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Косвенная диагностика синдрома Рубинштейна-Тэйби 1 типа  
с применением методов таргетного анализа уровня метилирования ДНК

Земляная О.А., Калинкин А.И., Танас А.С., Ефремова А.В., Володин И.В., Исмагилова О.Р., Залетаев Д.В., Стрельников В.В.
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Нарушение эпигенетических механизмов регуляции экспрессии генов, происходящее в связи с появлением патогенных вариантов 
в генах, кодирующих элементы эпигенетического аппарата, приводит к развитию хроматинопатий. Данная группа наследственных 
заболеваний насчитывает 179 синдромов, часть из которых имеет перекрывающиеся фенотипы. Несмотря на разнообразие 
подходов к молекулярно-генетической диагностике хроматинопатий, подтвердить клинический диагноз традиционными 
методами удается далеко не во всех случаях, вследствие чего сохраняет свою актуальность задача по оптимизации алгоритмов 
диагностики. В настоящей работе представлен оригинальный подход к косвенной диагностике хроматинопатий на примере 
синдрома Рубинштейна-Тэйби, заключающийся в анализе уровня метилирования ограниченных участков генома. В основе 
исследования лежит применение двух методов таргетного количественного анализа метилирования ДНК, которые являются 
относительно доступными и могут быть интегрированы в диагностическую практику.
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Disruption of epigenetic mechanisms of gene expression regulation, occurring due to the emergence of pathogenic variants in genes 
encoding elements of the epigenetic machinery, leads to the development of chromatinopathies. This group of hereditary diseases 
includes 179 syndromes, some of which have overlapping phenotypes. Despite the fact that there is a variety of approaches to molecular 
diagnostics of chromatinopathies, it is not always possible to confirm the clinical diagnosis by traditional methods, thus the problem 
of optimizing diagnostic algorithms remains relevant. This article aims to represent an original approach to indirect diagnostics of 
chromatinopathies using the example of Rubinstein-Taybi syndrome, which is based on analyzing the methylation level of limited 
regions of the genome. The study encompasses two methods of targeted quantitative analysis of DNA methylation, which are relatively 
accessible and can be integrated into diagnostic practice.
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Введение

Эпигенетическая регуляция экспрессии генов яв-
ляется одним из наиболее значимых факторов, опреде-
ляющих функциональное состояние хроматина и обе-
спечивающих адекватное развитие тканей и органов. 
При нарушениях эпигенетических механизмов, про-
исходящих в результате возникновения мутаций в ге-
нах-участниках эпигенетического аппарата, развива-
ются хроматинопатии – синдромальные расстройства, 
имеющие ряд общих клинических проявлений, наибо-
лее распространенными из которых являются интел-
лектуальная недостаточность различной степени тяже-
сти, судороги, лицевой дисморфизм, патология роста, 
а также аномалии сердца или скелета [1, 2]. Как прави-
ло, для хроматинопатий не характерно наличие пато
гномоничных критериев, а молекулярно-генетическая 
диагностика может быть затруднена в связи со слож-
ностью интерпретации результатов массового парал-
лельного секвенирования [3].

Синдром Рубинштейна-Тэйби (СРТ) – аутосом-
но-доминантное заболевание, ассоциированное с па-
тогенными вариантами в генах CREBBP (СРТ: тип 1; 
OMIM: 180849) или EP300 (СРТ: тип 2; OMIM: 613684). 
Продуктами данных генов являются соответственно 
белки CBP и p300, обладающие гистон-ацетилтранс-
феразной активностью, что определяет принадлеж-
ность СРТ к хроматинопатиям. Основными феноти-
пическими проявлениями СРТ являются задержка 
интеллектуального развития, диспептические рас-
стройства, офтальмологические заболевания, пост-
натальная задержка роста, а также аномалии строе-
ния скелета, в частности, широкий большой палец рук 
и ног [4]. Дифференциальная диагностика проводится 
с синдромами Видеманна-Штейнера (OMIM: 605130), 
Боринга-Опица (OMIM: 605039), генитопателлярным 
синдромом (OMIM: 606170), синдромами Корнелии 
де Ланге (тип 1, OMIM: 122470; тип 2, OMIM: 300590), 
Кабуки (тип 1, OMIM: 147920; тип 2, OMIM: 300867), 
Бизикера-Янга-Симпсона (OMIM: 603736) и Флоа-
тинг-Харбор (OMIM: 136140) [5, 6].

Одним из перспективных подходов к оптимиза-
ции диагностики хроматинопатий, активно изучае-
мым последнее десятилетие, является идентификация 
эписигнатуры – уникального паттерна метилирования 
генома, характерного для того или иного заболевания, 
сопровождаемого нарушением эпигенетического аппа-
рата. Эписигнатуры зарекомендовали себя как высо-
коспецифичные биомаркеры, позволяющие с высокой 
точностью различать эпигеномы пациентов и здоровых 

людей [7]. Кроме того, возрастает интерес к исследова-
нию возможности использования эписигнатуры с це-
лью классификации вариантов неопределенного зна-
чения [8]. На сегодняшний день анализ паттерна мети-
лирования ДНК активно применяется в лабораториях 
западных стран в качестве дополнительного диагности-
ческого инструмента второго ряда, однако его полно-
ценное использование для постановки диагноза мо-
жет быть затруднено в связи с недостаточной изучен-
ностью взаимосвязи между  конкретным патогенным 
вариантом и появлением эписигнатуры [9].

Как правило, детектирование эписигнатуры осу-
ществляется широкогеномными методами, что накла-
дывает дополнительные ограничения на применение 
данного анализа в рутинной диагностической практи-
ке. В связи с этим особый интерес вызывает изучение 
возможности использования ограниченного участка 
генома, обладающего наиболее значительным измене-
нием профиля метилирования, в качестве биомаркера 
той или иной хроматинопатии. Существование таких 
репрезентативных локусов позволило бы осуществлять 
анализ эписигнатуры доступными таргетными метода-
ми, легко интегрируемыми в традиционный алгоритм 
молекулярно-генетической диагностики.

Для формирования достаточной для исследования 
выборки образцов, учитывая большую распространен-
ность вариантов в гене CREBBP по сравнению с вариан-
тами в гене EP300, было принято решение в настоящей 
работе рассматривать только СРТ 1 типа. Эписигнату-
ра данной нозологической формы является интересной 
с точки зрения исследования границ применимости тар-
гетных методов измерения уровня метилирования ДНК, 
поскольку максимальная разница в уровне метилирова-
ния отдельных CpG-динуклеотидов в разных участках ге-
нома между пациентами с СРТ 1 типа и здоровыми людь-
ми колеблется в пределах 20-25% [3,10,11]. Интересной 
задачей представляется не только детектирование столь 
низких значений разницы в уровне метилирования ДНК 
доступными методами, но и изучение собственно эпи-
сигнатуры СРТ, которая ранее была определена как не-
достаточно чувствительная для использования в диагно-
стической практике [12].

Методы

В работе использованы образцы ДНК пациентов, 
обследованных в ФГБНУ МГНЦ. В настоящем иссле-
довании было проанализировано 60 образцов ДНК 
пациентов с установленными патогенными/вероятно 
патогенными вариантами в гене CREBBP, 6 образцов 
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ДНК пациентов с обнаруженными вариантами нео-
пределенного значения в гене CREBBP, 4 образца ДНК 
пациентов с синдромами, фенотипически перекрыва-
ющимися с СРТ:   Видеманна-Штейнера (1 образец),  
Флоатинг-Харбор (1 образец) и Корнелии де Ланге (2 
образца), а также 34 образца ДНК здоровых людей.

В табл. 1 представлены CpG-динуклеотиды, кото-
рые были отобраны для анализа на основании иссле-
дования Tang Y. с соавт. как наиболее репрезентатив-
ные с точки зрения изменения уровня метилирования 
у пациентов с СРТ 1 типа [11]. Отбор CpG-динуклео-
тидов и формирование таргетных локусов проводили 
согласно трем условиям: 1) разница в уровне метили-
рования между патологическими и контрольными об-
разцами должна превышать 15%; 2) взаимное располо-
жение CpG-динуклеотидов, удовлетворяющих перво-
му условию, должно позволять сформировать участки 
протяженностью 200-300 п.н., пригодные для секве-
нирования; 3) в одном таргетном локусе должно нахо-
диться не менее двух CpG-динуклеотидов.

Обработка электрофореграмм с помощью выбран-
ных нами биоинформатических инструментов подра-
зумевает расчет уровня метилирования не только в тар-

гетных CpG-динуклеотидах, отобранных для иссле-
дования по данным литературы, но и в близлежащих 
CpG-динуклеотидах, находящихся в рамках исследуе-
мых локусов. Так, в работу были добавлены точки с ко-
ординатами chr6:10556052, chr6:10556069, chr6:10556098, 
chr6:10556174, chr6:10556199, chr6:10556204, 
chr6:10556244 в локусе 3.2, точки с координата-
ми chr2:206628484, chr2:206628491, chr2:206628521, 
chr2:206628525, chr2:206628529, chr2:206628531, 
chr2:206628539 в локусе 4.1, а также точки с координа-
тами chr2:206628621, chr2:206628645 и chr2:206628714 
в локусе 4.2, не представленные в оригинальном ис-
следовании [11].

С целью уменьшения возможных погрешно-
стей было принято решение рассматривать соседние 
CpG-сайты с аналогичным эпигенетическим поведени-
ем как один локус. По этому принципу были объедине-
ны точки с координатами chr6:10556204 и chr6:10556199 
(локус 3.2); chr6:10556147 и chr6:10556107 (ло-
кус 3.2); chr2:206628521 и chr2:206628525 (ло-
кус 4.1); chr2:206628529 и chr2:206628531 (локус 
4.1); chr2:206628645 и chr2:206628692 (локус 4.2) 
и chr2:206628727 и chr2:206628737 (локус 4.2).

Таблица 1. Перечень исследуемых CpG-динуклеотидов

Table 1. List of CpG dinucleotides studied

Обозначение локуса Идентификатор зонда Значение разницы в уровне  
метилирования, %

Геномная координата  
(сборка генома hg19)

2

cg16875104 -18,72779771 chr7:30635889

cg03068497 -22,06949346 chr7:30635838

cg21429551 -22,44998497 chr7:30635762

3.1

cg12242450 -20,91863895 chr6:10555808

cg13347910 -18,95768459 chr6:10555853

cg20812045 -21,85013189 chr6:10555881

3.2
cg12695465 -20,22041231 chr6:10556147

cg05869816 -20,50925327 chr6:10556107

4.1
cg22308949 -17,05186729 chr2:206628553

cg04088940 -19,00411119 chr2:206628454

4.2

cg10807027 -20,44400041 chr2:206628773

cg05348875 -22,26405291 chr2:206628625

cg10126788 -24,04856455 chr2:206628727

cg14157435 -24,87043485 chr2:206628692

cg25715429 -25,29336105 chr2:206628747

cg20351668 -26,75453596 chr2:206628737
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Молекулярно-генетические методы

Для анализа уровня метилирования ДНК использо-
вали два метода: бисульфитное секвенирование по Сэ-
нгеру и таргетное высокопроизводительное бисуль-
фитное секвенирование. Исследуемые образцы ДНК 
подвергали бисульфитной конверсии с помощью на-
бора EpiTect Fast Bisulfite Kit (QIAGEN, Германия) со-
гласно инструкции производителя. Секвенирование 
по Сэнгеру локусов, имеющих максимальную разни-
цу в уровне метилирования между опытными и кон-
трольными образцами, осуществляли на приборе 3500 
Genetic Analyzer (Applied Biosystems, США). Для осу-
ществления количественного анализа уровня метили-
рования ДНК секвенирование по Сэнгеру проводили 
в соответствии с модифицированным алгоритмом [13]. 
Данный алгоритм подразумевает создание шкалы из-
мерения уровня метилирования в исследуемых локу-
сах за счет секвенирования модельных ампликонов, 
не несущих метильных меток. В CpG-динуклеотидах 
вычисляли уровень неметилированного сигнала, и за-
тем путём вычитания из уровня полного неметилиро-
ванного сигнала, полученного из электрофореграмм 
с «нулевым» метилированием, рассчитывали уровень 
метилированного сигнала в опытных образцах.

Анализ уровня метилирования тех же локусов про-
изводили также с применением NGS. Библиотеки под-
готавливали в соответствии с протоколом производи-
теля базового модуля Prep&Seq™ U-target DNA (Parseq 
Lab, Россия). Секвенирование осуществляли на прибо-
ре NextSeq500 (Illumina, США). Данные об уровне ме-
тилирования получали путем сравнения представлен-
ности цитозина и тимина в таргетных точках CpG-ди-
нуклеотидов.

Методы обработки данных

Для поиска CpG-сайтов, уровень метилирования 
которых наилучшим образом позволил бы разделить 
исследуемые образцы на два класса, проводили от-
бор предикторов с помощью метода «случайного ле-
са» с применением алгоритма Борута [14]. На осно-
ве использования каждого из предикторов, признан-
ных значимыми по отдельности, а также их возможных 
комбинаций создавали модели классификации образ-
цов обучающей выборки. Для каждой из этих моделей 
рассчитывали параметры информативности диагно-
стического теста, после чего локус, модель на основе 
которого демонстрировала лучшие результаты, отби-
рали для дальнейшей работы.

Для создания модели бинарной классификации 
использовали метод опорных векторов. Обучающую 
и тестовую выборки формировали путем случайного 
распределения нормальных и патологических образ-
цов в соотношении 70:30, соответственно.

Результаты машинного обучения представляли 
с помощью линейного решающего правила, исполь-
зующего пороговое значение для распределения ис-
следуемых образцов обучающей и тестовой выборок 
по классам N (нормальные образцы) и P (патологиче-
ские образцы).

Качество бисульфитной конверсии ДНК оцени-
валось в ходе биоинформатической обработки данных 
высокопроизводительного секвенирования. Средняя 
полнота бисульфитной конверсии составила 97,09%.

Результаты бисульфитного секвенирования  
по Сэнгеру

В ходе исследования локус 2 был исключен из ра-
боты в связи с невозможностью отработки условий 
для получения валидных электрофореграмм. Из 22 
CpG-динуклеотидов, исследуемых методом бисуль-
фитного секвенирования по Сэнгеру, при отборе 
предикторов уровни метилирования 16 точек бы-
ли приняты как значимые признаки. Наибольшую 
значимость с точки зрения предиктивной способ-
ности в данном случае продемонстрировал локус, 
включающий точки с координатами chr6:10556107 
и chr6:10556147 (рис. 1).

Наиболее высокие значения чувствительности, 
специфичности и точности продемонстрировала клас-
сифицирующая модель, использующая в качестве пре-
диктора локус chr6:10556199_chr6:10556204. На рис. 2 
представлен результат распределения нормальных 
и патологических образцов по двум классам в зависи-
мости от уровня метилирования локуса chr6:10556199_
chr6:10556204. В данном случае пороговое значение 
уровня метилирования, рассчитанное методом опор-
ных векторов на образцах обучающей выборки, соста-
вило 80,30%. В обучающей выборке оказались один 
нормальный образец, который был распознан как па-
тологический, а также 4 патологических образца, оши-
бочно отнесенных к классу «N». Все образцы тестовой 
выборки, классифицируемые в соответствии с уста-
новленным пороговым значением, были распределе-
ны по классам правильно.

На рис. 3 представлен результат анализа образцов 
обучающей и тестовой выборок, а также образцов с ва-
риантами неопределенного значения в гене CREBBP 
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и образцов ДНК пациентов с синдромами, фенотипи-
чески перекрывающимися с СРТ.

Результаты таргетного 
высокопроизводительного  
бисульфитного секвенирования 

На рис. 4 продемонстрирован результат отбора пре-
дикторов. Из 37 исследуемых сайтов уровни метили-
рования 29 CpG-динуклеотидов были определены как 
значимые предикторы, для двух сайтов результат ока-
зался неопределенным. Наиболее значимым призна-
ком был  уровень метилирования локуса chr6:10556199_
chr6:10556204.

 С целью формирования обучающей и тесто-
вой выборок для данной классифицирующей мо-
дели нормальные и патологические образцы вновь 
были перемешаны случайным образом. Пороговое 
значение уровня метилирования локуса chr6:10556199_
chr6:10556204 в данном случае составило 84,45%. Из об-

разцов обучающей выборки неправильно были клас-
сифицированы два патологических образца, а из об-
разцов тестовой выборки – один нормальный и два 
патологических образца (рис. 5).

Для оценки классифицирующей способности мо-
дели, как и в случае модели на основе бисульфитно-
го секвенирования по Сэнгеру, были объединены все 
образцы, участвующие в исследовании, включая об-
разцы с вариантами неопределенного значения в гене 
CREBBP и образцы с другими синдромами, фенотипи-
чески перекрывающимися с СРТ (рис. 6).

Обсуждение

При создании классифицирующей модели на осно-
ве бисульфитного секвенирования по Сэнгеру локус, 
отобранный методом «случайного леса» в качестве наи-
более значимого, и локус, показавший лучший резуль-
тат точности классификации, не совпали. Причиной 
подобного несоответствия может быть низкое качество 

Рис. 1. Отбор предикторов для классифицирующей модели на основе бисульфитного секвенирования по Сэнгеру.

Fig. 1. Predictors selection for a classification model based on Sanger bisulfite sequencing.
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распознавания точек chr6:10556147 и chr6:10556107 при 
секвенировании по Сэнгеру в части образцов, вслед-
ствие чего решение о значимости данного локуса в ка-
честве предиктора принималось алгоритмом машинно-
го обучения на основании неполных данных. Высокое 
качество прочтения всех CpG-динуклеотидов методом 
таргетного высокопроизводительного бисульфитно-
го секвенирования, включая точки, находящиеся на 
крайних участках таргетных ампликонов, позволило 
значительно расширить перечень признаков, являю-
щихся потенциально значимыми. Благодаря полноте 
данных, полученных при NGS, результат отбора пре-
дикторов подтвердил, что именно метилирование ло-
куса chr6:10556199_chr6:10556204 является наиболее 
значимым для классификации образцов признаком. 
Стоит отметить, что уровень метилирования цито-

зина в контексте CpG с координатами chr6:10556199 
и chr6:10556204 не анализировался ранее в работах, по-
священных эписигнатуре СРТ и базирующихся на ши-
рокогеномных методах изучения профиля метилиро-
вания ДНК. Приведенные в настоящем исследовании 
данные о высокой чувствительности и специфичности 
классифицирующих моделей с использованием в ка-
честве предиктора локуса chr6:10556199-10556204 яв-
ляются новыми и указывают на необходимость даль-
нейшего изучения особенностей эписигнатур моно-
генных заболеваний.

И бисульфитное секвенирование по Сэнгеру, и тар-
гетное высокопроизводительное бисульфитное секве-
нирование продемонстрировали способность улавли-
вать низкие значения разницы в уровне метилирова-
ния ДНК, за счет чего классифицирующие модели на 

Рис. 2. Классификация образцов обучающей (а) и тестовой (б) выборок (классифицирующая модель на основе бисульфитного 
секвенирования по Сэнгеру). На оси ординат обозначен нормализованный уровень метилирования, полученный путем вычи-
тания из каждого значения признака его среднего арифметического и деления полученного значения на стандартное отклоне-
ние.

Fig. 2. Classification of training (a) and test (b) samples (classification model based on Sanger bisulfite sequencing). The ordinate axis 
shows the normalized methylation level obtained by subtracting the arithmetic mean from each feature value and dividing the result-
ing value by the standard deviation.
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Рис. 3. Классификация полного набора образцов (классифицирующая модель на основе бисульфитного секвенирования по Сэ-
нгеру).

Fig. 3. Full set of samples classification (Sanger bisulfite sequencing-based classification model).

Рис. 4. Отбор предикторов для клас-
сифицирующей модели на основе 
таргетного высокопроизводительно-
го бисульфитного секвенирования.

Fig. 4. Predictors selection for a classi-
fication model based on targeted 
high-throughput bisulfite sequencing
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их основе показали высокие уровни чувствительности 
и специфичности. При объединении наборов данных 
можно наблюдать, что в обоих случаях неправильно 
классифицируется одинаковое количество образцов, 
а именно пять. Однако не все неправильно классифи-
цированные образцы являются идентичными в двух 
моделях. Среди неправильно классифицированных 
три патологических образца – М2, М49 и М58 – бы-
ли ошибочно отнесены к классу «N» в обоих случаях; 
оставшиеся два образца в двух моделях являются раз-
ными (табл. 2). 

Значения уровня метилирования локуса 
chr6:10556199-10556204 каждого из этих образцов на-
ходятся относительно близко к пороговому значению 
и образуют «пограничную» зону, определяющую по-

грешность метода. Для ее более точного определения 
необходимо продолжить исследование, увеличивая 
размер выборки.

При добавлении в анализ образцов с установлен-
ными вариантами неопределенного значения в гене 
CREBBP для двух классифицирующих моделей наблю-
дается аналогичная картина: пяти образцам из шести 
присваивается класс «P». Несмотря на то, что иденти-
фикация эписигнатуры еще не готова для использо-
вания в качестве инструмента интерпретации значи-
мости генетических вариантов, полученные данные 
могут свидетельствовать о том, что существует взаи-
мосвязь между возникновением характерного фено-
типа и изменением паттерна метилирования в соот-
ветствии с эписигнатурой синдрома.

Рис. 5. Классификация образцов обучающей (а) и тестовой (б) выборок (классифицирующая модель на основе таргетного вы-
сокопроизводительного бисульфитного секвенирования). На оси ординат обозначен нормализованный уровень метилирова-
ния, полученный путем вычитания из каждого значения признака его среднего арифметического и деления полученного зна-
чения на стандартное отклонение.

Fig. 5. Classification of training (a) and test (b) samples (classification model based on targeted high-throughput bisulfite sequencing). 
The ordinate axis shows the normalized methylation level obtained by subtracting the arithmetic mean from each feature value and 
dividing the resulting value by the standard deviation.
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Таблица 2. Образцы, неправильно классифицированные в каждой модели, и генетические варианты. Образцы N25 и N28 от-
носятся к нормальным, образцы M2, M20, M49, M58 и M60 – к патологическим. Красный цвет ячейки таблицы соответствует 
ошибочному распределению образца в класс “P”, зеленый цвет – в класс “N”.

Table 2. Samples misclassified in each model and genetic variants. Samples N25 and N28 are normal, samples M2, M20, M49, M58 
and M60 are abnormal. The red color of the cell corresponds to the erroneous assignment of the sample to class “P”, the green color – 
to class “N”.

Образец
Уровень метилирования  

(бисульфитное секвенирование 
по Сэнгеру)

Уровень метилирования  
(таргетное высокопроизводительное 

бисульфитное секвенирование)
Генетический вариант

N25 85,17% 83,48% -

N28 79,55% 89,16% -

M2 84,35% 84,75% NM_004380.3(CREBBP):c.4074delT

M20 74,41% 87,09% NM_004380.3(CREBBP):c.578_579del

M49 84,69% 85,26% NM_004380.3(CREBBP):c.1890delA

M58 81,28% 85,1% NM_004380.3(CREBBP):c.3610-1G>C

M60 80,93% 82,49% NM_004380.3(CREBBP):c.4439A>G

Рис. 6. Классификация полного набора образцов (классифицирующая модель на основе таргетного высокопроизводительно-
го бисульфитного секвенирования).

Fig. 6. Full set of samples classification (classification model based on targeted high-throughput bisulfite sequencing).

В исследовании также демонстрируется, что 
уровень метилирования локуса chr6:10556199_
chr6:10556204 у пациентов, страдающих синдромами, 

фенотипически перекрывающимися с СРТ, отличается 
от такового у пациентов с СРТ. Для более уверенного 
использования анализа эписигнатуры в целях диффе-
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ренциальной диагностики требуется исследовать боль-
шее количество образцов ДНК пациентов с фенотипи-
чески схожими синдромами.

Таким образом, продемонстрированный подход 
к сокращению минимально необходимого числа ис-
следуемых CpG-динуклеотидов для детектирования 
эписигнатуры представляет собой эффективный спо-
соб оптимизации диагностики хроматинопатий и мо-
жет быть применен для многих других наследственных 
синдромов с известными эписигнатурами.

Благодарности. Высокопроизводительное секве-
нирование ДНК выполнено на оборудовании Центра 
коллективного пользования (ЦКП) «Геном» ФГБНУ 
МГНЦ.
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