для того, чтобы оценить, насколько измене-
ния в уровне метилирования целевых сайтов у па-
циентов с личностными расстройствами и асоци-
альным поведением отражают общие изменения
в метилировании промоторных областей генов
BDNF, COMT и CACNA1C, мы дополнительно
проанализировали все CpG-сайты, выявленные
во фрагментах ДНК генов в исследованных ам-
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пликонах. Данные об их метилировании были
также получены при проведении NGS. Для срав-
нительного анализа большого числа дифферен-
циально метилированных сайтов применяли кар-
ты интенсивности сигналов (heatmap).

Наиболее значимые результаты получены для
18 сайтов, входящих в состав промотора гена
CACNА1C (рис. 4). Визуальное сравнение интен-
сивности сигналов четко указывает на более вы-
сокий уровень метилирования у пациентов по

Рис. 1. Распределение уровней метилирования четырех сайтов гена BDNF в группах пациентов и контроля.
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Таблица 1. Сравнение уровней метилирования целевых сайтов генов BDNF, COMT и CACNA1C в группах паци-
ентов и контроля

Анализируемые 
CpG-сайты

Уровень метилирования
Уровень значимости p

пациенты контроль

BDNF_27721791 2.78 0.67 0.00007816
BDNF_27721798 2.41 0.55 0.00003795
BDNF_27721801 2.70 0.65 0.000003296
BDNF_27721803 1.86 0.38 0.004353
COMT_19949901 75.87 63.76 0.000071
CACNA1C_2339515 56.36 46.35 0.00001048
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сравнению с контролем. При иерархической кла-
стеризации по уровню метилирования 18 сайтов
гена наблюдается четкое объединение образцов
ДНК пациентов в отдельные кластеры. Анализ
распределения образцов показал, что построение
дендрограммы на основании статуса метилирова-
ния позволяет выделить в отдельную группу бо-
лее 85% пациентов.

Таким образом, выявлены информативные гены,
анализ метилирования регуляторных областей
которых может рассматриваться как высокоспе-
цифичный тест для определения психоэмоцио-
нального статуса человека как в научных целях,
так и в практике здравоохранения и криминали-
стики. Полученные результаты должны быть под-
тверждены на независимых выборках.

Работа проведена в рамках реализации меро-
приятия 5 “Разработка методики определения

статуса генетических локусов и прижизненной
модификации участков ДНК, влияющих на пси-
хоэмоциональный статус человека” Научно-тех-
нической программы Союзного государства
“Разработка инновационных геногеографических
и геномных технологий идентификации лично-
сти и индивидуальных особенностей человека на
основе изучения генофондов регионов Союзного
государства” (“ДНК-идентификация”).

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

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

Рис. 2. Распределение уровней метилирования сайта 2339515 гена CACNA1C в группах пациентов и контроля.
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Рис. 3. Распределение уровней метилирования сайта 19949901 гена COMT в группах пациентов и контроля.
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Рис. 4. Карта интенсивности сигналов (heatmap) дифференциально метилированных сайтов в промоторной области
гена CACNА1C. Справа по вертикали – шифры образцов. По горизонтали – сайты метилирования.
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Association of Methylation of Neuromediator Brain System Genes
with Psychoemotional Human Characteristics
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Epigenetic regulation of gene activity has been implicated in a number of mental disorders, including devel-
opmental disorders of the brain, personality disorders, and deviant behavior. A study of the methylation level
of 24 selected CpG sites in the groups of patients with the listed disorders and the control group was carried
out. It was shown that CpG sites in the regulatory regions of three genes of human neuromediator systems –
BDNF, COMT and CACNA1C – are hypermethylated, what can lead to a decrease in the expression of these
genes. The results obtained can be the basis for the development of diagnostic test systems and the search for
pharmacological targets for the detection and correction of these conditions, and are also of interest for per-
sonal identification inforensics.

Keywords: methylation of CpG sites, epigenetic regulation, high-throughput sequencing, psychoemotional
status.
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