
В настоящее время в мировой литературе нако-
плена база данных, указывающая на значительный 
вклад эпигенетических аномалий в инициацию и 
развитие злокачественного процесса [17, 19, 30, 
32]. В 2006 г. Э. Фейнберг с соавт. выдвинули ги-
потезу, согласно которой фундаментальной осно-
вой рака являются эпигенетические нарушения 
генов-инициаторов опухоли в стволовых клетках 
или клетках-предшественниках [20]. Не вызывает 
сомнения и тот факт, что эпигенетические нару-
шения являются важнейшими атрибутами клетки 
с уже инициированным процессом малигнизации, 
причем на ранних этапах развития злокачествен-
ной трансформации [3]. Согласно результатам 
некоторых исследований, нарушения статуса 
метилирования возникают задолго до развития 
клинически выраженного рака [18, 33]. Следова-
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тельно, изучение эпигенетического статуса генома 
при раке является необходимым элементом для 
более полного понимания механизмов злокаче-
ственной трансформации и для выявления нового 
поколения биомаркеров с целью ранней диагно-
стики онкологических заболеваний. Исследование 
эпигенетических аномалий при злокачественных 
новообразованиях осложняется внутриопухоле-
вой гетерогенностью. Она выражается в наличии 
в одной опухоли нескольких опухолевых клонов, 
каждый из которых обладает своим уникальным 
набором генетических аномалий, в том числе и 
эпигенетических нарушений. Именно поэтому 
при эпигенетических исследованиях в области 
онкологии необходимо особенно тщательно под-
ходить не только к выбору методов анализа, но и к 
интерпретации полученных результатов.
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В настоящее время разработано множество ме-
тодов исследования статуса метилирования ДНК, 
в основе которых лежат различные подходы, осно-
ванные на применении химической модификации 
цитозиновых оснований, метил-чувствительных 
рестриктаз, реакции иммунопреципитации мети-
лированной ДНК, а также различные комбинации 
вышеуказанных подходов. При планировании экс-
перимента выбор наиболее подходящего метода 
исследования должен исходить из понимания его 
принципов, достоинств и недостатков, а также со-
ответствия поставленным задачам.

Анализ метилирования ДНК с помощью хими-
ческой модификации цитозиновых оснований

В основе большинства методов анализа статуса 
метилирования ДНК лежит бисульфитная обработка 
ДНК, описанная Frommer et al. в 1992 г. [22]. После 
денатурации ДНК щелочью ее инкубируют с бисуль-
фитом, что приводит к сульфонированию цитозина 
в шестом положении. Далее происходит гидроли-
тическое дезаминирование цитозин-сульфоната и 
образование урацил-сульфоната, который при по-
следующей инкубации со щелочью превращается в 
урацил. Конвертируется только неметилированный 
цитозин, 5-метилцитозин практически не взаимо-
действует с бисульфитом. Для конверсии ДНК необ-
ходимо, чтобы она была полностью денатурирована. 
CpG-богатые последовательности особенно трудно 
денатурируются, что приводит к неполной конвер-
сии и ложноположительным результатам.

Распространенным методом детекции метили-
рования ДНК является метил-специфичная ПЦР 
с праймерами на метилированную и неметили-
рованную последовательности ДНК, т.е. область 
связывания праймеров должна содержать CpG-
динуклеотиды [26]. В ходе полимеразной цепной 
реакции на место урацила встает тимин, а метилиро-
ванный цитозин замещается гуанином. Продукт ПЦР 
может быть обнаружен с помощью агарозного гель-
электрофореза. Данный метод является удобным для 
анализа небольшого количества генов, содержащих 
CpG-динуклеотиды. Однако из-за того, что бисуль-
фитная конверсия, особенно CpG-богатых областей, 
часто бывает неполной, во время анализа необходи-
мо использовать контрольные образцы полностью 
метилированной и неметилированной ДНК. Кроме 
того, если праймер подобран к последовательности 
ДНК с несколькими CpG, то необходимо учитывать 
влияние каждого отдельного CpG на связывание 

праймера и результат ПЦР, так как единичное несо-
ответствие может легко привести к ошибке связы-
вания праймеров. Таким образом, множественные 
CpG в области связывания праймеров увеличивают 
специфичность ПЦР только в том случае, если эти 
сайты имеют одинаковый статус метилирования. 
Следует отметить, что метил-специфичная ПЦР дает 
возможность провести только качественный анализ 
метилирования. Несомненным преимуществом 
данного метода являются низкая стоимость и от-
носительная простота использования. В онкологии 
метил-специфичную ПЦР широко используют для 
анализа статуса метилирования отдельных генов, 
например генов RB1, CDKN2A, CDKN2B, TP53 и 
др. [2, 13].

Другим методом, в ходе которого осущест-
вляется бисульфитная модификация ДНК, 
является MethyLight [16]. В данном случае под-
бираются праймеры, специфичные только к 
модифицированной ДНК. Кроме праймеров, исполь-
зуется олигонуклеотид-зонд, связывающийся с по-
следовательностью, фланкированной праймерами, 
и несущий флюорохром на одном конце и гаситель 
(quencher) на другом. ДНК-полимераза расщепля-
ет зонд во время этапа элонгации ПЦР в режиме 
реального времени. Флюорохром высвобождается 
из-под ингибирующего влияния гасителя, что при-
водит к накоплению флюоресценции в реакции и 
дает возможность количественного анализа статуса 
метилирования.

Анализ метилирования ДНК с использовани-
ем метил-чувствительных рестриктаз

Анализ метилирования ДНК с использованием 
метил-чувствительных рестриктаз основан на том, 
что данные рестриктазы не способны распознавать 
и гидролизовать последовательности, содержащие 
метилированные CpG-сайты. Продукты рестрикции 
могут быть проанализированы с помощью ПЦР и 
праймеров на интересующую последовательность 
или с использованием полногеномных методов 
анализа. Однако применение последних ограниче-
но специфичностью рестриктаз, а, следовательно, 
изучением лишь незначительной части метилома. 
Преимуществом использования рестриктаз является 
относительная методическая простота. Проблемы 
могут возникнуть в результате неполного гидролиза 
ДНК или различий в активности ферментов, чув-
ствительных и нечувствительных к метилированию. 
Кроме того, заметным ограничением данного метода 
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является необходимость наличия сайтов рестрикции 
в анализируемой последовательности ДНК [6].

Методика, сочетающая бисульфитную конвер-
сию и применение рестриктаз, называется COBRA 
(Combined Bisulphite Restriction Analysis – «комби-
наторный бисульфитный рестрикционный анализ») 
[39]. Модифицированная ДНК амплифицируется в 
ходе ПЦР с использованием праймеров, фланки-
рующих интересующую область. Затем продукты 
амплификации инкубируются с рестриктазой, рас-
познающей интересующий сайт с неметилирован-
ным цитозином. Визуализация результата анализа 
проводится с помощью электрофореза. Трудности, 
возникающие при использовании данного метода, 
связаны с необходимостью подбора эндонуклеазы. 
Однако этот метод позволяет частично решить 
проблему ложноположительных результатов из-за 
неполной конверсии ДНК путем использования 
дополнительной рестриктазы, чувствительной к 
цитозину, локализованному вне CpG-сайта.

Иммунопреципитация метилированной 
ДНК

Методы иммунопреципитации метилирован-
ной ДНК основаны на способности определенных 
белков специфически связываться с метилирован-
ным цитозином. При этом используются два типа 
белков – метил-CpG-связывающие белки (methyl 
binding domains – MBD) и антитела, специфически 
распознающие 5-метилцитозин (5-methylcytosine –
5mC).  Метод,  при котором используются 
метил-CpG-связывающие белки, называется 
иммунопреципитацией хроматина (Chromatin immunopreci-
pitation – ChIP), соответственно, метод, использую-
щий антитела к 5-метилцитозину, – иммунопреци-
питацией метилированной ДНК (Methylated DNA 
immunoprecipitation – MeDIP) [8, 37].

При изучении метилирования с помощью 
реакции преципитации ДНК  расщепляется ре-
стриктазами или физическим методом, например 
ультразвуком, на фрагменты размером 200–1500 п.н. 
Затем эти фрагменты осаждают с помощью белков, 
распознающих 5-метилцитозин. После отмывки 
неспецифически связанных фрагментов метилиро-
ванная ДНК элюируется из комплексов с белками. 
Неметилированная фракция служит контролем. 
Применяя анализ метилирования, основанный на 
преципитации, можно определить общий статус ме-
тилирования ДНК, но невозможно установить статус 
метилирования определенного CpG-динуклеотида 

в последовательности или исследовать специфиче-
ские CpG-сайты в разных образцах [6]. Однако ре-
акцию иммунопреципитации можно комбинировать 
с другими методами, например с ПЦР, для изучения 
отдельных последовательностей или с полногеном-
ным исследованием на чипе [10].

Секвенирование ДНК
Еще одним методом анализа статуса метилиро-

вания коротких последовательностей ДНК является 
бисульфитное секвенирование. После амплифи-
кации интересующей области с использованием 
праймеров амплификаты должны быть клонированы 
с последующим секвенированием [11, 14]. Этот 
метод позволяет проводить исследование аллель-
специфичного метилирования. Однако необходимо 
секвенировать множество клонов для оценки уровня 
метилирования определенного локуса.

Бисульфитное пиросеквенирование основано на 
последовательном добавлении нуклеотидов к ДНК 
с высвобождением пирофосфатов, которые под воз-
действием сульфурилазы, аденозинфосфосульфата 
и люциферазы индуцируют биолюминесценцию. 
Люминесценция регистрируется камерой и далее 
анализируется специальной компьютерной програм-
мой [36]. Данный метод обеспечивает надежное и 
быстрое определение метилирования ДНК принци-
пиально любой последовательности. К недостаткам 
метода относятся возможность секвенирования 
только небольших фрагментов ДНК (100–150 п.н.) 
и сложность дизайна специфических праймеров, 
работающих при низких температурах (28°С).

Бисульфитное секвенирование и пиросеквени-
рование могут также использоваться для анализа 
глобального статуса метилирования ДНК. Для 
этого используют измерение уровня метилирова-
ния мобильных генетических элементов ДНК [28, 
34]. Чаще всего оценивают уровень метилирования 
LINE-элементов, поскольку они наиболее достовер-
но отражают глобальный уровень метилирования. 
Изучение статуса метилирования всей ДНК особен-
но актуально для онкологии, поскольку опухолевые 
клетки характеризуются глобальным гипометилиро-
ванием ДНК [23].

Наиболее перспективным методом оценки пол-
ногеномного статуса метилирования ДНК является 
секвенирование следующего поколения. Под ним 
понимаются различные варианты циклического 
матричного секвенирования, заключающегося в по-
следовательном фрагментировании геномной ДНК, 
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связывании полученных фрагментов с универсаль-
ными адаптерами, проведении ПЦР и получении 
матрицы из миллионов иммобилизованных «ПЦР 
колоний», состоящих из большого количества ко-
пий одного фрагмента. На заключительном этапе 
происходит собственно циклическое секвенирова-
ние, состоящее из чередующихся циклов работы 
ферментов (например, встраивание полимеразой 
флюоресцентно меченных нуклеотидов), и по-
лучение данных в виде изображения. На каждом 
цикле изображение снимается со всей матрицы [35]. 
Теоретически данный метод позволяет достаточно 
быстро определить статус метилирования каждого 
CpG локуса в геноме. Однако в настоящее время 
существует несколько ограничений. Только короткие 
фрагменты ДНК (30–600 п.н.) могут быть проана-
лизированы с последующим их объединением для 
представления всей геномной ДНК. Проблема мо-
жет возникнуть также и из-за того, что в результате 
бисульфитной модификации в последовательности 
останется только три основания, что усложнит раз-
деление последовательностей. Особенно сложно 
будет анализировать повторяющиеся последователь-
ности. Однако первые данные с применением этой 
технологии в онкологии уже опубликованы [31], 
и благодаря увеличению длины секвенируемого 
фрагмента, а также совершенствованию биоинфор-
мационного анализа она может занять лидирующую 
позицию при анализе метилирования ДНК.

Метилочипы
В настоящее время все больше исследований ме-

тилома проводится с использованием микрочиповых 
технологий [4, 9, 29]. Основным их преимуществом 
является возможность одновременного анализа 
большого количества метилированных участков 
ДНК. Так, «Infinium HumanMethylation27 BeadChip» 
компании «Illumina» охватывает 27578 CpG, ло-
кализованных в проксимальных промоторных ре-
гионах 14475 генов [7]. На первом этапе геномная 
ДНК также подвергается бисульфитной конверсии. 
Далее проводится полногеномная амплификация 
и расщепление ДНК на фрагменты с помощью 
ферментов. Затем фрагменты ДНК подвергаются 
очистке и наносятся на гибридизационную матри-
цу. Во время гибридизации фрагменты ДНК от-
жигаются на локус-специфичных ДНК-праймерах, 
соответствующих метилированному или неметили-
рованному состоянию CpG-сайта. Преимущество 
данной технологии заключается в том, что ее ре-

зультатом являются абсолютные значения индекса 
уровня метилирования. Ограничением метилочипа 
«HumanMethylation27» является покрытие всего 
27578 CpG-динуклеотидов из 28 миллионов, имею-
щихся в геноме человека, что составляет менее
0,1 %. Авторы данной платформы справедливо ука-
зывают, что в таком исполнении она была создана 
для того, чтобы продемонстрировать ее возможно-
сти, тогда как изначально с использованием ряда 
эмпирических правил и биоинформационных подхо-
дов было отобрано более 16 миллионов CpG-сайтов. 
В настоящее время компания «Illumina» предлагает 
новый метилочип «450K Infinium Methylation 
BeadChip», содержащий более 450000 потенциально 
метилируемых CpG-сайтов. Интересным решением 
компании «Illumina» с точки зрения онкологии был 
метилочип «GoldenGate Methylation Cancer Panel 
I», включавший 1505 CpG-динуклеотидов 807 ге-
нов, большинство из которых было представлено 
генами опухолевой супрессии и онкогенами с из-
вестными механизмами эпигенетической регуляции 
их экспрессии [3]. Однако из-за низкого спроса и 
ориентации на технологии секвенирования нового 
поколения компания прекратила выпуск данных 
чипов.

Другой фирмой, выпускающей микрочипы для 
анализа статуса метилирования ДНК, является 
компания «Agilent Technologies» [15, 25, 27]. Она 
предлагает два типа метилочипов – «CpG Island 
Microarray» и «Promoter 2-Set Microarray». Как 
следует из названия, они отличаются по локализа-
ции изучаемых CpG-сайтов в геноме. «CpG Island 
Microarray» используется для исследования около 
237000 CpG-сайтов, локализованных в 27800 CpG-
островках. Пробы в основном расположены внутри 
островков, а также в непосредственной близости 
от них (в пределах 95 п.о.). Для изучения статуса 
метилирования промоторных регионов генов наи-
более подходящим является метилочип «Promoter 
2-Set Microarray», содержащий 243504 олигонуклео-
тидные пробы, локализованные в проксимальных 
промоторных регионах 17000 генов. Значимым 
для пользователя отличием данной платформы от 
«Illumina» является пробоподготовка, поскольку 
вместо бисульфитной обработки ДНК использу-
ется метод иммунопреципитации метилированной 
ДНК.

Вне зависимости от использованной платформы 
основным недостатком применения микрочипов 
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является «предвзятость» анализа, т.е. определение 
дифференциального метилирования только заранее 
известных локусов генома. Кроме того, результаты, 
полученные с использованием микрочипов, под-
лежат обязательной верификации с применением 
альтернативных методов анализа (например, пиро-
секвенирования), поскольку еще одним недостатком 
метилочипов является относительно низкая вос-
производимость результатов, в некоторой степени 
объясняемая чрезвычайной внутриопухолевой 
гетерогенностью.

Заключение
В данном обзоре описаны наиболее распростра-

ненные методы анализа статуса метилирования 
ДНК. Кроме методов, упомянутых в статье, есть 
множество других. Например, такие как метилчув-
ствительный фингерпринтинг [1, 24], метилчув-
ствительный репрезентативно-дифференциальный 
анализ [38], метилчувствительное рестрикционно-
ориентированное геномное сканирование [12], ана-
лиз амплификации интерметилированных сайтов [5, 
21] и др. В силу методических особенностей, а также 
специфичности решаемых задач данные методы не 
получили широкого применения.

Таким образом, на настоящий момент разра-
ботано множество подходов для анализа статуса 
метилирования ДНК. Выбор метода определяется, 
прежде всего, целью исследования, а также числом 
анализируемых образцов, качеством и количеством 
ДНК, выделенной из опухолевых клеток (рис. 1). 
Так, например, при изучении эпигенетического ста-

туса промоторных регионов отдельных генов наибо-
лее подходит метил-специфичная ПЦР. Она проста 
в постановке и позволяет проанализировать любую 
последовательность, содержащую CpG-сайты. Ее 
преимущество перед метилчувствительной поли-
меразной цепной реакцией заключается в большей 
специфичности праймеров, которые связываются с 
последовательностью ДНК, содержащей несколько 
CpG-динуклеотидов. В случае же когда необходимо 
проанализировать большое количество генов, а так-
же при поиске генов-кандидатов привлекательным 
является использование метилочипа, охватывающе-
го значительное количество CpG-динуклеотидов. В 
последнее время много исследований проводится 
с помощью микрочиповых технологий, поскольку 
данный подход позволяет оценить значительный 
массив данных одновременно. Это особенно акту-
ально для исследования онкологической патологии, 
поскольку в данном случае характерны множествен-
ные эпигенетические аберрации. Кроме того, суще-
ствует возможность одновременного использования 
метилочипа и экспрессионного чипа, включающих 
одни и те же гены для установления влияния уровня 
их метилирования на экспрессию, что позволит бо-
лее объективно оценить характер функциональных 
нарушений генома. Также одним из перспективных 
подходов является секвенирование следующего по-
коления. Все вышеперечисленные инновационные 
технологии будут улучшаться, модернизироваться 
и в скором будущем стоит ожидать принципиально 
новые подходы и технологии, призванные помочь 

Рис. 1. Алгоритм использования методов оценки статуса метилирования ДНК
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в понимании роли эпигенетических аномалий в 
инициации и развитии канцерогенеза.

Настоящая работа поддержана соглашениями о 
гранте № 8602 и № 8595 Федеральной целевой про-
граммы «Научные и научно-педагогические кадры 
инновационной России на 2009–2013 гг.».
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