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На протяжении последних десятилетий сайт-специфические ДНК-эндонуклеазы служат одним из
ключевых инструментов для изучения первичной структуры ДНК и генно-инженерных манипуля-
ций. В обзоре рассмотрены примеры использования этих ферментов при полногеномном анализе
ДНК человека, включающие применение эндонуклеаз рестрикции в пробоподготовке при секвени-
ровании на NGS-машинах, а также визуализацию расщепления ДНК-повторов рестриктазами.
Особый интерес представляют первые работы по применению ДНК-эндонуклеаз в быстро развива-
ющейся области эпигенетического анализа геномов, чему способствует недавнее открытие нового
класса ферментов – 5-метилцитозин-зависимых сайт-специфических ДНК-эндонуклеаз.
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Сайт-специфические ДНК-эндонуклеазы –
это ферменты, расщепляющие ДНК по опреде-
ленным последовательностям, называемым сай-
тами узнавания. Наиболее известными среди
этих ферментов являются эндонуклеазы рестрик-
ции II типа, первая из которых (HindII) была об-
наружена 45 лет назад [1] и которые сыграли
большую роль в развитии генной инженерии [2].
Использование эндонуклеаз рестрикции позво-
лило проводить фрагментацию протяженных ге-
номных ДНК и клонировать интересующие
фрагменты генома в различные векторные кон-
струкции. Несмотря на то что развитие ПЦР-тех-
нологий и методов полногеномного секвениро-
вания несколько снизило интерес к использова-
нию ферментов рестрикции, их значимость для
научных исследований остается высокой. В по-
следние годы наряду с эндонуклеазами рестрик-
ции успешное применение в исследованиях и
практическом использовании нашли и другие
сайт-специфические ДНК-эндонуклеазы, такие
как ДНК-никазы [3], интрон-кодируемые нукле-
азы [4], ферменты TALEN [5], CRISPR-системы
[6] и, наконец, метилзависимые сайт-специфиче-
ские ДНК-эндонуклеазы [7]. Однако пока только
эндонуклеазы рестрикции и метилзависимые
сайт-специфические ДНК-эндонуклеазы нашли
свое применение в полногеномном анализе ДНК.

ГИДРОЛИЗ ГЕНОМНОЙ ДНК ЧЕЛОВЕКА 
ЭНДОНУКЛЕАЗАМИ РЕСТРИКЦИИ

Рестрикционный анализ ДНК in vitro и in silico
Применение эндонуклеаз рестрикции для ана-

лиза геномных ДНК началось сразу же после от-
крытия этих ферментов [8]. Как правило, геном-
ная ДНК эукариот имеет существенные размеры,
в частности геном человека составляет ~3.2 млрд
пар оснований (пн) [9, 10]. Как показали перво-
начальные исследования свойств ДНК, в частно-
сти изучение кинетики реассоциации ДНК, ге-
ном млекопитающих и человека содержит повто-
ряющиеся последовательности ДНК, или так
называемые ДНК-повторы [11, 12]. Разработан-
ные методы секвенирования позволили опреде-
лить нуклеотидный состав этих фрагментов и
установить консенсусные структуры основных
ДНК-повторов в геноме человека, таких как Alu,
LINE1, разновидностей тандемных повторов сател-
литной ДНК и др. [13]. Из-за наличия множества
копий этих фрагментов в геноме при расщеплении
ДНК человека рестриктазами, имеющими сайты
узнавания в тех или иных ДНК-повторах, карти-
на электрофореза продуктов ферментативного
гидролиза в агарозном или акриламидном геле
должна будет содержать характерные полосы.

С появлением первых результатов секвениро-
вания ДНК-повторов в геноме человека стало
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возможным проведение рестрикционного анали-
за геномной ДНК in silico, т.е. получение теорети-
ческой картины расщепления ДНК по определен-
ной короткой последовательности ДНК, являю-

щейся сайтом узнавания одной из рестриктаз.
Такая работа по установлению сайтов узнавания
рестриктаз MspI, HinfI и TaqI на секвенированных
к тому времени участках ДНК человека с суммар-
ной длиной 500 млн пн была осуществлена в ра-
боте Федоровой и др. [14] и позволила получить
первые теоретические картины распределения
длин фрагментов геномной ДНК человека.

С завершением проекта “Геном человека” и
установлением практически всей структуры ге-
номной ДНК появились возможности проведе-
ния полноценного рестрикционного анализа
всей геномной ДНК человека in silico. Для успеш-
ного проведения работы по получению теорети-
ческой картины расщепления геномной ДНК на
стандартном офисном компьютере нами было
разработано специальное программное обеспече-
ние GenomeDivider, позволяющее последователь-
но анализировать структуру ДНК всех хромосом
[15], и была показана применимость этого подхо-
да при анализе геномов мыши и крысы [16, 17]. В
работе [18] были получены теоретические карти-
ны распределения фрагментов геномной ДНК
человека по 15 сайтам узнавания различных эндо-
нуклеаз рестрикции, а также получены экспери-
ментальные картинки гидролиза суммарной лей-
коцитарной ДНК человека соответствующими
рестриктазами. На рис. 1 показан пример рас-
щепления геномной ДНК человека ферментами
Bst2UI и Msp20I в виде электрофореграммы в
сравнении с расчетной диаграммой распределе-
ния фрагментов ДНК.

Поскольку именно расщепление ДНК-повто-
ров дает видимый электрофоретический набор по-
лос после гидролиза геномной ДНК, мы предложи-
ли проводить рестрикционный анализ in silico не
всей геномной ДНК человека, а только тех
ДНК-повторов, которые представлены в геноме
человека в наибольшем количестве копий. Для
этого мы использовали полные выборки анноти-
рованных Alu и LINE1 повторов [19] и на рис. 2
показаны сравнительные результаты рестрикци-
онного анализа in silico как всей геномной ДНК
человека, так и отдельно Alu и LINE1 повторов.
Представленные данные подтверждают сделан-
ное ранее заключение, что расщепление именно
ДНК-повторов дает основной вклад в выявляе-
мые электрофорезом фрагменты ДНК.

Использование эндонуклеаз рестрикции
в пробоподготовке при фрагментации 

геномной ДНК человека в NGS
При секвенировании геномной ДНК на

NGS-машинах необходимо проводить предвари-
тельную фрагментацию геномной ДНК. Для этих
целей обычно используются ультразвуковая об-
работка, неспецифические ДНК-эндонуклеазы
(“shearase” от ZymoResearch и “fragmentase” от

Рис. 1. Сравнение экспериментальных картин гидро-
лиза геномной ДНК человека (вверху) с теоретиче-
скими диаграммами распределения суммарных длин
фрагментов (внизу) для эндонуклеаз рестрикции Bst2UI
(сайт узнавания CCWGG) и Msp20I (TGGCCA). Мар-
керы длин фрагментов “pUC19/MspI” (М1) и “SE 1kB”
(М2). Справа указаны длины видимых фрагментов в пн.
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Рис. 2. Диаграммы распределения суммарных длин Bst2UI- и Msp20I-фрагментов для всего генома и повторов се-
мейств Alu и LINE1. По оси абсцисс – длина геномного фрагмента в пн; по оси ординат – суммарное количество пар
нуклеотидов во всех фрагментах данной длины. Указаны длины фрагментов (пн), соответствующие основным пикам.
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New England Biolabs) или фрагментация с помо-
щью транспозосом [20]. Однако эндонуклеазы
рестрикции также могут успешно применяться
для решения ряда задач при пробоподготовке к
NGS. Так, использование ферментов рестрикции
подтипа IIG позволило создать модифицирован-
ный транспозосомный метод для пробоподготов-
ки пикограммных количеств геномной ДНК [21].

Для создания PET-библиотек (paired-end tag)
используются эндонуклеазы MmeI и EcoP15I,
вносящие разрывы в двуцепочечную ДНК на рас-
стояниях 18/20 и 25/27 от сайта узнавания, соот-
ветственно. Такие значительные расстояния до
точек гидролиза дают возможность точного кар-
тирования образуемых концов фрагментов (тэ-
гов) при ресеквенировании геномов. PET-секве-
нирование успешно применяется для повышения
качества de novo сборок геномов, для локализации
сайтов связывания факторов транскрипции, а
также для изучения пространственной организа-
ции хроматина [22].

Широкое применение ферменты рестрикции
находят в полногеномном поиске молекулярных
маркеров для исследований в области популяци-
онной и адаптационной генетики. Геномы раз-
ных людей могут различаться по нескольким
миллионам нуклеотидов [23], часть из которых
входит в сайты узнавания коммерчески доступ-
ных ферментов. Сравнение секвенированных ре-
стрикционных фрагментов из различных групп
организмов позволяет легко выявлять фрагмен-
ты, свойственные лишь одной из исследуемых
групп и тем самым обнаружить нуклеотидные
различия. Выявленные отличия могут быть в
дальнейшем использованы как для разработки
методик ПДРФ (полиморфизм длин рестрикци-
онных фрагментов), так и конструирования
ДНК-чипов для проведения генотипирования.
Такой подход не требует обязательного сравне-
ния со структурой референсного генома, как и
проведения сборки секвенируемых геномов, что
упрощает проведение биоинформатического ана-
лиза. Использование специальных олигонуклео-
тидных индексов (баркодов) для различения
фрагментов из разных геномов дает возможность
секвенирования нескольких образцов в ходе од-
ного эксперимента, что существенно удешевляет
процесс поиска специфических маркеров [24].

ЭПИГЕНЕТИЧЕСКИЙ АНАЛИЗ
ГЕНОМА – АНАЛИЗ МЕТИЛИРОВАНИЯ
ГЕНОМНОЙ ДНК С ПОМОЩЬЮ САЙТ-

СПЕЦИФИЧЕСКИХ ДНК-ЭНДОНУКЛЕАЗ

Анализ метилирования геномной ДНК
с помощью эндонуклеаз рестрикции

Эндонуклеазы рестрикции, во множестве об-
наруживаемые у микроорганизмов, представляют

часть бактериальной системы рестрикции–мо-
дификации. Другим обязательным компонен-
том таких систем являются ДНК-метилтрансфе-
разы, которые метилируют хозяйскую ДНК по
сайтам узнавания эндонуклеаз рестрикции и тем
самым препятствуют ее расщеплению [25]. Ме-
тилчувствительность ферментов рестрикции да-
ет возможность их применения в изучении мети-
лирования ДНК. Благодаря зависимости от ме-
тилирования ДНК эти ферменты позволяют
дискриминировать модифицированные сайты
узнавания от немодифицированных, что, види-
мо, является наиболее простым способом опреде-
ления статуса метилирования генов и иных функ-
ционально значимых участков генома (например,
регуляторных участков и CpG-островков) [26].

Метилирование ДНК широко распространено
в природе и играет важную роль в функциониро-
вании как прокариотических, так и эукариотиче-
ских клеток [27, 28]. У бактерий известны три ти-
па подобных модификаций: метилирование аде-
нина в положении N6 и метилирование цитозина
в положениях N4 и C5 [29]. У высших эукариот ос-
новным является метилирование цитозинов в по-
ложении C5, причем у млекопитающих 5-метил-
цитозины обычно входят в состав динуклеотидов
CG. У растений, кроме CG-сайта, также часто
происходит метилирование сайта CNG. Вместе с
другими эпигенетическими процессами метили-
рование ДНК оказывает влияние на регуляцию
генной активности, обеспечивая дифференциа-
цию клеток и поддержание их тканеспецифиче-
ской функциональности [30]. Существенные из-
менения в метилировании генома наблюдаются
при канцерогенезе и ряде других заболеваний, а
также при старении, что приводит к нарушению
нормального протеомного баланса и развитию
патологических процессов [31–35].

Наиболее полная информация о положении
метилированных цитозинов в геномах может
быть получена при изучении геномной ДНК,
предварительно обработанной бисульфитом на-
трия (метод WGBS, Whole Genome Bisulphite Se-
quencing) [36]. Такая обработка приводит к заме-
щению неметилированных цитозиновых остат-
ков на урациловые (бисульфитная конверсия).
Секвенирование полученных продуктов и срав-
нение с референсными последовательностями
позволяет определить точные позиции всех мети-
лированных и неметилированных цитозинов в
геноме. Недостатками такого подхода являются
высокая степень деградации ДНК во время обра-
ботки в жестких условиях (до 90%), часто наблю-
даемая неполнота конверсии и значительная сто-
имость эксперимента [37]. С целью упрощения
анализа данных и снижения стоимости также ис-
пользуется метод RRBS (Reduced Representation
Bisulphite Sequencing), в котором геномная ДНК
предварительно расщепляется эндонуклеазой
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MspI (или BglII). Из гидролизата затем отбирается
фракция фрагментов определенного диапазона
длин, содержащая значительное число геномных
CpG-островков. Это позволяет достичь высокой
степени покрытия участков, значимых для ген-
ной регуляции, в ходе одного эксперимента [38].

В отличие от бисульфитного секвенирования
полногеномные методы анализа, основанные на
ферментативном расщеплении ДНК, не дают де-
тальной и полной картины расположения всех
метилированных цитозинов, а ограничены спе-
цифическими сайтами узнавания эндонуклеаз
[39–42]. Тем не менее объем получаемой инфор-
мации вполне достаточен для определения стату-
са метилирования большей части генов.

На ранних этапах изучения метилирования ге-
номной ДНК, до тех пор, пока не появились до-
ступные секвенирующие машины NGS, использо-
вались методы, основанные на электрофоретиче-
ском разделении рестрикционных фрагментов и
сравнении получаемых картин для разных геномов.
Так, в методе RLGS (Restriction Landmark Ge-
nomic Scanning), разработанном еще до определе-
ния первичных структур геномов, проводится
расщепление исследуемой и контрольной геном-
ных ДНК метилчувствительной эндонуклеазой
рестрикции и продукты гидролиза разделяются
двумерным электрофорезом в геле [43]. Получен-
ные картины представляют собой наборы пятен,
сравнение которых позволяет выявить фрагмен-
ты, присутствующие лишь на одном геле. В более
поздних методах MS-AP-PCR (Methylation-Sensi-
tive Arbitrarily Primed Polymerase Chain Reaction)
[44] и AIMS (Amplification of Inter-Methylated
Sites) [45, 46] вводится дополнительная стадия об-
работки рестрикционных фрагментов – пришив-
ка адаптерных олигонуклеотидов к их концам.
Праймер для последующей ПЦР на 5'-конце в ос-
новном соответствует последовательности адап-
тера, но несколько нуклеотидов на его 3'-конце
могут быть выбраны любыми. Это дает возмож-
ность ограничения числа амплифицируемых
фрагментов, что необходимо для получения от-
четливой картины разделения при обычном гель-
электрофорезе. Достоинством перечисленных
методов, хотя они и несколько устарели, является
возможность анализа геномов с еще неустанов-
ленной нуклеотидной последовательностью с це-
лью поиска различно метилированных участков.
Однако эти способы эпигенетического исследо-
вания геномов требуют обязательного использо-
вания контрольной ДНК для сравнения, а для
установления позиций метилирования необходи-
ма также элюция фрагментов из геля и их секве-
нирование.

В последнее время в эпигенетических исследо-
ваниях геномов также активно используются
ДНК-чиповые технологии. Хотя коммерчески

доступные варианты микрочипов, такие как
Roche NimbleGen и Illumina Infinium Human-
Methylation450 BeadChip, позволяющие прово-
дить анализ статуса метилирования сотен тысяч
CG-сайтов в одном эксперименте, основаны на
бисульфитной конверсии, но возможно и созда-
ние подобных систем на основе применения па-
ры эндонуклеаз рестрикции – изошизомеров
[47], один из которых является метилчувствитель-
ным. Хорошо известные ферменты HpaII и MspI
узнают одну и ту же последовательность CCGG,
но MspI расщепляет сайт C(5mC)GG, а HpaII –
нет. Чип, разработанный для анализа HpaII/MspI-
фрагментов генома, позволил определить статус
метилирования промоторных регионов 8091 ге-
нов [48] и при этом современные технологии
предоставляют возможность значительно увели-
чить число анализируемых сайтов. К общим не-
достаткам ДНК-чиповых технологий относятся
произвольный и ограниченный выбор анализи-
руемых позиций, трудности в выборе праймеров,
специфических лишь для анализируемых участ-
ков генома, а также необходимость дополнитель-
ного дорогостоящего оборудования, способного
считывать данные с микрочипов. Но, с другой
стороны, простота и скорость анализа, а также
возможность будущего сосредоточения чипов
следующих поколений на анализе лишь опреде-
ленных функционально значимых частей генома
являются, несомненно, их важным преимуще-
ством.

Современные NGS-технологии становятся все
более доступными и также успешно применяются
для проведения эпигенетического анализа гено-
мов. Так, метод HELP, изначально разработанный
и использованный для проведения микрочиповых
исследований метилирования генома мыши, был
адаптирован для проведения массового парал-
лельного секвенирования геномной ДНК лим-
фобластоидной клеточной линии человека [49].
Для проведения секвенирования использовались
HpaII и MspI гидролизаты одного образца геном-
ной ДНК. Картирование фрагментов на рефе-
ренсный геном и сравнение полученных позиций
гидролиза между собой помогли выявить как ме-
тилированные, так и неметилированные сайты
CCGG в геноме клеточной линии. Сходными,
также основанными на использовании пары
HpaII/MspI для пробоподготовки, методами ана-
лиза метилирования являются MSCC [50] и
Methyl-seq [51].

Очевидно, что методы, основанные на сайт-
специфическом расщеплении эндонуклеазами
рестрикции, так же как и микрочиповый анализ,
относятся к методам “низкого разрешения”, не
позволяющим охватить все CG-сайты генома.
Для более полного изучения метилирования ге-
номных ДНК предложен метод Methyl-MAPS
[52]. Выбранная авторами стратегия пробоподго-
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товки для секвенирования заключалась в исполь-
зовании пяти метилчувствительных эндонуклеаз
рестрикции, а также метилзависимой нуклеазы
McrBC для селекции неметилированных участ-
ков генома. Такой подход, хотя и является доста-
точно трудоемким и дорогостоящим, позволил
оценить статус метилирования 81.4% из ~28 млн
сайтов CG в геноме человека.

Анализ метилирования геномной ДНК с помощью 
сайт-специфических метилзависимых

ДНК-эндонуклеаз
5-Метилцитозин-зависимые сайт-специфиче-

ские ДНК-эндонуклеазы, которые узнают и рас-
щепляют только метилированную ДНК и, как
выяснилось в последние годы, широко распро-
странены у бактерий, могут существенно расши-
рить возможности эпигенетических исследова-
ний [7, 53]. Это касается как локус-специфиче-
ского определения статуса метилирования
регуляторных участков генов [54, 55], так и пол-
ногеномного анализа метилирования.

Одним из первых открытых ферментов этой
группы является McrBC [56], узнающий последо-
вательность R(5mC)N40-3000R(5mC). Однако вари-
абельность расстояния между двумя частями сай-
та узнавания и отсутствие определенности для
позиции расщепления не дают возможности точ-
ной локализации метилированных сайтов с по-
мощью секвенирования McrBC-фрагментов.

Одну из подгрупп метилзависимых эндо-
нуклеаз составляют ферменты, способные вно-
сить двуцепочечные разрывы в стороне от сайта

узнавания. В частности, к ним относится фер-
мент MspJI, узнающий последовательность
(5mC)NNRN(9/13). Поскольку в ДНК млекопи-
тающих метилированный цитозин входит в со-
став динуклеотида CG, в котором метилируется
также цитозин в составе CG-динуклеотида на
нижней цепи, то при расщеплении геномных
сайтов YN(5mC)GNR происходит образование
фрагментов с преобладающей длиной 32 пн. Та-
кие короткие фрагменты могут быть отсеквени-
рованы с помощью NGS-машины ABI SOLID и
центрально расположенный в них CG-сайт укажет
на присутствие метильной метки в нем. Пробное
секвенирование такого рода, проведенное в работе
[57], позволило картировать ~10.4 млн позиций
метилированных CG-сайтов, однако более глубо-
кий анализ для определения статуса метилирова-
ния генов не был проведен. Возможно, это связа-
но с тем, что среднее покрытие секвенированных
участков оказалось небольшим (5×) и наиболее
хорошо покрытые участки относились к повторя-
ющимся элементам ДНК.

Недавно нами было проведено секвенирова-
ние фрагментов генома, образованных при гид-
ролизе ДНК метилзависимой эндонуклеазой
GlaI, на NGS-приборе Illumina MiSeq [58]. Из
всех доступных ферментов этой группы GlaI
представляется наиболее подходящим для прове-
дения эпигенетических исследований. GlaI рас-
щепляет ДНК с образованием тупых концов, а его
сайт узнавания R(5mC)GY включает в себя ди-
нуклеотид CG и при этом исходный сайт RCGY
является оптимальным субстратом для de novo ме-
тилтрансфераз DNMT3a и DNMT3b человека

Рис. 3. Диаграммы распределения количеств достоверно покрытых участков и элементов геномной ДНК для хромо-
сомы 1 (по стандартной аннотации к референсному геному). Вверху показана цитологическая карта хромосомы 1. В
скобках приведено общее количество участков или элементов генома для данной хромосомы.
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[59]. Для того чтобы избежать значительной при-
меси повторяющейся ДНК в секвенируемых
фрагментах, предварительно были проведены
теоретические расчеты длин фрагментов, образу-
ющихся при расщеплении основных ДНК-по-
второв (Alu, LINE1, satDNA). Этот теоретический
анализ позволил определить, что большая часть
GlaI-гидролизованных фрагментов из ДНК-по-
второв имеет размер до 140 пн. Поэтому для се-
квенирования была отобрана фракция GlaI-фраг-
ментов геномной ДНК клеточной линии Raji
длиной 140–400 пн. Проведенное картирование
секвенированных участков генома показало
(рис. 3), что наибольшее покрытие достигнуто
для зон расположения функционально значимых
частей генома (генов, CpG-островков и белок-
кодирующих участков). Сравнение полученных
данных с результатами ранее проведенных локус-
специфических исследований метилирования ре-
гуляторных участков ряда генов-онкосупрессо-
ров [54, 55, 60] выявило их хорошую сходимость.
Таким образом, секвенирование GlaI-фрагмен-
тов также может быть использовано для проведе-
ния полногеномного эпигенетического анализа.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В работах по изучению ДНК человека исполь-
зуются различные сайт-специфические ДНК-эн-
донуклеазы, однако их применение в основном
связано с изучением какого-то конкретного
участка генома и таким образом имеет локальный
характер. Из всех типов этих ферментов только
эндонуклеазы рестрикции и метилзависимые
ДНК-эндонуклеазы нашли применение в полно-
геномном анализе ДНК человека. Однако, на
наш взгляд, с развитием NGS-технологий ис-
пользование рестриктаз в исследованиях всего ге-
нома человека, скорее всего, будет отходить на
второй план, тогда как роль метилзависимых
ДНК-эндонуклеаз в изучении эпигенома челове-
ка будет только возрастать. Это связано с тем, что
другие имеющиеся инструменты исследования
эпигенома имеют существенные недостатки, в
частности, использование метилчувствительных
рестриктаз имеет ограниченное применение, а
бисульфитная конверсия ДНК дает высокий про-
цент ошибок. В то же время расширение списка
используемых сайт-специфических метилзави-
симых ДНК-эндонуклеаз и разработка новых тех-
нологий их применения в геномных исследова-
ниях должны привести к увеличению числа работ
по изучению эпигенома человека с использова-
нием этих ферментов.
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Use of Site-Specific DNA Endonucleases in Genome-Wide Studies of Human DNA
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During the last decades, site-specific DNA endonucleases have served as a key instrument to study primary
structure of DNA and genetic engineering. Here, we describe examples of these enzyme uses in genome-wide
analysis of human DNA including restriction endonucleases involvement during sample preparation for se-
quencing using NGS devices, as well as visualization of cleavage of DNA repeats by endonucleases. The first
studies on application of DNA endonucleases in the rapidly developing area of epigenetic analysis of ge-
nomes, which is facilitated by the recent discovery of a new class of enzymes, 5-methylcytosine-dependent
site-specific DNA endonucleases, are of special interest.
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