
111

❀ ecological genetics 2019;17(3)   eISSN 2411-9202

HUMAN ECOLOGICAL GENETICS

https://doi.org/10.17816/ecogen173111-117

ИЗУЧЕНИЕ МАРКЕРА АКТИВНОГО ХРОМАТИНА — АЦЕТИЛИРОВАННОГО ГИСТОНА Н3К9 — 
ХРОМОСОМ ИЗ ЛИМФОЦИТОВ ЧЕЛОВЕКА В ПРЕ- И ПОСТНАТАЛЬНЫЙ ПЕРИОД 
ОНТОГЕНЕЗА

 © О.А. Ефимова 1, А.А. Пендина 1, 2, Ю.Г. Лежнина 2, А.В. Тихонов 1, 2, О.Г. Чиряева 1, Л.И. Петрова 1, 
В.С. Дудкина 1, А.С. Кольцова 1, 3, М.И. Крапивин 1, 3, А.В. Петровская-Каминская 1, 3, О.Е. Талантова 1, 
Т.В. Кузнецова 1, В.С. Баранов 1, 3

1 ФГБНУ «НИИ акушерства, гинекологии и репродуктологии им. Д.О. Отта», Санкт-Петербург;
2 Диагностический центр (медико-генетический), Санкт-Петербург;
3 ФГБОУ ВО «Санкт-Петербургский государственный университет», Санкт-Петербург

Для цитирования: Ефимова О.А., Пендина А.А., Лежнина Ю.Г., и др. Изучение маркера активного хроматина — ацетилированного 

гистона Н3К9 — хромосом из лимфоцитов человека в пре- и постнатальный период онтогенеза // Экологическая генетика. – 2019. – 

Т. 17. – № 3. – С. 111–117. https://doi.org/10.17816/ecogen173111-117.

Поступила: 25.09.2018 Одобрена: 25.12.2018  Принята: 28.12.2018

 ❀ Введение. Нарушения эпигенетического маркирования генома приводят к хроматиновым болезням, в связи с чем 

актуальным представляется изучение эпигенетических маркеров хромосом в онтогенезе человека. Цель — провести 

сравнительный анализ распределения ацетилированного по лизину в 9-м положении гистона Н3 (AcH3K9) на мета-

фазных хромосомах из лимфоцитов периферической крови взрослых индивидов и пуповинной крови плодов человека. 

Методы. Иммуноцитохимическая детекция AcH3K9 на препаратах метафазных хромосом из стимулированных фито-

гемагглютинином лимфоцитов периферической крови 13 взрослых индивидов и пуповинной крови 10 плодов челове-

ка 20–22 недель развития. Результаты. Участки хроматина, обогащенные АсН3К9, преимущественно локализованы 

в R- и особенно в T-сегментах метафазных хромосом как у плодов, так и у взрослых индивидов. АсН3К9 отсутствует 

в блоках прицентромерного гетерохроматина хромосом 1, 9, 16; степень ацетилирования G-сегментов низкая. Выяв-

лены различия по содержанию АсН3К9 в отдельных сегментах хромосом у взрослых и плодов: в сегментах 2q31, 5p13, 

5p15 и 16p13 обнаружен более высокий уровень ацетилирования Н3К9 у взрослых индивидов по сравнению с таковым 

у плодов, а в сегменте 9q13, наоборот, более низкий. Выводы. Распределение АсН3К9 вдоль плеч метафазных хромо-

сом из лимфоцитов характеризуется сегментной специфичностью и одинаково у взрослых индивидов и плодов человека 

за исключением единичных сегментов, в которых уровень ацетилирования Н3К9 отличается.

 ❀ Ключевые слова: эпигенетика; онтогенез человека; ацетилирование гистонов; хромосомы; хроматиновые болезни; 

пренатальная диагностика.
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 ❀ Background. Incorrect epigenetic modifications of the human genome may result in epigenetic disorders, thus, high-

lighting the necessity of studying chromosome epigenetic patterns in human development. Aim of the study: a comparative 

analysis of acetylated histone H3K9 (AcH3K9) patterns in human metaphase chromosomes from the lymphocytes of adults 

and fetuses. Materials and methods. The immunocytochemical detection of AcH3K9 in the metaphase chromosomes from 

PHA-stimulated peripheral lymphocytes of 13 adults and cord blood lymphocytes of 10 fetuses at 20-22 weeks of gestation. 

Results. Both in the chromosomes of the adults and the fetuses, AcH3K9 accumulated in the R- and T-, but not G-bands and 

avoided the regions of pericentromeric heterochromatin of the chromosomes 1, 9 and 16. When comparing the adult and the 
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fetal chromosomes, different levels of AcH3K9 were revealed in a few bands: 2q31, 5p13, 5p15 and 16p13 had higher level of 

Н3К9 acetylation in adults, in contrast to 9q13 which was hyperacetylated in fetuses. Conclusion. The АсН3К9 distribution 

in metaphase chromosomes is band-specific and is similar between the adults and the fetuses, excluding a few bands with 

different acetylation levels.

 ❀ Keywords: epigenetics; human development; histone acetylation; chromosomes; chromatin disorders; prenatal diag-

nosis.

ВВЕДЕНИЕ
В последние годы возрос интерес к изучению орга-

низации хроматина в связи с идентификацией особой 

группы заболеваний — эпигенетических, или хромати-

новых, болезней человека. Собственно термин «эпиге-

нотип» впервые был предложен в 1942 г. для описа-

ния изменений экспрессии генов в ходе развития [1]. 

В настоящее время под эпигенетическими понимают 

изменения экспрессии отдельных генов без каких-либо 

структурных изменений в последовательности их нук-

леотидов. Эпигенетические модификации обеспечива-

ют установление и контроль дифференциальной актив-

ности генов в клетках различных тканей и на разных 

стадиях онтогенеза. Именно благодаря эпигенетиче-

ским механизмам в условиях идентичности наследст-

венного аппарата во всех клетках одного организма 

возникает их многообразие с различными фенотипами 

и функциями [2]. Нарушения эпигенетического марки-

рования генома, в том числе вызванные воздействием 

внешних факторов, являются причиной его аномаль-

ного функцио нирования, что в свою очередь приводит 

к эпигенетическим болезням, к которым относят болез-

ни геномного импринтинга, а именно синдром Сильве-

ра – Рассела, Беквита – Видемана, Прадера – Вилли, 

Ангельмана и др., а также синдромы ICF 1, Ретта, Ру-

бинштейна – Тейби, Коффина – Лаури [3–5].

К эпигенетическим модификациям хроматина от-

носят метилирование цитозина ДНК и посттрансляци-

онные модификации гистоновых белков. Под метили-

рованием ДНК понимают обратимую энзиматическую 

реакцию, в результате которой происходит присоедине-

ние метильной группы к 5-му положению остатков ци-

тозина, преимущественно в динуклеотиде 5’-CpG-3’ [6]. 

С невысокой частотой метилированные остатки ци-

тозина также встречаются в по следовательностях 

5’-CpNpGp-3’ или асимметричных последовательно-

стях 5’-CрА-3’ и 5’-CрТ-3’ [7]. Модификации гистоно-

вых белков, к числу которых относят ацетилирование, 

метилирование, убиквитинирование и фосфорилирова-

ние происходят в основном в N-терминальных участ-

ках. В результате метилирования ДНК и модификаций 

гистонов устанавливается специфичный структурно-

функциональный статус хроматина и осуществляется 

эпигенетическая регуляция его транскрипционной ак-

1
 ICF — иммунодефицит, сопровождающийся нестабильно-

стью центромерных районов и лицевыми аномалиями (immu-

nodeficiency, centromeric instability and facial anomalies).

тивности, специфичная для разных типов клеток и/или 

этапов онтогенеза [8].

В проведенных ранее исследованиях показано, что 

распределение метилированных участков по длине ме-

тафазных хромосом совпадает с их поперечной исчер-

ченностью, выявляемой с помощью методов дифферен-

циального окрашивания, в разных тканях: в лимфоцитах 

периферической крови индивидов с нормальным карио-

типом [9–12], в лимфоцитах пуповинной крови пло-

дов человека [13], в клетках цитотрофобласта хорио-

на [14, 15] и эмбрионального легкого [15]. При этом 

рисунок метилирования метафазных хромосом харак-

теризуется определенной временной и тканевой специ-

фичностью — разной степенью метилирования одних 

и тех же сегментов хромосом в клетках различных тка-

ней и на разных стадиях онтогенеза человека [13, 15]. 

В отличие от детально изученного рисунка метилирова-

ния ДНК данные о распределении по длине метафазных 

хромосом модифицированных гистоновых белков оста-

ются неполными.

В связи с этим целью исследования стал сравнитель-

ный анализ распределения ацетилированного по лизи-

ну в 9-м положении гистона Н3 (AcH3K9) — маркера 

активного хроматина — на метафазных хромосомах 

из лимфоцитов периферической крови взрослых инди-

видов и пуповинной крови плодов человека.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
Материалом для исследования служили препара-

ты метафазных хромосом стимулированных фитоге-

магглютинином лимфоцитов периферической крови 

13 взрослых индивидов и лимфоцитов пуповинной 

крови 10 плодов человека 20–22 недель развития. 

Образцы периферической и пуповинной крови были 

получены в ФГБНУ «НИИ АГиР им. Д.О. Отта» 

в связи с необходимостью кариотипирования. У всех 

взрослых индивидов и плодов был установлен нор-

мальный кариотип.

Для культивирования отбирали лейкоцитарную 

фракцию, для визуализации которой центрифугиро-

вали пробирки с кровью в течение 1,5–2 мин при 

1000 об/мин. Культивирование проводили согласно 

стандартному протоколу [16]. Метафазные хромосомы 

фиксировали с применением спиртового раствора 2 % 

ледяной уксусной кислоты. Препараты, не высуши-

вая, помещали в раствор фосфатного буфера 1xPBS 

на 5–10 мин.
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Участки хромосом, обогащенные AcH3K9, выявляли 
методом иммуноцитохимического окрашивания с помо-
щью антител к AcH3K9 (АТ-АсН3К9) (Abcam, США) 
и вторых антител, конъюгированных с Cy3 (Amersham, 
Великобритания), согласно использованному ра-
нее протоколу с собственными модификациями [12]. 
Разведение антител осуществляли согласно рекоменда-
циям фирм-производителей. Для идентификации хромо-
сом применяли АТ-специфичный краситель DAPI.

Препараты анализировали с помощью микроскопа 
LEICA DM LS, оборудованного объективами FLUOTAR 
×20/0,40 и ×100/1,30–0,60, автоматической фотона-
садкой, цветной камерой Leica DFC320, блоком свето-
фильтров. Для получения фотоизображения применяли 
программное обеспечение Leica DFC Twain. О распре-
делении участков хроматина, обогащенных AcH3K9, 
судили по наличию и интенсивности иммунофлуорес-
центных сигналов. Распределение и интенсивность им-
мунофлуоресцентных сигналов оценивали как полуколи-
чественно (визуально), так и количественно с помощью 
программного обеспечения Image J 1.34s. Инструменты 
программного обеспечения Image J 1.34s позволяют 
измерять интенсивность сигнала в выделенной области 
цифрового фотоизображения. Каждому пикселю в выде-
ленной области изображения автоматически присваива-
ется значение от 0 до 255 в зависимости от его оттенка 
серого в восьмибитном режиме. Среднюю интенсивность 
свечения выделенной области рассчитывают автоматиче-
ски при суммировании значений, присвоенных всем пик-
селям, и делении полученной суммы на количество пик-
селей. С помощью измерений в программе Image J 1.34s 
получали абсолютные значения средней интенсивности 
флуоресценции сегментов. Проводили стандартизацию 
полученных значений, основанную на нахождении от-
ношения абсолютного значения средней интенсивности 
флуоресценции сегмента к таковому реперной точки. 
За реперную точку принимали сегмент на анализируемой 
хромосоме, интенсивность которого не изменялась при 
визуальной оценке. Полученные средние относитель-
ные значения интенсивности флуоресценции сравнивали 
в программе STATISTICA 8.0 с помощью U-критерия 
Манна – Уитни.

В связи с тем что для предотвращения экстракции 
гистоновых белков из хроматина содержание уксус-
ной кислоты в фиксирующем растворе было сниже-
но до 2 %, на препаратах наблюдали большое число 
наложений хромосом, из-за которых анализ полного 
хромосомного набора клетки был невозможен. Рас-
пределение AcH3K9 вдоль плеч хромосом анализи-
ровали на фрагментах метафазных пластинок, содер-
жащих 5–15 хорошо идентифицируемых хромосом, 
не налегающих друг на друга. Всего было проана-
лизировано 300 фрагментов метафазных пластинок: 
180 — из лимфоцитов взрослых и 120 — из лимфо-
цитов плодов.

Результаты
Выявлено неравномерное распределение флуорес-

центных сигналов АТ-АсН3К9 по длине метафазных 
хромосом как у взрослых индивидов, так и у плодов 
человека. Сигналы были локализованы в отдельных 
районах, имеющих четкие границы, и формировали спе-
цифичный рисунок исчерченности каждой хромосомы 
(рис. 1, а, б). Характер исчерченности индивидуальных 
хромосом повторялся на всех фрагментах метафазных 
пластинок.

Границы районов, обогащенных АсН3К9, совпадали 
с границами сегментов, выявленных с помощью окра-
шивания DAPI. Большинство ацетилированных сайтов 
было локализовано в DAPI-негативных участках хромо-
сом, соответствующих R-сегментам (рис. 1, в).

Для установления степени обогащенности сегмента 
ацетилированным гистоном Н3 проводили полуколиче-
ственную оценку интенсивности АТ-АсН3К9 флуорес-
ценции по четырехбалльной шкале. Условно было вы-
делено четыре типа флуоресцентных сигналов:

0 — отсутствие флуоресцентного сигнала;
1 — очень слабый флуоресцентный сигнал;
2 — слабый флуоресцентный сигнал;
3 — интенсивный флуоресцентный сигнал.

Рис. 1. Фрагменты метафазных пластинок из лимфоцита 
взрослого индивида (а) и плода человека 21/22 не-
дель развития (б) после иммунофлуоресцентной де-
текции ацетилированного гистона Н3K9 (АсН3К9). 
Фотоизображения хромосом 1 и 11 взрослого ин-
дивида после окрашивания DAPI и иммунофлуорес-
центной детекции АсН3К9 и идиограммы G-сегмен-
тации (в)

а б

в
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Рис. 3. Распределение ацетилированного гистона Н3K9 (АсН3К9) вдоль плеч хромосом 2, 5, 9 и 16 из лимфоцитов взрослых инди-
видов (слева) и плодов человека (справа). Стрелками показаны сегменты с различающимся уровнем ацетилирования Н3К9

В соответствии с данной классификацией для всех 
аутосом кариотипа были составлены идиограммы, от-
ражающие интенсивность и сегментную локализацию 
ацетилированного гистона Н3 (рис. 2).

Участки хроматина, имеющие интенсивный сигнал 
(3 балла), располагались в 33 R-сегментах у взрослых 
и у плодов. Сигнал слабой интенсивности (2 балла) был вы-
явлен в 62 R-сегментах хромосом у взрослых и в 59 R-сег-
ментах хромосом у плодов человека. Участки, имеющие 
очень слабый флуоресцентный сигнал (1 балл), — наиме-
нее обогащенные ацетилированием гистона Н3, — были 
обнаружены во всех G-сегментах, в 38 R-сегментах хро-
мосом у взрослых и в 42 R-сегментах хромосом у плодов. 
Флуоресцентного сигнала не было выявлено (0 баллов) 
в прицентромерном гетерохроматине хромосом 1, 9 и 16 
как у взрослых индивидов, так и у плодов человека.

Хромосома 2 Хромосома 5 Хромосома 9 Хромосома 16

Рис. 2. Схема сегментной локализации ацетилированного гистона Н3К9 (АсН3К9) (цветная идиограмма слева) на хромосо-
мах из лимфоцитов взрослого индивида и G-исчерченность (черно-белая идиограмма справа). Два оттенка красного 
отражают различную интенсивность флуоресценции АТ-АсН3К9 в R-сегментах — оцененную в 2 и 3 балла. Черным 
показан низкий уровень свечения (1 балл), характерный для всех G-сегментов, белым — свечение, оцененное в 1 балл 
в R-сегментах. Серый цвет маркирует сегменты, в которых сигнал отсутствовал (0 баллов)

Сегментный полуколичественный и количественный 
анализ интенсивности флуоресценции АТ-АсН3К9 по-
зволил выявить отличия в интенсивности сигнала между 
хромосомами взрослых индивидов и плодов лишь в еди-
ничных сегментах: 2q31, 5p13, 5p15, 9q13 и 16p13. 
В сегментах 2q31, 5p13, 5p15 и 16p13 выявлена бо-
лее высокая интенсивность флуоресценции у взрослых 
индивидов по сравнению с таковой у плодов человека, 
в то время как в сегменте 9q13, наоборот, — более 
низкая (U-критерий Манна – Уитни, p ≤ 0,05) (рис. 3).

Таким образом, распределение АсН3К9 вдоль плеч 
метафазных хромосом из лимфоцитов характеризуется 
сегментной специфичностью и одинаково у взрослых 
индивидов и плодов человека за исключением единич-
ных сегментов, в которых уровень содержания АсН3К9 
отличается.
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Ацетилирование гистона Н3 является маркером 

транскрипционно активного хроматина [17, 18]. В связи 

с тем что наше исследование проведено на метафазных 

хромосомах, для которых нехарактерна транскрипци-

онная активность, актуальным представляется вопрос 

о том, изменяются ли эпигенетические паттерны в кле-

точном цикле. Для ряда посттрансляционных модифи-

каций гистонов — ацетилирования H2AK4, H2BK12, 

H2BK15, H2BK20, H3K19, H3K23, H4K5, H4K8, 

H4K12, H4K16 и метилирования H3K27, H3K36 — по-

казаны изменения при смене фаз клеточного цикла [19]. 

Однако уровень ацетилирования Н3К9 остается ста-

бильным в течение клеточного цикла [20]. Таким обра-

зом, по уровню ацетилирования гистона Н3 по лизину 

в 9-м положении, выявляемому на метафазных хромо-

сомах, можно судить о потенциальной функциональной 

активности хроматина в период интерфазы.

Плотность генов не одинакова по длине хромосомы: 

в R-сегментах она выше, чем в G-сегментах [21, 22]. Вы-

сокий уровень содержания генов в R-сегментах и низ-

кий — в G-сегментах потенциально может соотносить-

ся с разным уровнем их транскрипционной активности, 

что объясняет наблюдаемую в нашем  исследовании 

специфику локализации АсН3К9. Согласно полученным 

нами данным степень обогащенности R- и Т-сегментов 

ацетилированным гистоном Н3К9 различна. С учетом 

того что деацетилирование гистона Н3К9 приводит к ре-

прессии хроматина [23–25], можно предположить, что 

гипоацетилированные R-сегменты содержат хрома-

тин с невысокой транскрипционной активностью.

Из пяти сегментов, по которым были выявлены раз-

личия в степени ацетилирования между хромосомами 

взрослых и плодов, обращает на себя внимание сег-

мент 2q31, по которому ранее нами были обнаружены 

различия в степени метилирования ДНК [13]. Согласно 

полученным результатам сегмент 2q31 в лимфоцитах 

взрослых характеризуется высоким уровнем ацетили-

рования гистона Н3 и низким уровнем метилирования 

ДНК, а в лимфоцитах плодов — низким уровнем аце-

тилирования гистона Н3К9 и высоким уровнем мети-

лирования ДНК [13]. Это указывает на потенциально 

более низкую транскрипционную активность хрома-

тина в сегменте 2q31 у плодов человека 20–22 не-

дель развития по сравнению с таковой у взрослых 

индивидов. В сегменте 2q31 локализованы гены им-

муноглобулинового суперсемейства CD51 (ген ITGAV) 

и CD49D (ген ITGA4). Выявленные особенности ме-

тилирования и ацетилирования сегмента 2q31 могут 

быть объяснены активной работой иммунной системы 

у взрослых индивидов, но не у плодов человека [26].

Таким образом, в соответствии с полученными 

результатами существует особый тип линейной ис-

черченности метафазных хромосом лимфоцитов, об-

условленный дифференциальным распределением аце-

тилированного гистона Н3К9. Увеличение и уменьшение 

степени ацетилирования отдельных сегментов хромосом 

из лимфоцитов плодов по сравнению с таковыми взро-

слых свидетельствует в пользу того, что описанный ри-

сунок ацетилирования отражает не только структурные, 

но и функциональные особенности сегментов хромосом. 

Следует учитывать, что нарушения функционирования 

генома наиболее сложны для диагностики, но при этом 

именно они могут служить причиной ряда патологиче-

ских состояний. Дальнейшие исследования характера 

ацетилирования гистонов метафазных хромосом, допол-

ненные анализом транскрипционной активности, могут 

составить основу тест-систем для оценки эпигенетиче-

ского статуса хроматина, в том числе в пренатальный 

период онтогенеза человека. Немаловажно при этом, 

что свойство пластичности эпигенома — возможность 

регуляции эпигенетических процессов путем внешних 

воздействий, в том числе лекарственными средствами, 

гормонами, диетой, — открывает перспективы для раз-

работки подходов направленной терапевтической кор-

рекции аномальных эпигенетических профилей.
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