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Эпигенетика болезни Фридрейха: 
метилирование области экспансии

(GAA)n-повторов гена FXN
Обоснование. Болезнь Фридрейха (БФ) ― самая частая форма среди наследственных атаксий, в большинстве случаев связанная с гомо-
зиготной экспансией GAA-повторов в 1-м интроне гена FXN. Метилирование данного гена может играть большую роль в патогенезе 
БФ. Цель — изучить паттерн метилирования CpG-сайтов, фланкирующих область GAA-повторов гена FXN у пациентов с БФ и их 
родственников с гетерозиготным носительством GAA-экспансии, а также его взаимосвязь с клиническими особенностями заболева-
ния. Методы. Исследованы образцы ДНК пациентов с БФ (n=18), их родственников с гетерозиготным носительством GAA-экспансии 
(n=12) и здоровых добровольцев группы контроля (n=15). Паттерн метилирования определяли методом прямого секвенирования после 
бисульфитной обработки. Результаты. Всего проанализировано 18 CpG-сайтов в UP-GAA области гена (до GAA-повторов) и 12 сайтов 
в DOWN-GAA области (после GAA-повторов). В UP-GAA области наблюдался более высокий уровень метилирования CpG-сайтов для 
БФ по сравнению с контрольной группой (р<0,05), а в DOWN-GAA области ― снижение среднего уровня метилирования для БФ по 
сравнению с контролем (р<0,05). Анализ степени метилирования UP-GAA области у пациентов с БФ по сравнению с контролем выявил 
гиперметилирование по 15 CpG-сайтам из 18 (р<0,05). Наибольшие различия в уровне метилирования в UP-GAA области наблюдались 
для CpG-сайтов 50–54, 57 и 58. Напротив, в DOWN-GAA области в контрольной группе практически все CpG-сайты были метили-
рованы полностью, а в группе БФ уровень метилирования был статистически значимо меньше (р<0,05). Выявлена прямая корреляция 
усредненного процента метилирования для UP-GAA области с длиной более длинного экспандированного аллеля при БФ (r=0,63; p=0,03) 
и отсутствие корреляций для DOWN-GAA области. У гетерозиготных носителей выявлена аналогичная прямая корреляция в UP-GAA 
области для CpG-сайта 50 (r=0,77; p=0,04), тогда как в DOWN-GAA области наблюдалась обратная зависимость метилирования от 
числа GAA-повторов в экспандированном аллеле (r=-0,83, p=0,02). Выявлена отрицательная корреляционная связь между гиперме-
тилированием отдельных CpG-сайтов в UP-GAA области и возрастом дебюта заболевания (р<0,05). Заключение. В работе выявлено 
гиперметилирование UP-GAA области и гипометилирование DOWN-GAA области у пациентов с БФ по сравнению с контрольной груп-
пой, что определяется длиной GAA-экспансии и оказывает непосредственное влияние на возраст дебюта заболевания.
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Обоснование

Болезнь Фридрейха (БФ) ― самая частая форма на-

следственных атаксий, распространенность которой 

составляет 2–7 на 100 000 населения. Тип наследова-

ния ― аутосомно-рецессивный. Частота гетерозиготного 

носительства мутантного гена составляет 1:90–120 чело-

век [1–3]. Ген БФ, FXN (FRDA), картирован в прицентро-

мерной области 9-й хромосомы в локусе 9q13-21.1 и ко-

дирует митохондриальный белок фратаксин. Заболевание 

в большинстве случаев связано с гомозиготной экспан-

сией тандемных GAA-повторов в 1-м интроне гена FXN: 

в норме число копий GAA не превышает 32, а у 96–98% 

пациентов с БФ число GAA-повторов в обоих аллелях 

гена увеличено от 70 до 1700 [4, 5]. Экспансия такой дли-

ны нарушает созревание первичного транскрипта, пре-

пятствуя вырезанию интрона из молекулы зрелой мРНК. 

Это приводит к снижению или даже почти полному блоку 

трансляции гена и, соответственно, к недостаточности 

синтеза или искажению структуры цитоплазматического 

белка фратаксина, отвечающего за митохондриальный 

транспорт железа. Недостаточность фратаксина приводит 

к аккумуляции железа цитозольного происхождения вну-

три митохондрий, нарушению синтеза АТФ, расстройству 

механизмов поддержания мембранного потенциала и ин-

дукции свободнорадикальных окислительных реакций 

в митохондриях, что сопровождается гибелью клеток наи-

более энергозависимых органов и тканей, среди которых 

в первую очередь страдают нейроны [6–10]. 

БФ характеризуется дегенеративными изменениями 

в проводящих путях задних и боковых канатиков спин-

ного мозга, задних корешках, а также в клетках коры 

мозжечка, подкорковых ядер, коры большого мозга [11, 

12]. Тяжесть клинических проявлений и возраст дебю-

та БФ, как и при других «болезнях экспансии», имеют 

определенную связь с размером патологически удли-

ненного GAA-тракта. Однако в ряде работ показано, что 

только в ~50% случаев наблюдается четкая обратная 

корреляция между возрастом манифестации заболевания 

и количеством GAA-повторов, что указывает на много-

факторность регуляции фенотипических особенностей 

БФ [13–16]. 

В последнее время уделяется большое внимание роли 

эпигенетики в развитии различных заболеваний, среди 

которых особенное место занимают патологии нервной 

системы, связанные с «динамическими мутациями», т.е. 

с экспансией тандемных повторов [17–19]. Основными 

вопросами при изучении эпигенетики являются законо-

мерности и механизмы изменения экспрессии генов, не 

затрагивающие нуклеотидной последовательности ДНК. 

Наиболее хорошо изученным к настоящему времени 

эпигенетическим механизмом является метилирование 
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Epigenetics of Friedreich’s Disease:
Methylation of the (GAA)n-Repeats Region in FXN Gene

Background: Friedreich’s disease (FD) is the most common hereditary ataxia. It is associated, most frequently, with homozygous GAA repeats 
expansion in intron 1 of the FXN gene. Methylation of the FXN gene can play an important role in the pathogenesis of FD. Aims: to study methyla-
tion pattern in CpG sites flanking GAA-expansion in intron 1 of the FXN gene in patients with FD and their heterozygous relatives as well as its 
relationship with clinical features. Materials and methods: We studied DNA samples from patients with FD (n=18), their relatives carrying hetero-
zygous GAA expansion (n=12), and control group (n=15). Pattern of methylation was studied by direct sequencing of DNA regions after bisulphide 
processing. Results: We analyzed 18 CpG sites in the UP-GAA region of the gene (before GAA-repeats) and 12 CpG sites in the DOWN-GAA region 
(after GAA-repeats). In the UP-region, the mean methylation level of CpG sites in FD patients was higher compared to controls (n=15) (р<0.05), 
while in the DOWN-region there was a decrease of mean methylation level in FD compared to controls (р<0.05). Analysis of methylation level in 
different CpG sites in the UP-GAA region revealed hypermethylation for 15 of 18 CpG-sites as compared to controls (р<0.05). The most significant 
differences in methylation level in the UP-GAA region were seen for CpG sites 50−54, 57 and 58. In contrast, in the DOWN-GAA region almost 
all CpG sites were fully methylated in the control group, while in FD patients methylation was significantly lower (р<0.05). We revealed positive 
correlation of mean methylation level and more expanded allele length for the UP-GAA region in FD (r=0.63; p=0.03), and no correlations for 
the DOWN-GAA region. In heterozygous carriers we observed an analogous positive correlations in the UP-GAA region for CpG site 50 (r=0.77; 
p=0.04), while in the DOWN-GAA region there was inverse correlation of methylation with GAA repeat number in the expanded allele (r=-0.83, 
p=0.02). Negative correlation was found between the hypermethylation of some CpG-sites in the UP-GAA region and age of the disease onset 
(p<0.05). Conclusion: We revealed hypermethylation in the UP-GAA region and hypomethylation in the DOWN-GAA region in patients with FD 
compared to controls and correlations of methylation level with the GAA expansion length and age of disease onset.
Key words: epigenetics, methylation, Friedreich’s disease.
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цитозиновых оснований ДНК: оно осуществляется путем 

присоединения метильной группы к цитозину в составе 

CpG-динуклеотида в позиции C5 цитозинового кольца. 

Основной функцией метилирования является изменение 

активности гена за счет специфической регуляции экс-

прессии, при этом даже незначительные изменения в сте-

пени метилирования ДНК могут существенно изменить 

уровень экспрессии генов [20–24]. Изучение паттерна 

метилирования CpG-сайтов при различных заболеваниях 

открывает возможность для разработки принципиально 

новой молекулярной терапии, связанной с воздействием 

на эпигеном и коррекцией нарушений механизмов кон-

троля экспрессии генов [25, 26].

Учитывая существующую обратную связь между уров-

нем экспрессии гена FXN и тяжестью состояния БФ, 

предполагается, что модификация ДНК-метилирования 

может влиять на прогрессирование заболевания, 

а эпигенетический  профиль может служить изменяемым 

и измеряемым маркером при проведении специфическо-

го лечения [27]. 

Активность многих генов зависит от регуляторных 

последовательностей, находящихся в 1-м интроне. Со-

ответственно, область GAA-экспансии 1-го интрона гена 

FXN с наибольшей вероятностью влияет на уровень его 

экспрессии [28, 29]. Ряд исследований, направленных на 

изучение влияния эпигенетического статуса на развитие 

БФ, сфокусированы на оценке уровня метилирования 

CpG-сайтов области, фланкирующей (GAA)
n
-повторы. 

Так, в ряде работ были выявлены различия степени ме-

тилирования этого региона в образцах пациентов с БФ 

по сравнению с контрольной группой, а именно наблю-

далось гиперметилирование области, расположенной 

выше GAA-экспансии, и гипометилирование области, 

расположенной ниже. Большинство исследований про-

водилось на аутопсийном материале, и оценка уровня 

метилирования проводилась по нескольким выборочным 

CpG-сайтам [30–32]. 

В нашей работе был проведен сравнительный анализ 

степени метилирования множества CpG-сайтов (сум-

марно 30 сайтов) области (GAA)
n
-повторов гена FXN 

(771 п.н. до повторов в UP-GAA области и 255 п.н. после 

повторов в DOWN-GAA области) на репрезентативной 

выборке российских пациентов с БФ, здоровых родствен-

ников пациентов ― гетерозиготных носителей экспансии 

(GAA) 
n
-повторов и контрольной группы.

Цель исследования — изучить паттерн метилирования 

гена FXN у пациентов с БФ и гетерозиготных носителей 

экспансии GAA-повторов.

Методы

Дизайн исследования
Нерандомизированное контролируемое исследова-

ние. Группы формировались ретроспективно на основа-

нии результатов генетической диагностики.

Критерии соответствия
В работе была использована коллекция образцов ДНК 

пациентов с БФ, наблюдавшихся в ФГБНУ «Научный 

центр неврологии», их здоровых родственников (гете-

розиготных носителей GAA-экспансии в 1-м интроне 

гена FXN) и пациентов контрольной группы. Крите-

риями включения в группу с БФ являлся клинический 

диагноз заболевания, поставленный согласно утверж-

денным диагностическим критериям с наличием по-
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ложительной молекулярно-генетической диагностики 

(гомозиготная экспансия тандемных GAA-повторов 

в 1-м интроне гена FXN). Для гетерозиготных носителей, 

группа которых формировалась из родственников боль-

ных, критерием включения было наличие гетерозиготной 

GAA-экспансии. В группу контроля включались здоро-

вые добровольцы, не имевшие клинических проявлений 

и экспансии GAA-повторов в гене FXN. Все образцы 

крови для получения образцов ДНК были взяты с инфор-

мированного согласия исследуемых лиц.

Условия проведения
Исследование проводилось на базе ДНК-лаборатории 

V неврологического (нейрогенетического) отделения 

ФГБНУ «Научный центр неврологии» (далее ФГБНУ 

«НЦН»). 

Продолжительность исследования
Исследование проводилось в 2017–2018 гг. на образ-

цах ДНК, собранных за время работы ДНК-лаборатории 

ФГБНУ «НЦН» с 2011 г.

Описание медицинского вмешательства
Всем больным после заполнения информированного 

согласия осуществлялся забор крови из кубитальной вены 

для молекулярно-генетического исследования в вакуум-

ные пробирки Vacuette (Greiner Bio-One, Австрия) c 3,8% 

цитратом натрия.

Исходы исследования
Основной исход исследования 
Изучалась степень метилирования СрG-сайтов 

в области GAA-повторов в 1-м интроне гена FXN (UP- 

и DOWN-области).

Методы регистрации исходов
Геномную ДНК выделяли из лейкоцитов перифери-

ческой крови с помощью набора для выделения Wizard 

Genomic DNA Purification Kit (Promega, США). Наличие 

экспансии GAA-повторов оценивали методом полиме-

разной цепной реакции соответствующей области с по-

следующим разделением в агарозном геле.

Паттерн метилирования определяли методом прямого 

секвенирования соответствующих участков ДНК после 

бисульфитной обработки, в результате которой 5-метил-

цитозин остается неизмененным и амплифицируется как 

цитозин, тогда как неметилированный цитозин в резуль-

тате сульфонирования и последующего гидролитического 

дезаминирования преобразуется в урацил, который ампли-

фицируется как тимин. Бисульфитную конверсию прово-

дили с помощью набора EZ DNA Methylation Kit (Zymo 

Research, США) согласно методике производителя.

Для секвенирования интересующая область 1-го ин-

трона гена FXN была разбита на три короткие последова-

тельности, которые амплифицировались со специфиче-

ских праймеров, лежащих вне CpG-сайтов.

Степень метилирования рассчитывали путем анализа 

первичных результатов секвенирования по Сэнгеру (хро-

матограмм капиллярного электрофореза), полученных 

на капиллярном генетическом анализаторе ABI Prism 

3130 (Applied Biosystems) и обработанных с помощью 

компьютерной программы SeqBase; программа позволяет 

учитывать неэквивалентность нуклеотидного состава сек-

венированных матриц, модифицированных бисульфитом 

натрия. Процент метилирования для каждого конкретно-

го CpG-сайта в образцах ДНК рассчитывали по отноше-

нию высоты синего пика (метилированный цитозин, С) 

к суммарной высоте синего и красного пиков (метилиро-

ванный и неметилированный цитозин, С+Т).

Этическая экспертиза
Работа одобрена Локальным этическим комитетом 

ФГБНУ «НЦН» (протокол № 11-3/17 от 18.10.17). Все 

участники исследования получили необходимую инфор-

мацию и добровольно подписали информированное со-

гласие.

Статистический анализ
Принципы расчета размера выборки
Размер выборки предварительно не рассчитывался.

Методы статистического анализа данных
Статистическую обработку данных проводили с ис-

пользованием программы Statistica 10.0 (StatSoft, США) 

и IBM SPSS Statistics 23.0 (IBM, США). Для провер-

ки гипотез использовали критерии непараметрической 

статистики. Сравнение групп осуществляли критерием 

Краскала–Уоллиса, корреляционный анализ проводили 

с помощью метода ранговой корреляции Спирмена (r). 

Уровень значимости (р) при проверке гипотез принимали 

равным 0,05.

Результаты

Объекты (участники) исследования
В исследовании была проанализирована геномная 

ДНК следующих лиц: пациентов с БФ (n=18); их здоро-

вых родственников ― гетерозиготных носителей GAA-

экспансии в гене FXN (n=12); неврологич ески здоро-

вых людей с отсутствием экспансии в обоих аллелях 

FXN (n=15). Средний возраст пациентов с БФ составил 

28,2±7,9 (от 14 до 43) года, возраст дебюта симптомов ― 

13,4±7,4 (от 4 до 41) года. Возраст начала заболевания 

определялся согласно появлению первых симптомов 

атаксии. Средний возраст гетерозиготных носителей со-

ставил 43,5±9,1 (от 29 до 56) года. Группа контроля была 

сопоставима по возрасту, полу и этническому составу 

с группой БФ.

Основные результаты исследования
Число тандемных GAA-повторов в меньшем аллеле 

гена у пациентов с БФ составило 595±186, в большем 

аллеле ― 795±145. Число тандемных повторов в экспан-

дированном аллеле у гетерозигот FXN составило 600±237. 

Анализу на степень метилирования были подвергну-

ты две области 1-го интрона гена FXN: 5′-область выше 

(GAA)
n
-повторов протяженностью 771 п.н. (UP-GAA), 

содержащая 18 CpG-сайтов, и область после повторов 

протяженностью 255 п.н. (DOWN-GAA), содержащая 

12 CpG-сайтов. Для удобства представления данных все 

CpG-сайты были обозначены порядковыми номерами 

(50–67 в UP-области и 1–12 в DOWN-области) (рис. 1). 

В обеих областях наблюдалось различие в степени мети-

лирования образцов ДНК пациентов с БФ и контроль-

ной группы. В UP-GAA области усредненный уровень 

метилирования CpG-сайтов для образцов БФ был выше 

по сравнению с контрольной группой (p<0,05). В DOWN-

GAA области наблюдалось статистически значимое сни-

жение усредненного уровня метилирования для образцов 

БФ по сравнению с контролем (p<0,05). При этом образ-

цы с одним экспандированным аллелем (гетерозиготные 
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носители) занимали промежуточное положение по ста-

тусу метилирования между БФ и контрольной группой 

(рис. 2). Следует отметить, что более существенные раз-

личия наблюдались в UP-GAA области. Так, усреднен-

ный уровень метилирования этого региона в образцах 

БФ превышал таковой для контрольных образцов в не-

которых случаях более чем в 2 раза, а для гетерозиготных 

носителей ― в 1,5 раза.

Сравнительный анализ степени метилирования от-

дельных CpG-сайтов UP-GAA области у пациентов с БФ 

по сравнению с группой контроля выявил значимое 

(р<0,05) гиперметилирование для 15 CpG-сайтов из 18 

(рис. 3). Наибольшие различия в уровне метилирова-

ния в UP-GAA области наблюдались для CpG-сайтов 

50, 51, 52, 53, 54, 57 и 58. Степень метилирования этих 

CpG-сайтов в образцах БФ варьировала от 40–60 (сайты 

50 и 52) до 80–100% (сайты 51, 53, 54, 57 и 58) по срав-

нению с образцами контрольной группы ― от 0 (сайты 

50, 51 и 52) до 5–20% (сайты 53, 54, 57 и 58). Наоборот, 

в DOWN-GAA области в контрол ьной группе практи-

чески все CpG-сайты были метилированы полностью, 

тогда как в группе БФ метилирование было статистиче-

Рис. 1. Схема проанализированной области 1-го интрона гена FXN

Примечание. Красным цветом выделены CpG-сайты UP-GAA области (нумерация CpG-сайтов от начала интрона), зеленым ― CpG-

сайты DOWN-GAA области (нумерация с конца области (GAA)
n
-повторов), желтым ― область поли(А)-тракта и (GAA)

n
-повторов. 

Подчеркнуты  нуклеотидные последовательности праймеров.

Рис. 2. Усредненная степень метилирования CpG-сайтов у пациентов с болезнью Фридрейха, гетерозиготных носителей GAA-

экспансии и лиц контрольной группы 

Примечание. Обнаружены статистически значимые различия усредненного уровня метилирования у пациентов с болезнью Фридрейха 

(БФ) в сравнении с контрольной группой (р<0,05). А ― UP-GAA область, Б ― DOWN-GAA область.

А Б

AGGTGAAACTTTCAGAGCTGCAGAATAGCTAGAGCAGCAGGGGCCCTGGCT

TTTGGAAACTGACCCG50ACCTTTATTCCAGATTCTGCCCCACTCCG51CAGAG

CTGTGTGACCTTGGGGGATTCCCCTAACCTCTCTGAGACG52TGGCTTTGTTTT

CTGTAGGGAGAAGATAAAGGTGACG53CCCATTTTGCG54GACCTGGTGTGAG

GATTAAATGGGAATAACATAGATAAAGTCTTCAGAACTTCAAATTAGTTCCC

CTTTCTTCCTTTGGGGGGTACAAAGAAATATCTGACCCAGTTACG55CCACG56

GCTTGAAAGGAGGAAACCCAAAGAATGGCTGTGGGGATGAGGAAGATTCCT

CAAGGGGAGGACATGGTATTTAATGAGGGTCTTGAAGATGCCAAGGAAGTG

GTAGAGGGTGTTTCACG57AGGAGGGAACCG58TCTGGGCAAAGGCCAGGAA

GGCGS9GAAGGGGATCCCTTCAGAGTGGCTGGTACG60CCG61CATGTATTAGG

GGAGATGAAAGAGGCAGGCCACG62TCCAAGCCATATTTGTGTTGCTCTCCG63

GAGTTTGTACTTTAGGCTTGAACTTCCCACACG64TGTTATTTGGCCCACATT

GTGTTTGAAGAAACTTTGGGATTGGTTGCCAGTGCTTAAAAGTTAGGACTTA

GAAAATGGATTTCCTGGCAGGACG65CG66GTGGCTCATGCCCATAATCTCAG

CACTTTGGGAGGCCTAGGAAGGTGGATCACCTGAGGTCCG67GAGTTCAAGA

CTAACCTGGCCAACATGGTGAAACCCAGTATCTACTAAAAAATACAAAAAA

AAAAAAAAAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAAATAAAGAAAAGTTAGCCG1G

CG2TGGTGTCG3CG4CG5CCTGTAATCCCAGCTACTCCAGAGGCTGCG6GCAG

GAGAATCG7CTTGAGCCCG8GGAGGCAGAGGTTGCATTAAGCCAAGATCG9C

CCAATGCACTCCG10GCCTGGGCG11ACAGAGCAAGACTCCG12TCTCAAAAAA

TAATAATAATAAATAAAAATAAAAAATAAAATGGATTTCCCAGCATCTCTGG

AAAAATAGGCAAGTGTGGCCATGATGGTCCTTAG

1

1-й экзон UP-GAA DOWN-GAA(GAA)n

1 255524 1295
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ски значимо снижено (р<0,05). Наибольшие различия 

в уровне метилирования в DOWN-GAA области на-

блюдались для CpG-сайтов 6, 7 и 8, при этом все сайты 

в образцах контрольной группы, начиная с сайта CpG-4, 

были полностью метилированы (98–100%). В образцах 

БФ полного метилирования не наблюдалось ни для од-

ного из исследованных сайтов.

Оценка корреляции метилирования исследуемых об-

ластей гена FXN с числом GAA-повторов более экспанди-

рованного аллеля в группе БФ выявила значимую прямую 

взаимосвязь этих показателей при анализе UP-GAA об-

ласти (r=0,63; p=0,03) (рис. 4А) и отсутствие корреляции 

для DOWN-GAA области. Аналогичный анализ получен-

ных результатов для группы гетерозиготных носителей 

Рис. 4. Корреляции между усредненной степенью метилирования CpG-сайтов и числом GAA-повторов более длинного экспандиро-

ванного аллеля

Примечание. А ― в группе с болезнью Фридрейха в UP-GAA-области (р=0,03), Б ― в группе гетерозиготных носителей мутации в 

DOWN-GAA области (р=0,02).

А Б

Рис. 3. Cтепень метилирования CpG-сайтов области, фланкирующей (GAA)
n
-повторы гена FXN, в образцах ДНК пациентов с болез-

нью Фридрейха, гетерозиготных носителей экспансии и контрольной группы

Примечание. А ― 18 CpG-сайтов UP-GAA-области (с 50-го по 67-й), Б ― 12 CpG-сайтов DOWN-GAA-области. БФ ― болезнь 

Фридрейха.

А

Б
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мутации выявил прямую корреляцию в UP-GAA области 

только для CpG-сайта 50: увеличение GAA-повторов 

в экспандированном аллеле у гетерозигот приводило 

к увеличению степени метилирования (r=0,77; p=0,04); 

в DOWN-GAA области наблюдалась значимая обратная 

зависимость паттерна метилирования от числа GAA-

повторов в экспандированном аллеле (r=-0,83; p=0,02) 

(рис. 4Б).

При проведении клинико-эпигенетических сопостав-

лений была выявлена отрицательная корреляционная 

связь между степенью метилирования отдельных CpG-

сайтов (50, 51 и 52) в UP-GAA области и возрастом дебюта 

заболевания (р<0,05). Таким образом, гиперметилирова-

ние данных участков связано с более ранним появлением 

симптомов болезни. 

Дополнительные результаты исследования
Дополнительных результатов получено не было.

Нежелательные явления
Нежелательных явлений не зарегистрировано.

Обсуждение

Резюме основного результата исследования
В работе изучена степень метилирования 30 CpG-

сайтов области (GAA)
n
-повторов в 1-м интроне гена FXN 

на выборке российских пациентов с БФ, гетерозиготных 

носителей экспансии и лиц контрольной группы. Вы-

явлено гиперметилирование UP-GAA области и гипо-

метилирование DOWN-GAA области у пациентов с БФ 

по сравнению с контрольной группой, а также показана 

прямая корреляции уровня метилирования UP-GAA об-

ласти с длиной GAA-экспансии. Для группы гетеро-

зиготных носителей GAA-экспансии выявлена прямая 

корреляция уровня метилирования UP-GAA с числом 

GAA-повторов только для CpG-сайта 50; в DOWN-GAA 

области выявлена обратная корреляция среднего уровня 

метилирования с числом GAA-повторов. Также было по-

казано, что гиперметилирование нескольких CpG-сайтов 

в UP-GAA области связано с более ранним возрастом на-

чала заболевания.

Обсуждение основного результата исследования
Отсутствие в ряде случаев прямой зависимости фе-

нотипических проявлений БФ от числа GAA-повторов 

в гене FXN указывает на то, что эпигенетический про-

филь FXN может быть полезным дополнительным ин-

струментом для определения прогноза, мониторинга 

течения заболевания и выбора тактики лечения. За 

последние 10 лет описаны единичные специфические 

факторы, контролирующие транскрипцию гена FXN 

[33–36]. Ряд работ посвящен влиянию модификации 

гистонов (метилирования, ацетилирования) на экспрес-

сию фратаксина и влиянию соответствующих ингиби-

торов гистоновых деацетилаз на клиническую картину 

заболевания [37].

Метилирование ДНК является одним из наиболее 

важных и изученных эпигенетических механизмов, вли-

яющих на экспрессию генов и участвующих в патогене-

зе многих наследственных заболеваний. При изучении 

эпигенетических процессов, влияющих на экспрессию 

генов, в первую очередь изучают статус метилирования 

CpG-островков в промоторных областях генов. Однако 

в литературе нет достоверных сведений, указывающих на 

значимое метилирование именно промоторной области 

гена FXN при БФ.

Напротив, для других областей гена такие данные 

есть: так, в ряде работ было показано, что экспансия 

GAA-повторов приводит к изменениям в степени мети-

лирования области, фланкирующей GAA-повторы в 1-м 

интроне гена FXN. В одном из первых исследований 

[30] на образцах ДНК из тканей мозга и сердца (по 4 об-

разца) было показано гиперметилирование CpG-сайтов 

5′-области GAA-повторов (UP-GAA). В работе другой 

группы исследователей [32] на аутопсийном материале от 

двух пациентов с БФ и двух контрольных образцах тканей 

мозга и сердца также было выявлено гиперметилиро-

вание UP-GAA области и гипометилирование DOWN-

GAA области повторов. Однако степень метилирования 

индивидуальных CpG-сайтов в этих двух исследованиях 

была различной, что объясняется, по-видимому, малым 

размером исследованных выборок. 

В нашей работе мы также выявили гиперметилирова-

ние UP-GAA области и гипометилирование DOWN-GAA 

области повторов в образцах ДНК пациентов с БФ по 

сравнению с контрольной группой. Результаты оцен-

ки изменений степени метилирования индивидуальных 

CpG-сайтов частично совпали с данными, полученными 

в исследовании I. Castaldo и соавт. [38]. Этими автора-

ми на большой выборке, включавшей 67 образцов ДНК 

из периферической крови от пациентов с БФ, было 

продемонстрировано гиперметилирование пяти CpG-

сайтов UP-GAA области. В нашем исследовании они со-

ответствуют CpG-сайтам 57, 58, 59, 60 и 61 и практически 

полностью совпадают по изменениям метилирования 

в процентном соотношении; однако, по нашим данным, 

бо́льшую значимость и больший интерес представляют 

CpG-сайты 50, 51, 53 и 54. 

Полиморфная область GAA-повторов гена FXN на-

ходится внутри генетического элемента Alu, из кото-

рого, как считается, она и возникла [2, 4, 27, 32]. Од-

ним из основных механизмов подавления мобильности 

Alu-элементов в клетке является метилирование этих 

участков ДНК, которое препятствует их транскрипции. 

Анализ паттерна метилирования CpG-сайтов области 

GAA-повторов в контрольной группе нашего иссле-

дования (нормальные аллели) подтвердил этот фено-

мен: три последних CpG-сайта UP-GAA области (65, 

66 и 67) метилированы, также метилированы все 12 

CpG-сайтов DOWN-GAA области. Напротив, в группах 

БФ и гетерозиготных носителей мутации CpG-сайты 

DOWN-GAA области метилированы неполностью, и на-

блюдается достоверная обратная корреляция с разме-

ром GAA-экспансии. Другими словами, увеличение 

расстояния между центральной областью Alu-элемента 

и его 3′-концом за счет увеличения числа копий GAA-

повторов приводит к блокированию метилирования, 

и чем больше это расстояние ― тем выше эффект.

Известно, что на фенотип заболевания влияет длина 

экспансии GAA-тракта, однако клиническую вариа-

бельность лишь частично можно объяснить генетиче-

скими детерминантами [39]. Например, наблюдается 

определенная вариабельность возраста начала заболе-

вания, которая до настоящего времени не нашла кон-

кретного объяснения. В данной работе было показано 

модифицирующее влияние метилирования определен-

ных CpG-сайтов на фенотип заболевания: гипермети-

лирование нескольких CpG-сайтов в UP-GAA области 

гена FXN коррелировали с более ранним возрастом 

начала заболевания. Таким образом, установленные 
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корреляции подтверждают значимость эпигенетиче-

ской регуляции в реализации фенотипической гетеро-

генности.

Заключение

Полученные результаты дают основание для дальней-

шего изучения паттерна метилирования отдельных CpG-

сайтов гена FXN в качестве потенциального биомаркера 

БФ, а также раскрывают механизмы патогенеза заболева-

ния, что может быть использовано для разработки таргет-

ной терапии в будущем.
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