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Аннотация. Однородительская дисомия – аномалия, при которой обе гомологичные хромосомы насле-
дуются от одного родителя. Патологические эффекты рассматриваемой аномалии связаны с нарушениями 
импринтинга и потерей гетерозиготности. Классические методы диагностики, такие как микросателлитный 
анализ и хромосомный матричный анализ, имеют ограничения при диагностике аномалии в неполных семьях 
и мозаичных случаях. Цель данного исследования – оценка потенциальной эффективности метода диагно-
стики однородительских дисомий хромосом и нарушений импринтинга на основании профилирования ме-
тилирования ДНК по данным секвенирования нового поколения. В частности, был модифицирован метод 
пробоподготовки библиотек геномной ДНК с использованием метилзависимой эндонуклеазы GlaI в сочетании 
с эндонуклеазой рестрикции Bst2UI для увеличения информативности анализа, а также разработан биоин-
форматический алгоритм обработки данных. Метод был протестирован на клиническом случае реципрокной 
транслокации (3;19)(q12;q13.3) по материнской линии с подозрением на сегментарную однородительскую ди-
сомию у пробанда. Модификация протокола пробоподготовки позволила достичь охвата около 5 млн сайтов 
метилирования. Биоинформатический анализ включал определение статуса метилирования клинически зна-
чимых областей контроля импринтинга и поиск областей гомозиготности. Метод позволил охватить 2/3 потен-
циальных областей контроля импринтинга. Признаков однородительской дисомии у пробанда обнаружено 
не было, что согласуется с результатами хромосомного матричного анализа. Несмотря на то что подход пред-
ставляет собой экономически эффективную альтернативу полногеномному бисульфитному секвенированию, 
остаются нерешенными проблемы с нормализацией получаемых относительных уровней метилирования. 
В дальнейшем планируется провести валидацию разработанного на биологических образцах с подтвержден-
ными случаями однородительской дисомии, чтобы сделать однозначный вывод о его пригодности для иден-
тификации рассматриваемых аномалий. 
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ВВЕДЕНИЕ
Однородительская дисомия (ОРД) хромосомы – 

аномалия, при которой обе гомологичные хромосо-
мы или хромосомные сегменты унаследованы от од-
ного родителя [1]. Хотя подобные случаи зафиксиро-
ваны для всех аутосом человека и Х‑хромосомы [2], 
в качестве клинически значимых рассматриваются 
ОРД хромосом 6, 7, 11, 14, 15, и 20 [3]. По аллельному 
соотношению выделяют два типа данных аномалий: 
при изодисомии наследуется две идентичные копии 
хромосомы одного родителя, а при гетеродисомии 
наследуются две гомологичные хромосомы одного 
родителя [4].

Патологические последствия ОРД обусловле-
ны потерей гетерозиготности, а также нарушения-
ми геномного импринтинга, что является причиной 
синдромов Ангельмана, Прадера – Вилли, Беквита – 
Видемана, Сильвера – Рассела и др. [5]. Частота ОРД 
оценивается примерно в 1 на 2000 родов [6]. Помимо 
врожденной также встречается приобретенная ОРД 

в соматических клетках, что является распространен-
ной особенностью различных видов рака [7].

Характерной особенностью синдромов, связан-
ных с ОРД, является множественность молекулярных 
причин заболевания: помимо рассматриваемой ано-
малии значительный вклад вносят делеции, мутации 
и аберрантное метилирование в областях контроля 
импринтинга (ICR), поэтому точное установление эти-
ологии играет в этих клинических случаях ключевую 
роль [8]. Кроме того, тестирование на ОРД назнача-
ется при обнаружении структурных перестроек хро-
мосом 14 и 15, а также при идентификации моносом-
ного мозаицизма или трисомии в ходе пренатальной 
диагностики [1, 9].

Классическим методом диагностики ОРД явля-
ется микросателлитное тестирование, но  необхо-
димость биоматериала обоих родителей пробанда 
(трио-анализ), трудности при выявлении сегментар-
ных дисомий и анализе мозаичных случаев ограни-
чивают его эффективность [1, 5]. В последние годы 
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Abstract. Uniparental disomy is an anomaly where both homologous chromosomes are inherited from 
the same parent. The pathological effects of this anomaly are associated with imprinting disorders and loss of 
heterozygosity. Traditional diagnostic methods, such as simple sequence repeats analysis and chromosomal 
microarray analysis, have limitations in diagnosing the anomaly in single-parent households and mosaic cases. 
The aim of this study is to evaluate the potential effectiveness of a diagnostic method for uniparental disomy and 
imprinting disorders based on DNA methylation profiling using next-generation sequencing data. In particular, 
a genomic DNA bank sample preparation was modified using the methyl-dependent endonuclease GlaI in 
combination with the restriction endonuclease Bst2UI to improve its informativeness. In addition, bioinformatic 
analysis algorithm was developed. The method was tested on a clinical case of maternal reciprocal translocation 
(3;19)(q12;q13.3) with suspected segmental uniparental disomy in the proband. Modification of the bank 
sample preparation protocol provided the coverage of approximately 5 million methylation sites. Bioinformatic 
analysis included definition of methylation status in clinically significant imprinting control regions and the 
search for regions of homozygosity. The method enabled the coverage of 2/3 of potential imprinting control 
regions. No signs of uniparental disomy were found in the proband, which is consistent with the results of 
chromosomal microarray analysis. Although the approach represents a cost-effective alternative to genome-
wide bisulfite sequencing, problems with normalizing the relative methylation levels remain. Further validation 
of biologically developed method on confirmed uniparental disomy cases is planned to definitively assess its 
suitability for identifying anomalies.
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преобладающими методами становятся хромосо-
мный матричный анализ (ХМА) и  экзомное секве-
нирование благодаря своей производительности 
и возможности выявления областей гомозиготности 
(ROH) различной протяженности, однако мозаицизм 
и потребность в родительском материале по-преж-
нему остаются значительной проблемой [10, 11]. В ка-
честве дополнительных инструментов используются 
метил-специфическая ПЦР и метил-специфическая 
мультиплексная амплификация лигированных зон-
дов для оценки статуса метилирования ICR [12]. Наи-
большая эффективность достигается при комбиниро-
вании различных подходов, что существенно повы-
шает стоимость тестирования и увеличивает сроки 
диагностики.

Перспективным инструментом для выявления 
однородительских дисомий и постановки диффе-
ренцированного диагноза при болезнях геномного 
импринтинга может стать сочетание профилиро-
вания метилирования ДНК и оценка ROH в рамках 
одного тестирования для выявления всего возмож-
ного комплекса аномалий, приводящих к дисрегу-
ляции  ICR. На  текущий момент подобный подход 
был реализован с использованием адаптивного на-
нопорового секвенирования на платформе Oxford 
Nanopore и позволил идентифицировать различные 
молекулярные причины синдромов Ангельмана 
и Прадера – Вилли, в т. ч. однородительскую дисо-
мию, однако его недостатком является чрезвычай-
ная дороговизна [13, 14]. В качестве альтернативы 
могут рассматриваться методы, основанные на аф-
финном обогащении метилированных последо-
вательностей или расщеплении геномной ДНК ме-
тил-чувствительными либо метилзависимыми эн-
донуклеазами, но на текущий момент в литературе 
отсутствуют свидетельства их применения для диа-
гностики ОРД.

В рамках данной работы для разработки подхода 
к комплексному анализу ROH и паттернов метилиро-
вания ICR была осуществлена модификация метода 
высокопроизводительного секвенирования, осно-
ванного на фрагментации геномной ДНК метилзави-
симой эндонуклеазой GlaI (R (5mC)↑GY), ограничени-
ем которого являлось малое количество охватывае-
мых RCGY-сайтов [15].

Цель  – оценка потенциальной эффективности 
метода диагностики однородительских дисомий 
хромосом и нарушений импринтинга на основании 
NGS-профилирования метилирования ДНК с исполь-
зованием метилзависимой эндонуклеазы GlaI.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Выбор рестриктаз для последовательного 
гидролиза. Для расширения пула секвенируемых 
фрагментов был выбран ряд рестриктаз, нечувстви-
тельных к метилированию и с частым сайтом узнава-
ния, не перекрывающим сайт RCGY: Bst2UI (CC↑WGG), 
HaeIII (GG↑CC), RsaI (GT↑AC). Для выбранных фермен-
тов, а также для GlaI было выполнено расщепление 
референсного генома hg38 in silico с использовани-
ем программного пакета ddRADseqTools [16]. Полу-
ченные фрагменты в формате fasta картировались 
на референсный геном с помощью BWA-MEM. Далее 
картированные фрагменты с помощью HTseq [17] со-
поставлялись с аннотациями CCDS, промоторов, по-

второв и энхансеров, загруженных через USCS Table 
Browser.

Подбор пациентов и условий фрагментации 
геномной ДНК. Для отладки методики пробоподго-
товки были взяты образцы периферической крови 
от 7 пациентов‑родственников, среди которых при-
сутствовало 2 пары мать – ребенок. Отличительной 
особенностью рассматриваемой когорты являет-
ся наличие семейной реципрокной транслокации 
(3;19) (q12; q13.3) по материнской линии, при этом 
у пробанда, мальчика 7 лет, страдающего задержка-
ми психомоторного и психоречевого развития, ги-
перактивностью, дефицитом витамина D, неуточнен-
ной энцефалопатией, была заподозрена врачом-ге-
нетиком сегментарная однородительская дисомия 
одной из затронутых транслокацией хромосом. На-
личие транслокации подтверждено кариотипирова-
нием.

Геномная ДНК выделялась из  перифериче-
ской крови с использованием набора Nucleic Acid 
Extraction Kit (BGI, Китай). 1000 нг геномной ДНК фраг-
ментировали 10  е. а. метилзависимой эндонуклеа-
зой GlaI (SibEnzyme, Россия) в течение 2 часов, далее 
производили очистку гидролизата с использовани-
ем набора Cleanup Mini (Евроген, Россия). Далее па-
раллельно тестировался дополнительный гидролиз 
с 10 е. а. Bst2UI, HaeIII и RsaI (SibEnzyme, Россия) в тече-
ние 4 часов. Фрагментный состав полученных смесей 
анализировался на  станции автоматизированного 
электрофореза TapeStation 4150 (Agilent Technologies, 
США). Отбор фрагментов в целевом диапазоне длин 
100–600 п. н. осуществлялся для смеси GlaI + Bst2UI 
с помощью магнитных частиц Hieff NGS DNA Selection 
Beads (Yeasen, Китай).

Подготовка библиотек и секвенирование. При 
подготовке библиотек использовали 100 нг продукта 
последовательного гидролиза ДНК GlaI и Bst2UI. Про-
боподготовка осуществлялась согласно протоколу 
производителя набора MGIEasy Universal DNA Library 
Prep Set (MGI, Китай). Секвенирование производи-
лось на платформе DNBSEQ-G400 (MGI, Китай) c дли-
ной прочтений 110 п. н.

Обработка данных секвенирования. Предва-
рительная фильтрация прочтений с Q ≥ 30 и обрезка 
адаптеров DNBSEQ выполнялась с использованием 
Trimmomatic. Контроль качества прочтений осу-
ществлялся с помощью утилиты FastQC. Далее про-
изводилось картирование прочтений c использова-
нием BWA-MEM. Из файлов bam с помощью специ-
ально разработанного скрипта на Python удалялись 
прочтения, не соответствующие сайту узнавания 
GlaI.

Подсчет количества прочтений, пересекающих 
интервалы геномных аннотаций, осуществлялся 
с  помощью HTseq. Координаты кандидатных  ICR 
были загружены через геномный браузер HumanICR 
[18]. Для образцов, составляющих пару мать – ребе-
нок, было выполнено аннотирование SNP с помо-
щью snpEff, полученные vcf-файлы тестировались 
на однородительскую дисомию с использованием 
altAFplotter [19]. Отсутствие протяженных участ-
ков потери гетерозиготности (> 3 000 000 п. н.) под-
тверждено результатами ХМА экзонного уровня 
на генетическом анализаторе ГЕНОСКАН 3000 (ООО 
«Геноскан», Россия).
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Получено согласие этического комитета Сургут-
ского государственного университета на публикацию 
материала на заседании от 26 апреля 2024 г.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

При расщеплении эталонного генома in silico эн-
донуклеазами GlaI, HaeIII, Bst2UI и RsaI было подсчи-
тано число фрагментов, потенциально образующихся 
в ходе гидролиза. Полученные данные представлены 
в табл. 1. Можно заметить, что наибольшее количе-

ство потенциальных фрагментов образуется с Bst2UI, 
и эта рестриктаза с наибольшей вероятностью спо-
собствует расширению пула захватываемых фраг-
ментов при последовательном гидролизе после GlaI.

Ограничением расщепления  in silico является 
отсутствие учета статуса метилирования расще-
пляемых сайтов, что в случае GlaI приводит к несо-
ответствию реальному паттерну расщепления. 
На  рис.  1  показано распределение фрагментов  in 
silico для GlaI и Bst2UI.

Таблица 1
Число рестрикционных фрагментов in silico

Эндонуклеаза GlaI Bst2UI HaeIII RsaI
Сайт узнавания R (5mC) ↑GY CC↑WGG GG ↑CC GT↑AC

Общее число фрагментов 8 009 924 10 721 268 9 306 384 5 440 264
Число фрагментов 100–600 п. н. 3 590 852 5 050 756 4 145 252 2 546 112

Примечание: составлено авторами.

Рис. 1. Распределение фрагментов in silico:  
а) распределение смоделированных фрагментов GlaI;  

б) распределение смоделированных фрагментов Bst2UI
Примечание: изображение авторов.
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На рис.  2  показано реальное распределение 
фрагментов при последовательном двойном гидро-
лизе и при обычном расщеплении геномной ДНК эн-
донуклеазой GlaI (рис. 2 г). Наблюдаемое для GlaI рас-
пределение не меняется при увеличении времени 
инкубации до 16 часов и согласуется с более ранней 
работой M. A. Abdurashitov и соавт. [15]. Таким обра-

зом, двойной последовательный гидролиз геномной 
ДНК с GlaI и Bst2UI позволяет значительно расширить 
пул фрагментов для секвенирования. В то же время 
такой подход связан с сильным смещением в сторо-
ну CpG-бедных участков генома и вероятной потерей 
информации о регуляторных последовательностях, 
богатых CpG (в частности, промоторах и энхансерах).

Рис. 2. Реальное распределение фрагментов (электрофореграмма с прибора TapeStation 4150):  
а) распределение фрагментов после обработки геномной ДНК эндонуклеазами GlaI и HaeIII;  
б) распределение фрагментов после обработки геномной ДНК эндонуклеазами GlaI и RsaI;  

в) распределение фрагментов после обработки геномной ДНК эндонуклеазами GlaI и Bst2UI;  
г) распределение фрагментов после обработки геномной ДНК эндонуклеазой GlaI

Примечание: изображение авторов.

В ходе секвенирования было получено в среднем 
75,7 млн прочтений на образец (Q ≥ 30), из которых 
95 % корректно картировались на референсный геном. 
В то же время лишь 25 % из этих прочтений прошли 
фильтр по сайту узнавания GlaI, что указывает на при-
сутствие в смеси значительного количество фрагментов, 
являющихся продуктами расщепления только рестрик-
тазы Bst2UI. Таким образом, по отношению к задаче 
определения сайтов метилирования 3/4 данных секве-
нирования являются нецелевыми. В то же время приме-
нительно к диагностике ОРД они могут способствовать 
увеличению чувствительности за счет дополнительных 
SNP, учитываемых altAFplotter при поиске ROH.

В результате подсчета индивидуальных сайтов 
метилирования было выявлено около 5 млн охваты-
ваемых CpG в составе RCGY-сайтов со средним по-
крытием 4‑х из примерно 7,3 млн сайтов RCGY в ре-
ференсном геноме. Ранее в работе M. A. Abdurashitov 
и соавт. удавалось охватить до 3,5 млн сайтов RCGY 
[15]. Таким образом, применение дополнительной 
рестриктазы позволяет значительно увеличить ин-
формативность анализа как для анализа паттернов 
метилирования, так и  для детекции SNP. Однако 
подобная схема пробоподготовки приводит к уве-

личению затрат на секвенирование, особенно при 
необходимости достижения глубины 30‑x за счет рас-
ширения покрываемой части референсной генома 
с 10–12 до 40 %.

Для отфильтрованных по  сайту узнавания GlaI 
прочтений и фрагментов in silico было выполнено со-
поставление с геномными аннотациями, результаты 
представлены в табл. 2.

По данным табл. 2 видно, что значительную часть 
прочтений составляют повторяющиеся элементы ге-
нома. По сравнению с фрагментами GlaI in silico, при 
секвенировании продуктов двойного последова-
тельного гидролиза происходит потеря существен-
ной доли информации о  регуляторных элементах 
генома (в частности, промоторов и энхансеров). Ве-
роятно, это связано с высокой плотностью располо-
жения сайтов гидролиза GlaI и Bst2UI в этих участках.

На рис. 3 приведен пример покрытия хромосомы 
15 как наиболее часто подверженной возникновению 
ОРД, а также импринтированного локуса SNRPN-SNURF.

Для данных, полученных в ходе апробации ме-
тода секвенирования, характерна неравномерность 
покрытия (рис. 3 а). Учитывая недостаточность коли-
чества прочтений на покрытую часть генома, на ос-
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нове пилотного набора данных нет возможности 
сделать достоверный вывод о статусе ICR (рис. 3 б), 
вносящих вклад в фенотипическое проявление ОРД. 
С учетом объема данных секвенирования в пилотном 
запуске, для обеспечения высокого покрытия (около 
30‑х) необходимо около 300 млн прочтений, что де-
лает метод в разы более экономичным, чем полноге-
номное бисульфитное секвенирование, являющееся 
золотым стандартом для анализа профилей мети-
лирования. Следует отметить, что полученные про-
чтения охватывают сайты метилирования в 993 кан-
дидатных  ICR из 1488. При этом среди клинически 
значимых охвачены ICR, участвующие в патогенезе 
синдромов Прадера – Вилли, Ангельмана, Сильвера – 
Рассела и транзиторного неонатального сахарного 
диабета. По-видимому, сдвиг в сторону CpG-бедных 
участков генома оказывается не  столь критичным 
для анализа ICR, что согласуется с данными о пере-
крытии 850 000 CpG в микрочипе Infinium Methylation 
EPIC (llumina, США) сайтов CpG в ICR всего на 7 % [20]. 
Поскольку метилзависимые эндонуклеазы позволя-
ют получать информацию об относительном уровне 
метилирования, а не абсолютном, как при бисуль-
фитном секвенировании, для достоверного опреде-

ления статуса метилирования ICR критическое значе-
ние имеет нормализация полученных данных, либо 
сопоставление уровней метилирования в ICR в кон-
трольной группе здоровых людей с уровнями мети-
лирования у пациентов с ОРД.

Что касается анализа уровней метилирования 
в  ICR на  хромосомах 3  и  19, затронутых в  данном 
клиническом случае реципрокной транслокаци-
ей, то при сопоставлении данных секвенирования 
пробанда и родственников без хромосомной пере-
стройки установлена статистически значимая (p > 
0,05) корреляция, (p = 0,79) по Спирмену, что указы-
вает на высокое сходство паттернов метилирования 
у больного и здоровых родственников и вероятное 
отсутствие сегментарной ОРД. Кроме того, при ана-
лизе vcf-файлов не было выявлено протяженных об-
ластей гомозиготности, что также может указывать 
на отсутствие ОРД у пробанда.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В ходе работы была проведена апробация подхо-
да к диагностике однородительских дисомий на ос-
нове анализа профилей метилирования и областей 
гомозиготности по данным NGS в рамках одного те-

Таблица 2
Распределение прочтений в эксперименте/фрагментов in silico

по геномным элементам (в %)

Промоторы CCDS Энхансеры Гены Повторы

от общего 
числа 

прочтений

от числа 
элементов 
аннотации

от общего 
числа 

прочтений

от числа 
элементов 
аннотации

от общего 
числа 

прочтений

от числа 
элементов 
аннотации

от общего 
числа 

прочтений

от общего 
числа 

прочтений
Реальные прочтения 1,1 12,4 13,3 85,5 0,9 18,0 15,7 39,1

Фрагменты GlaI in silico 0,38 35,5 2,4 46,3 0,017 35,6 2,8 37,3
Фрагменты GlaI + Bst2UI

in silico
0,18 18,5 1,70 40,9 0,015 26,4 4,47 48

Примечание: составлено авторами.

Рис. 3. Визуализация прочтений хромосомы 15 у пробанда в эксперименте:  
а) карта покрытия длинного плеча хромосомы 15;  

б) карта покрытия импринтированного локуса SNRPN-SNURF
Примечание: составлено авторами.
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стирования. В рассмотренном клиническом случае 
не было получено данных, подтверждающих наличие 
ОРД у пробанда, что также соотносится с результата-
ми хромосомного матричного анализа. При этом раз-
работанный подход потенциально обладает большей 
чувствительностью, чем ХМА, за счет возможности 
оценки уровней метилирования в ICR, нарушающих-
ся при ОРД и определяющих их фенотипическое про-
явление, а также анализа большего числа полиморф-
ных генетических вариантов. В качестве недостатков 
подхода можно отметить сложность интерпретации 
данных секвенирования, высокие затраты биомате-
риала, а также высокую стоимость анализа, которая, 
тем не менее, почти вдвое ниже стоимости полноге-
номного секвенирования.

В дальнейшем планируется проведение допол-
нительного испытания разработанного подхода 
на образцах от пациентов с подтвержденными одно-

родительскими дисомиями и болезнями геномного 
импринтинга, однако основной трудностью в про-
ведении подобного исследования является низкая 
частота данных заболеваний (менее 1 на 10 000 чел.), 
сложность молекулярно-генетического тестирова-
ния и низкая распространенность соответствующих 
методов диагностики. В случае успешности такого ис-
пытания описанный подход может стать инструмен-
том первой линии для анализа клинических случаев 
с подозрением на ОРД и нарушения импринтинга, 
на основании результатов которого могут быть на-
значены более простые методы точечной диагности-
ки наиболее вероятных молекулярных аномалий.
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