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Метилирование ДНК играет важную роль в регуляции экспрессии генов. Нарушения 
этого процесса в мозге вызывают различные заболевания, включая аутизм, шизофре-
нию и депрессию. Являясь перспективным модельным организмом в биомедицине, 
рыбы зебраданио (Danio rerio, zebrafish) обладают генетической и отчасти физиоло-
гической гомологией с человеком, и поэтому изучение нарушений метилирования 
ДНК в их геноме может прояснить патогенез ряда неврологических заболеваний 
человека и, возможно, разработать новые подходы к их терапии. В статье обсужда-
ются механизмы метилирования ДНК в мозге, заболевания, связанные с его наруше-
ниями, а также генетические и фармакологические модели на примере зебраданио. 
В работе рассмотрены ограничения применения этого вида рыб и новые направле-
ния дальнейших исследований в данной области. Приведенные сведения указывают 
на ценность зебраданио как эффективной модели для изучения молекулярных про-
цессов, лежащих в основе патогенеза заболеваний мозга, связанных с нарушениями 
метилирования ДНК.
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ВВЕДЕНИЕ

Эпигенетическая регуляция, в том числе метилирование ДНК, является важней-
шим процессом для нормальной жизнедеятельности организма [1]. Метилирование 
ДНК непосредственно влияет на экспрессию генов, функцию регуляторных элементов 
и стабильность хроматина и играет важную роль в дифференцировке клеток и специ-
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ализации тканей в эмбриогенезе, в том числе в центральной нервной системе (ЦНС), 
(рис. 1). Метилирование ДНК эукариот осуществляется путем присоединения метиль-
ной группы к цитозину (С) в 5-й позиции в тех участках ДНК, где за ним следует 
гуанин (G) – так называемых CpG-сайтах, которые с высокой частотой встречаются 
в геномных областях (CpG-островках), локализованных в районе промоторов генов 
[1]. Нарушения метилирования ДНК – как его гипер-, так и гипометилирование, свя-
заны с различными заболеваниями ЦНС, включая аутизм, шизофрению, биполярное 
расстройство и депрессию [1] (табл. 1). Однако молекулярные механизмы метилирова-
ния ДНК и его роль в их патогенезе по-прежнему остаются малоизученными. Экспе-
риментальные животные модели являются важным инструментом для изучения пато-
логических процессов на разных системных уровнях, в частности, с использованием 
высокотрансляционных модельных организмов, прежде всего грызунов и приматов.

Наряду с лабораторными млекопитающими в последние годы большую популяр-
ность в качестве эффективной трансляционной модельной системы приобрела прес-
новодная костистая рыба зебраданио (Danio rerio, zebrafish) [2]. Широкое применение 
зебраданио в нейробиологических исследованиях продиктовано рядом их биологичес-
ких особенностей, включая достаточно сходную с человеком физиологию ЦНС [2], 
быстрое развитие, высокую плодовитость, развитие вне материнского организма, про-
зрачность эмбриона, сходные с млекопитающими ответы на лекарственные препараты 

Рис. 1. Основные механизмы контроля транскрипции генов путем метилирования ДНК. 
На двух верхних примерах показано ингибирование транскрипции за счет препятствия взаимодействию 
факторов транскрипции с промотерной и энхансерной областями гена соответственно. При метилировании 
промотера происходит привлечение активирующего белка (AP), который не позволяет факторам транскрип-
ции связываться с последовательностью промотера. Пример снизу отражает взаимодействие метил-CpG-
связывающего белка (MBP) с областью, обогащенной метилированными CpG сайтами. После связывания 
MBP с последовательностью ДНК происходит привлечение деацетилаз гистонов (HDA), которые осуществ-
ляют деацетилирование гистонов, приводя к конденсации хроматина на данном участке и закрытию промо-
теров для связывания транскрипционных факторов, что, в свою очередь, выключает экспрессию гена.
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и легкость их введения рыбам путем иммерсии [3, 4]. Зебраданио легко подвергаются 
генетическим манипуляциям, и на их основе созданы мутации, вызывающие дефекты 
различных систем органов, сходные с патологиями человека [5]. К настоящему момен-
ту геном зебраданио полностью картирован и секвенирован [6], обнаруживая довольно 
высокую генетическую гомологию с человеком (порядка 70%) [7]. Более 80% генов 
человека, связанных с заболеваниями, имеют по крайней мере один ортолог у рыб зе-
браданио, 69% из которых составляют линейно гомологичные гены [8], а среди орто-
логичных генов 47% имеют однозначную связь с ортологом зебраданио [5]. Наличие 
ортологов, связанных с заболеваниями человека, обеспечивает возможность исследо-
вания ключевых путей экспрессии этих генов и их нижестоящих мишеней [9]. Сово-
купность этих и других полезных характеристик позволяет использовать зебраданио 
как эффективную модель для изучения роли метилирования ДНК в функционировании 
ЦНС.

Таблица 1. Примеры заболеваний мозга человека, ассоциированных с нарушениями 
метилирования ДНК

Болезнь Нарушение МГ Основные клинические 
симптомы

Аутизм
Гиперметилирование генов метил-
CpG-связывающего белка 3 (MECP2) 
и убиквитин-протеин-лигазы E3A (UBE3A)

Социальный дефицит, 
стереотипии, когнитивные 
дисфункции

Шизофрения

Гипометилирование промотора гена 
глутамат-декарбоксилазы (GAD1), 
гиперметилирование промоторов генов 
катехол-О-метилтрансферазы (COMT) 
и нейротрофического фактора мозга 
(BDNF), гиперметилирование гена Sry-Box 
транскрипционного фактора 10 (SOX10)

Гипо- и гиперактивность, 
притупление эмоций, 
замкнутость, агрессивность

Депрессия
Гипометилирование гена синапсина II 
(SYN2), гиперметилирование промотора 
BDNF

Апатия, подавленность 
настроения, ангедония, 
пессимизм, усталость, 
нарушение сна

Биполярное 
расстройство

Гиперметилирование генов рецептора 
аутокринного фактора подвижности 
(AMFR), рецептора BDNF TrkB 
(NTRK2) и cубъединицы 1 глутаматного 
ионотропного рецептора NMDA (GRIN1), 
гипометилирование генов члена семейства 
кинезинов 18А (KIF18A), StAR-связанного 
белка-переносчика липидов 9 (STARD9), 
легкой цепи кинезина 3 (KLC3) и тяжелой 
цепи 17 аксонемного динеина (DNAH17)

Циклические изменения 
настроения, гипо- 
и гиперактивность, 
возбужденность
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Проведение генетических исследований на рыбах несколько осложняется тем, что 
предки современных зебраданио подверглись дополнительному циклу дупликации 
всего генома, характерного для костных рыб [5]. В результате этого зебраданио обла-
дают 26 206 кодирующими генами, что больше, чем у любого другого ранее секвени-
рованного позвоночного. В геноме зебраданио больше видоспецифичных генов, чем 
у человека и мыши, что также является следствием дупликации [10], а дуплицирован-
ные гены кодируют потенциально более разнообразные и специфические для зебрада-
нио белки [11]. С другой стороны, проведение генетических модификаций у данных 
рыб является гораздо более простым и доступным по сравнению с грызунами [12].

На данном этапе развития генетики уже существуют ключевые инструменты для 
редактирования генома зебраданио, среди которых особый интерес представляют ну-
клеазы цинкового пальца (ZFNs), TAL-эффекторные нуклеазы (TALENs) и кластери-
зованные регуляторные короткие палиндромные повторы (CRISP/Cas9), позволяющие 
индуцировать таргетные мутации генома [13]. В настоящее время применение таких 
технологий позволило создать генетические модели зебраданио с мутациями, харак-
терными для различных заболеваний ЦНС. К их числу относятся модели болезни 
Паркинсона, созданные путем нокаута гена PINK1, периферической невропатии и до-
минантной атрофии зрительного нерва, эти модели создавались путем нокаута генов 
MFN2 и KIF5A, синдрома Ли с мутацией в гене COA6, синдрома Драве с мутацией 
SCN1A, синдрома Костеффа с мутацией в гене OPA3, а также врожденного миосте-
нического синдрома или тяжелой комбинированной D-2- и L-2-гидроксиглутаровой 
ацидурии с мутацией в гене SLC25A1 [14]. Таким образом, на основе рыб зебраданио 
созданы генетические модели, которые успешно используются для исследования мо-
лекулярных механизмов патогенеза различных заболеваний мозга человека, разработ-
ки новых терапевтических подходов и проведения доклинических испытаний.

МЕТИЛИРОВАНИЕ ДНК КАК МЕХАНИЗМ ЭПИГЕНЕТИЧЕСКОЙ РЕГУЛЯЦИИ 
ГЕНОМА

Роль эпигенетических механизмов в многоклеточных организмах сводится к мо-
дуляции профилей экспрессии генов в клетках и тканях [15]. К основным эпигенети-
ческим процессам относятся метилирование и деметилирование ДНК, ацетилирова-
ние и деацетилирование гистонов, а также фосфорилирование и дефосфорилирование 
транскрипционных факторов [16]. В отличие от ацетилирования (облегчающего про-
цесс транскрипции), метилирование ДНК может как индуцировать, так и ингибиро-
вать транскрипцию генов в зависимости от количества присоединяемых метильных 
групп (рис. 1, 2). Так, присоединение одной группы приводит к ослаблению притяже-
ния между генетической последовательностью ДНК и гистонами и увеличению транс-
крипции, тогда как присоединение 2–3 метильных групп влечет за собой блокировку 
участка ДНК и репрессию генов [17].

Специфические ферменты, которые катализируют, распознают и удаляют метили-
рование ДНК, подразделяются на несколько групп (табл. 2). Записывающие ферменты 
катализируют добавление метильных групп к остаткам цитозина, стирающие – моди-
фицируют или удаляют метильную группу, а считывающие – распознают метильные 
группы и связываются с ними, оказывая влияние на экспрессию генов [18]. Метилиро-
вание ДНК эукариот катализируется семейством ДНК-метилтрансфераз (Dnmts), кото-
рые представляют собой записывающие ферменты. Три таких фермента (Dnmt1, Dnmt3а 
и Dnmt3b) активны в процессе эмбриогенеза [17]. Dnmt3а и Dnmt3b, известные как de 
novo Dnmt, могут устанавливать новый паттерн метилирования немодифицированной 
ДНК. В экспериментах in vivo показана решающая роль Dnmt3b на ранних стадиях раз-
вития, а Dnmt3а – для нормальной клеточной дифференциации [17] (рис. 1 и 2).
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Таблица 2. Ферменты метилирования и деметилирования ДНК у грызунов и зебраданио (см. 
также рис. 1, 2)

Фермент Основная биологическая роль

DNMTs (ДНК-
метилтрансферазы)

Катализ передачи метильной группы на цитозиновые 
основания ДНК, образуя 5-метилцитозин. У грызунов 
и зебраданио имеются несколько видов ДНК-метилтрансфераз, 
включая DNMT1, DNMT3A и DNMT3B

TET (Тет-метилцитозин-
диоксигеназы)

Деметилирование ДНК путем окисления 5-метилцитозина, 
преобразуя его последовательно в гидроксиметилцитозин, 
формильцитозин и карбоксилцитозин

Другие ферменты – 
деметилазы

Активное (независимое от репликации) деметилирование 
ДНК при действии тимин-ДНК-гликозилазы (TDG), которая 
запускает репарацию и по ее результатам деметилирование 
ДНК

Methyl-binding proteins, 
MBP (methyl-CpG- binding 
domain proteins, MBD, 
метил-связывающие белки)

Связывание с метилированными CpG-островами на ДНК 
и подавление транскрипции генов (белки MBD1, MBD2 
и MBD4)

Gadd45 (growth arrest and 
DNA damage-inducible 
45, индуцируемый ДНК-
повреждением белок 
задержки роста 45)

Белки, активируемые стресс-сигналами и участвующие 
в деметилировании ДНК. Могут взаимодействовать 
с TET-ферментами и способствовать деметилированию 
5-метилцитозина

Dnmt1 является одним из наиболее изученных ферментов данного семейства. Он 
копирует паттерн метилирования ДНК из родительской нити ДНК на вновь синтези-
руемую дочернюю нить, таким образом участвуя в репликации ДНК, а при эмбрио-
нальном развитии контролирует дифференцировку и деление клеток [19]. Dnmt3L 
экспрессируется на ранних этапах развития и не выполняет каталитическую функцию 
самостоятельно, а связывается с Dnmt3а и Dnmt3b, стимулируя их метилтрансфераз-
ную активность и изменяя глобальную экспрессию РНК генов, участвующих в диф-
ференцировке нейронов [20, 21]. Синтез Dnmt3L подавляется во время последней 
и в постнатальном мозге человека не наблюдается [22]. Экспрессия Dnmt снижается 
к моменту терминальной дифференцировки большинства клеток в эмбриогенезе, од-
нако нейроны в мозге взрослых млекопитающих продолжают экспрессировать Dnmts, 
указывая на важность метилирования ДНК для работы мозга в течение всего онтоге-
неза [23].
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К классу считывающих ферментов относятся MBD (табл. 1), убиквитин-подоб-
ные белки UHRF (см. далее) и белки, содержащие мотив цинковых пальцев Cys2His2 
(C2H2). Все они обладают высоким сродством к 5-метилцитозину и ингибируют свя-
зывание факторов транскрипции [24]. Белки семейства MBD содержат консервативный 
метил-CpG-связывающий домен, который обеспечивает высокое сродство с единич-
ными метилированными CpG-сайтами. Белки этого семейства экспрессируются в го-
ловном мозге млекопитающих больше, чем в любой другой ткани, и важны для нор-
мального развития и функционирования нейронов. В данное семейство входят MeCP2, 
MBD1, MBD2, MBD3, MBD4. Кроме основной роли в репрессии транскрипции, они 
также участвуют в поддержании метилирования ДНК [24]. Убиквитин-подобные бел-
ки представлены UHRF1 и UHRF2 – мультидоменными белками, которые связываются 
с полуметилированной ДНК во время S-фазы и рекрутируют ДНК-метилтрансферазу 
DNMT1 для регуляции структуры хроматина и экспрессии генов [25]. В процессе эм-
брионального развития структура метилирования ДНК в геноме динамически изменя-
ется в результате как ее метилирования de novo, так и деметилирования.

Дифференцированные клетки вырабатывают стабильный и уникальный паттерн 
метилирования ДНК, который регулирует тканеспецифичную транскрипцию генов. 
При этом активность нейронов может модулировать паттерн метилирования ДНК 
в ответ на физиологические стимулы и воздействие окружающей среды и переда-
ваться по наследству [26]. Так, описаны различия в паттернах метилирования ДНК 
у народов, исконно ведущих кочевой образ жизни, для которых характерно гипоме-
тилирование промоторных частей гена PM20D1, кодирующего белок деления мито-
хондрий и участвующего в клеточной защите от активных форм кислорода и термо-
регуляции [27].

Накапливаются данные и о важной роли метилирования ДНК в реализации функ-
ций мозга. Например, у пациентов с болезнью Паркинсона отмечается изменение 
метилирования ДНК нейронов черной субстанции в ходе развития депрессивных 
симптомов [28]. С другой стороны, показана корреляция улучшения ряда когнитив-
ных навыков человека при медитации и метилировании ДНК. В частности, отмечено 
изменение метилирования генов SLC1A2 (переносчика возбуждающих аминокислот 
EAAT2, основного транспортера глутамата), FBXO38 (регулятора убиквитинирования 
и противоопухолевой активности), HMP19 (супрессора рака поджелудочной железы), 
PPP1R9A (белка NRB1, который играет ключевую роль в формировании синапсов) 
и ряда других генов, кодирующих различные по функциям белки в мозге [29].

МЕТИЛИРОВАНИЕ ДНК В ГЕНОМЕ ЗЕБРАДАНИО ПРИ МОДЕЛИРОВАНИИ 
БОЛЕЗНЕЙ МОЗГА

Зебраданио являются логичной моделью для изучения метилирования ДНК, по-
скольку основные эпигенетические механизмы эволюционно консервативны у всех 
позвоночных [30] (рис. 3). На данный момент существуют данные о влиянии метили-
рования ДНК на развитие нервной системы зебраданио, миелинизацию олигодендро-
цитов и дифференцировку нервных клеток при развитии нервной трубки (снижение 
метилирования ДНК и гиперацетилирование H3K27 под воздействием морфина) [31]. 
Также показана зависимость метилирования ДНК и нейропротекции, нейропластич-
ности (снижение выработки нейротрофина BDNF под воздействием морфина), про-
лиферации нейронных предшественников (в результате дисфункции лизин(К)-метил-
трансферазы 2А, KMT2A, поддерживающей экспрессию различных генов), а также 
опухолеобразования в ЦНС зебраданио (в связи с нарушением экспрессии генов MYCN 
и ALK, кодирующих протоонкогенный белок N-myc и рецепторную тирозинкиназу со-
ответственно) [31].
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Рис. 3. Воздействие факторов среды на изменение экспрессии генов при метилировании ДНК в основных 
клеточных типах мозга зебраданио.
TET – Tet-метилцитозин-диоксигеназы, ферменты деметилирования генома; DNMTs – ДНК-метилтрансфе-
разы, ферменты метилирования генома (см. также рис. 1 и 2).

С использованием зебраданио также изучаются нарушения эпигенетических меха-
низмов у потомства, подвергшегося, например, воздействию этанола в эмбриогенезе 
[32], и моделируется тревожно-подобное поведение у рыб с применением полицикли-
ческих ароматических углеводородов (ПАУ) [33]. Также на зебраданио был успешно 
смоделирован фетальный вальпроатный синдром – нарушение развития нервной сис-
темы плода под действием ингибитора деацетилаз гистонов вальпроата натрия, сим-
птомы которого напоминают аутизм, а патофизиологические механизмы мало изучены. 
В частности, был исследован серотонергический дефицит, характерный для данного 
синдрома и установлена его связь с нарушением пронейрального гена Ascl1 [34].

Зебраданио активно применяются для изучения роли метилирования ДНК в патоге-
незе сложных полигенных психических расстройств (см. примеры на рис. 4). Посколь-
ку шизофрения у человека связана с однонуклеотидными полиморфизмами в гене β2 
субъединицы рецептора гамма-аминомасляной кислоты (ГАМК) типа А (GABRB2), 
проявление шизофренических симптомов (социальная изоляция и нарушение когни-
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тивной функции) у зебраданио моделируется введением I-метионина (MET). При этом 
значительно повышается уровень метилирования ДНК в целом и промотора gabrb2 
в частности, что повторяет патологическую картину, наблюдаемую post mortem в ткани 
головного мозга пациентов с шизофренией [35]. Также созданы модели нейродегенера-
тивных заболеваний зебраданио, например, фармакологические модели паркинсонизма 
с применением 1-метил-4-фенилпиридиния (МРР+) [36], которые показали нарушение 
эпигенетических механизмов и терапевтическую эффективность транс-2-фенилцикло-
пропиламина, ингибитора ферментов деметилирования гистонов [37].

Группа цитидиндезаминаз AID/APOBEC представляет собой семейство белков, 
которые способны вносить мутации в ДНК и РНК [38]. AID/APOBEC обеспечивают 
дезаминирование амина до карбонильной группы и превращение 5-метилцитозина 
в тимин, что является одним из механизмов активного деметилирования. Моделирова-
ние механизма действия комплекса AID/APOBEC на зебраданио продемонстрировало, 
что избыточная экспрессия AID/APOBEC способствует деметилированию ДНК у рыб, 
тогда как нокдаун или нокаут ингибирует деметилирование ДНК различных генов, не-
обходимых для клеточного перепрограммирования и развития [39, 40].

ПЕРСПЕКТИВНЫЕ НАПРАВЛЕНИЯ ИССЛЕДОВАНИЙ

Следует подчеркнуть, что клетки нервной системы, в отличие от других тканей ор-
ганизма, способны изменять паттерн метилирования в ходе развития, что важно для 
обеспечения процессов обучения и памяти. Поэтому нарушения механизмов метили-
рования ДНК приводят к нарушениям когнитивной деятельности мозга. Среди заболе-
ваний ЦНС, ассоциированных с нарушением метилирования ДНК (табл. 1), также от-
мечают синдром Ретта (вызывается мутацией в метил-связывающем белке MeCP2 [41]) 
и наследственную сенсорную и автономную нейропатию типа 1, которая во взрослом 
возрасте развивается в деменцию и потерю слуха (результат аутосомно-доминантной 
мутации в N-концевом регуляторном домене Dnmt1 [42]). Также с нарушениями ме-
тилирования ДНК связаны синдром Мартина – Белл или синдром ломкой Х-хромо-
сомы (результат аномального метилирования тринуклеотидного повтора в гене FMR1 
на хромосоме X, который является распространенной формой умственной отсталости 
[43]), а также синдромы Прадера – Вилли и Ангельмана, которые возникают в резуль-
тате неправильного метилирования импринтированного аллеля и проявляются в виде 
значительных психических нарушений [44]. Поскольку неправильная экспрессия или 
дисфункция даже одного гена влекут за собой значительные нарушения в деятельнос-
ти мозга, важность понимания механизмов влияния метилирования ДНК на экспрес-
сию генов ЦНС сложно переоценить.

Как уже отмечалось, факторы окружающей среды существенно влияют на эпиге-
нетические механизмы, в том числе метилирования ДНК. Например, модулирующим 
метилирование ДНК эффектом обладает воздействие наркотических веществ [45, 46], 
этанола [47], а также ряда лекарственных препаратов [48]. Другим таким средовым 
фактором является стресс. Например, повышение метилирования промотора глюко-
кортикоидного рецептора при неонатальном стрессе у мышей, приводящее к сниже-
нию его экспрессии, напоминает сходные изменения и у детей, подвергавшихся жесто-
кому обращению [49], а также у пациентов с шизофренией, депрессией и биполярным 
расстройством [50]. В связи с этим изучение фармакогенной и стресс-индуцированной 
модуляции метилирования ДНК в мозге зебраданио представляется крайне интерес-
ной и перспективной темой.

В целом зебраданио являются ценным трансляционным объектом для моделирова-
ния генетических нарушений человека и при этом практически не уступают грызунам 
в потенциале воспроизведения психических расстройств [51, 52]. Хотя эпигенетиче-
ские процессы у зебраданио пока еще слабо изучены, применение этих модельных 
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объектов для исследований эпигенома и его влияния на долгосрочную жизнедеятель-
ность организма имеет значительный потенциал. В первую очередь необходимы ис-
следования эпигенетических механизмов развития нормального мозга зебраданио, 
а именно процессов формирования эпигенома и его влияния на развитие различных 
типов нейронов, формирование нейронных сетей и функцию мозга в целом в различ-
ные периоды жизни организма. Одним из дальнейших направлений является развитие 
технологий, чувствительных ко всем формам цитозина – как к 5-метилцитозину, так 
и к 5-гидроксиметилцитозину [53], и анализ изменений в клеточных процессах, выз-
ванных их накоплением.

Отдельным направлением исследований роли метилирования ДНК в ЦНС зебра-
данио является уточнение влияния эпигенетических факторов на формирование орга-
низма. Известно, что перинатальный период является критическим для нормального 
развития мозга [54], поэтому исследования метилирования ДНК и других эпигенети-
ческих изменений во время этого периода и их связи с последующим развитием за-
болеваний мозга особенно важны. Хотя канонические функции метилирования ДНК 
в значительной степени консервативны, наблюдается широкий спектр уровней и пат-
тернов метилирования ДНК у различных видов. В связи с этим перспективным являет-
ся сравнительный анализ паттернов метилирования ДНК у позвоночных, в частности 
у грызунов и зебраданио, поскольку понимание этих межтаксонных различий может 
привести к выявлению новых эволюционных аспектов регуляции генов ЦНС.

Важнейшим аспектом изучения регуляции экспрессии генов является размер ге-
нома. Зебраданио и грызуны имеют существенные различия в объеме генетической 
информации, которые могут влиять на разнообразие генов, их расположение и функ-
циональные характеристики. Больший размер генома может предоставить дополни-
тельные возможности для эволюции и разнообразия, в то время как меньший размер 
генома может подразумевать более эффективную организацию генетической информа-
ции. Организация геномных участков также играет решающую роль в функциониро-
вании клеток.

У зебраданио и грызунов имеются различия в структуре хромосом, расположении 
генов и других функциональных элементов. Зебраданио и грызуны также проявляют 
различия в паттернах метилирования ДНК, что может сказываться на фенотипе и спе-
цифических биологических процессах. Так, сравнительный анализ профилей метили-
рования ДНК клеток мозга мышей и зебраданио показал, что в среднем в мозге мыши 
метилированы 24% CpG, в то время как у зебраданио 70% [55]. Эти данные подтвер-
ждают, что метилирование ДНК является видоспецифичным. Кроме того, до недавнего 
времени многие исследования метилирования ДНК фокусировались на таких облас-
тях, как острова CpG (CGI) и сайты начала транскрипции (TSS), и лишь немногие 
недавние исследования занимались изучением метилирования ДНК в других геном-
ных элементах, таких как интергенные регионы и энхансеры (рис. 4). Тем не менее на 
зебраданио показана положительная корреляция между деметилированием ДНК в эн-
хансерах и уровнем экспрессии близлежащих генов [56].

Именно за счет высокого распространения интергенных регионов у зебраданио 
также значительно выше общий уровень метилирования ДНК, чем у мышей [55], что 
соответствует наличию большего количества транспозонов в интергенных регионах ге-
нома зебраданио по сравнению с геномом мыши. Так, учитывая размер генома и долю 
повторяющихся последовательностей, транспозоны могут составлять до 52% генома 
зебраданио и 45% генома мыши [57]. Понимание различий в регуляции генов между 
зебраданио и грызунами, в том числе на уровне метилирования ДНК, может пролить 
свет на молекулярные основы их биологических отличий, включая ЦНС, а дальнейшие 
исследования в этой области могут открыть новые перспективы для разработки мето-
дов лечения и профилактики заболеваний, связанных с нарушением экспрессии генов 
ЦНС.
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Рис. 4. Влияние метилирования промотеров маркерных генов на развитие фенотипов ЦНС зебраданио.
Гиперметилирование промотера гена глюкокортикоидного рецептора nr3c1 изменяет его экспрессию и, как 
следствие, нормальное функционирование гипоталамо-гипофизарно-надпочечниковой оси, усиливая тре-
вожно-подобное поведение рыб [58]. Недостаток метилирования промотера гена гамма-рецептора, активи-
руемого пролифератором пероксисом (pparg), ключевого транскрипционного фактора, который контроли-
рует экспрессию многих нижестоящих генов, участвующих в процессах липидного транспорта, биогенеза 
и липолиза, приводит к увеличению экспрессии pparg. В свою очередь, это вызывает быстрое накопление 
АТФ и аномальное повышение локомоторной активности мальков зебраданио [59]. В механизме патогенеза 
нарушения памяти важную роль играет глутаматный ионотропный рецептор и его субъединица 1 (grin1), 
промотор гена которой под воздействием никотина гиперметилируется у рыб (и у крыс), что приводит к по-
давлению экспрессии контролируемого им гена и ухудшению памяти зебраданио [60].

Анализ половых различий ЦНС зебраданио [61] является еще одним важным направле-
нием исследований с точки зрения растущего признания роли половых различий как в функ-
ционировании нормального мозга человека, так и при его патологии [62], а также данных 
о половых различиях в метилировании ДНК в мозге человека [63] и зебраданио [64]. Еще 
одним важным направлением исследований метилирования ДНК в ЦНС зебраданио явля-
ется изучение эффектов различных нейротропных препаратов и токсинов на экспрессию 
генов ДНК-метилтрансфераз и деметилаз в мозге рыб, синтез самих белков данных фер-
ментов, а также оценка их энзиматической активности. Например, ареколин – природный 
психоактивный алкалоид с частичным агонизмом к никотиновым и мускариновым ацетил-
холиновым рецепторам – при хроническом введении вызывает анксиолитическое действие 
на поведение рыб на фоне повышения экспрессии генов в мозге. Это указывает на вовле-
чение эпигенетической регуляции посредством метилирования ДНК в долговременные эф-
фекты ареколина [65]. Таким образом, можно выделить как минимум несколько различных 
механизмов, связанных с метилированием ДНК, благодаря которым тот или иной нейро-
тропный препарат может оказать влияние на ЦНС (табл. 3). С учетом высокой пропускной 
способности зебраданио в качестве скрининговой модели, тестирование данных препара-
тов на зебраданио может привести к выявлению новых классов фармакологических препа-
ратов, подавляющих или, наоборот, усиливающих метилирование ДНК в ЦНС.
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Таблица 3. Некоторые возможные механизмы действия нейротропных препапатов на процессы 
метилирования ДНК в ЦНС

Возможный механизм действия
Прямое ингибирование или активация ДНК-метилтрансфераз
Активация или подавление экспрессии генов ДНК-метилтрансфераз
Активация или подавление синтеза ДНК-метилтрансфераз
Прямое ингибирование или активация деметилаз
Активация или подавление экспрессии генов деметилаз
Активация или подавление синтеза деметилаз
Прямое ингибирование или активация CpG-связывающих белков
Активация или подавление экспрессии генов CpG-связывающих белков
Активация или подавление синтеза CpG-связывающих белков
Прямое ингибирование или активация ацетил- и деацетилтрансфераз*
Активация или подавление экспрессии ацетил- и деацетилтрансфераз*
Активация или подавление синтеза ацетил- и деацетилтрансфераз*
Модуляция других эпигенетических процессов, косвенно влияющих на метилирование ДНК

Примечание. *Данные механизмы влияют на ацетилирование и деацетилирование гистонов, но связаны 
с метилированием ДНК косвенно, поскольку обусловленная им модификация гистонов влияет на уровень 
экспрессии генов (см. рис. 1).

Традиционно считается, что увеличение метилирования CpG-островков в промотор-
ных участках генов приводит к подавлению их экспрессии, а уменьшение метилирова-
ния, напротив, к ее усилению. Например, увеличение метилирования CpG в промотор-
ной области гена мозгового нейротрофина (BDNF) коррелирует с пониженным синтезом 
BDNF в нейронах мышей [66]. При этом для других геномных областей нет опреде-
ленной связи с уровнем метилирования ДНК и направлением изменения экспрессии 
генов [67]. Так, различные ассоциации метилирования ДНК и тяжелых депрессивных 
расстройств человека встречаются в регионах вне промотора (например, общее гипоме-
тилирование гена синапсина (SYN2) при депрессии [68, 69]). Исследования расстройств 
аутистического спектра (РАС) с помощью полногеномного секвенирования с бисульфид-
ной конверсией плаценты матерей, у чьих детей впоследствии развилось РАС, выявили 
изменение метилирования ранее неохарактеризованной некодирующей области NHIP 
(РНК-гена, «индуцируемого нейрональной гипоксией, ассоциированного с плацентой») 
[70]. Эти данные показывают, что связь между метилированием ДНК и нарушениями 
развития ЦНС разнообразна и затрагивает регионы по всему геному, а не только коди-
рующие участки. Помимо блокировки факторов транскрипции при метилировании ДНК 
(рис. 1), еще один механизм эпигенетической регуляции основан на гидроксилировании 
5-метилцитозина под действием ферментов – деметилаз TET (рис. 2) [70, 71]. В настоя-
щее время обычно не делают акцент на различиях между метилированием и гидрокси-
метилированием ДНК, измеряя обе модификации без разбора. Поэтому в дальнейших 
исследованиях метилирования ДНК [72] в мозге зебраданио важно раздельно изучать 
эти два процесса и их индивидуальный вклад в модуляцию ЦНС.

Наконец, метилирование ДНК вне CpG областей наиболее часто встречается в ней-
ронах и глиальных клетках млекопитающих (в частности, у мышей и человека), пред-
ставляя собой редкое явление в лобной коре у плода человека, но значительно усили-
вающееся на более поздних стадиях жизни на фоне развития синапсов и увеличения 
синаптической плотности [73]. Метилирование ДНК не-CpG островков может играть 
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важную роль в регулировании генной активности и продолжаться во взрослом мозге, 
действуя подобно метилированию CpG в подавлении транскрипции [74]. Например, 
связывание классического MBP MeCP2 с неметилированными последовательностями 
ДНК имеет решающее значение для экспрессии BDNF, как показано в модели синдро-
ма Ретта у мышей [75]. В связи с этим исследование данного вопроса с использовани-
ем моделей на зебраданио может быть актуальным и важным.

Анализ метилирования ДНК в ЦНС зебраданио также имеет значение при исследова-
нии роли гормональной (например, стероидной) регуляции, а также действии различных 
эндокринных дизрапторов (ЭД). В частности, метилирование фланкирующего фрагмен-
та гена вителлогенина 1 в мозге зебраданио оказывается чувствительным к хроническо-
му действию эстрогена [76]. Промотор гена гонадолиберина 3 (GnRH3) в теленцефалоне 
и обонятельной луковице зебраданио обнаруживает паттерн гиперметилирования при 
действии дексаметазона [77]. Действие органофосфата TDCIPP на личинок зебраданио 
приводит к повышенному тревожно-подобному поведению у рыб во взрослом возрасте 
на фоне усиления экспрессии генов трех ДНК-метилтрансфераз, а также гиперметили-
рованию промоторов генов BDNF и дофаминового рецептора D4b в мозге самок (но не 
самцов) рыб [78], тем самым демонстрируя зависимые от пола токсичные эффекты на 
ЦНС. Эпигенетическая регуляция у зебраданио при действии ряда таких веществ мо-
жет также носить трансгенерационный характер. Например, ЭД микроцистин-лейцин-
аргинин усиливает метилирование промоторов (и соответственно, снижает экспрессию) 
генов нейротрофического фактора мозга BDNF и глутамат-карбоксилазы 1 в мозге у F1 
поколения при введении препарата особям F0 поколения [79].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Метилирование ДНК в мозге может изменять экспрессию генов ключевых сигналь-
ных молекул, рецепторов и факторов роста, влияя на структурные изменения в нейро-
нах и формирование новых синапсов, что напрямую связано с пластическими свойст-
вами мозга (рис. 2). Кроме того, метилирование ДНК играет ведущую роль в развитии 
мозга с самых ранних его этапов. Создан ряд генетических и фармакологических моде-
лей различных заболеваний, вызванных нарушениями метилирования ДНК у зебрада-
нио (рис. 3), в том числе при действии этанола, наркотических веществ и стресса. Зе-
браданио также широко применяются для моделирования психических (шизофрения, 
аутизм) и нейродегенеративных (паркинсонизм, деменция) заболеваний, связанных 
с нарушениями метилирования ДНК у человека. В целом моделирование нарушений 
метилирования ДНК на зебраданио является перспективным инструментом для изуче-
ния и понимания молекулярных механизмов эпигенетических нарушений в патогенезе 
ряда заболеваний, также предоставляя возможность разработки новых подходов к их 
диагностике и лечению. Накопленные знания о роли метилирования ДНК в ЦНС зебра-
данио создают основу для дальнейших трансляционных исследований в этой облас ти 
с целью поиска эффективных терапевтических стратегий.
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DNA methylation plays an important role in the regulation of gene expression. Disturbanc-
es in this process in the brain cause various neurological diseases, including autism, schiz-
ophrenia and mood disorders. Zebrafish (Danio rerio) are a promising model organism 
in biomedicine. Given high genetic and physiological homology with humans, studying 
genome methylation deficits in zebrafish can help to clarify the molecular processes un-
derlying etiology and pathogenesis of various neurological diseases, as well as to develop 
novel therapies. Here, we discuss the mechanisms of DNA methylation in the brain and 
the diseases associated with its dysregulation in humans, as well as their genetic and phar-
macological models in zebrafish. We also evaluate the limitations of zebrafish models and 
possible directions for further research in this field. Mounting evidence summarized here 
supports zebrafish as an effective model for elucidating the molecular mechanisms of brain 
pathologies associated with impaired DNA methylation.
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