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Остеопороз (ОП) является одним из многофакторных заболеваний и развивается на основе взаимодей-
ствия генетической компоненты с окружающей средой. Однако, несмотря на существенные достижения в 
понимании молекулярно-генетических аспектов этого заболевания и развитие методов диагностики, для 
остеопороза не регламентированы эпигенетические маркеры, прогнозирующие риск заболевания на до-
клинической стадии и позволяющие предсказать его течение и тяжесть с целью проведения профилактиче-
ских мероприятий для снижения риска переломов. Расширение знаний в области биологии костной ткани, 
особенно в направлении генетики остеопороза и остеоиммунологии, позволило показать, что остеопороз 
возникает не только на основе гормональных или механических нарушений, а представляет собой сложный 
процесс деструкции костной ткани многофакториальной природы. Уменьшение костной массы, нарушение 
минерализации матрикса и изменение микроархитектуры кости могут иметь разные патогенетические схе-
мы развития, и, кроме того, все еще остаются неизвестные звенья патогенеза ОП. Одним из таких звеньев, 
вероятно, является ДНК-метилирование, которое представляет собой механизм эпигенетической регуля-
ции экспрессии генов. Ряд данных указывает на то, что этот механизм, наряду с регуляторными микроРНК 
и посттрансляционными модификациями, вносит существенный вклад в центральные процессы костного 
ремоделирования и роста костной ткани. Несмотря на это, результаты современных исследований значи-
тельно различаются, профиль метилирования ДНК у пациентов с остеопорозом не всегда воспроизводится 
в полногеномных исследованиях, до сих пор не определены биомаркеры первичного ОП на основе эпиге-
нетических аберраций, воспроизводимые в различных популяциях. Поэтому актуальной задачей является 
выяснение значимости накопленных данных. Цель данного обзора – обобщение и систематизация данных о 
роли ДНК-метилирования в костном метаболизме в норме и патологии, формировании остеопороза, оценка 
достижений и тенденций в этой области исследований и технологий изучения ДНК-метилирования.
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Osteoporosis is one of multifactorial diseases, it develops from interactions between the genetic component and 
the environment. However, the universal epigenetic markers of osteoporosis are not yet defined. Finding the risk 
factors will predict the risk of osteoporosis at the preclinical stage, help define the course and severity of the dis-
ease, and develop preventive measures based on them to reduce the risk of fractures. Expanding knowledge in the 
field of bone biology, especially in the genetics of osteoporosis and osteoimmunology, showed that osteoporosis 
is a disease that occurs not only due to hormonal or mechanical disorders, but also as a clinically and genetically 
heterogeneous disease, and there are still unknown pathogenetic links in its structure. Decreases in bone mass 
and matrix mineralization as well as changes in bone microarchitecture can have different pathogenetic patterns 
of development and, moreover, there are unknown links of the pathogenesis of osteoporosis. It is possible that 
DNA methylation is one of these links and a mechanism for epigenetic regulation of gene expression. Evidence 
exists that this mechanism alongside regulatory miRNAs and post-translational modifications makes a significant 
contribution to the central processes of bone remodeling; however, the results of various studies vary greatly, and, 
therefore, there is a need to understand the significance of the accumulated data and to make them consistent. 
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The purpose of this review is to compile and systematize data on the role of DNA methylation in bone metabolism 
in normal and pathological conditions, in the formation of osteoporosis, and to assess achievements and trends in 
this field of research and technologies for studying DNA methylation. 
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Введение
Метилирование ДНК – один из ключевых механизмов 
регуляции транскрипционной активности генов, эмбрио­
нального развития, структуры хроматина, инактивации 
X­хромосомы, хромосомной стабильности и геномного 
импринтинга. Представляет собой форму ковалентной 
модификации ДНК без изменения ее последовательности, 
при которой происходит перенос метильной группы (CH3) 
с S­аденозилметионина в позицию 5 пиримидинового 
кольца цитозина. Метилирование промоторных регионов 
генов часто приводит к подавлению транскрипции, за­
трудняя связывание транскрипционных факторов, либо 
к их мобилизации на CpG­сайтах. Подавление процессов 
транскрипции и трансляции приводит к конденсации хро­
матина и вызывает затухание экспрессии гена в определен­
ном участке генома (Филина и др., 2012). Помимо всего 
прочего, специфика метилирования ДНК тесным образом 
связана с процессами посттрансляционных модификаций 
гистонов, нуклеосомным позиционированием и неравно­
мерным распределением генов. Ряд данных указывает на 
то, что конфигурация нуклеосом и их позиционирование 
частично регулируются через метилирование ДНК, кото­
рое способствует процессам компактизации хроматина 
(Reppe et al., 2015).

Процесс метилирования ДНК играет важную роль в 
возраст­ассоциированных заболеваниях, таких как ос­
тео пороз (ОП) – метаболическое заболевание костной 
ткани, возникающее в результате нарушения баланса 
метаболических процессов и ремоделирования костной 
ткани (Tarantino et al., 2017). Как показывает статистика, 
заболевание приводит к более чем 9 миллионам переломов 
в год, каждая третья женщина и каждый пятый мужчина 
старше 50 лет подвержены резкому увеличению риска 
переломов с высокой долей смертности и инвалидизации 
(Sozen et al., 2017). Как следствие, остеопороз считается 
одной из наиболее острых проблем в сфере здравоохране­
ния и представляет серьезный социально­экономический 
вызов современному обществу.

В клинической практике для лечения ОП применяют 
фармакологические препараты, направленные либо на 
ингибирование процесса резорбции (антирезорбтивные 
препараты), либо на стимуляцию костноформирующих 
процессов (анаболические препараты), однако вместе с 
ними часто назначают витаминные комплексы с кальцием 
и витамином D для поддержания или увеличения проч­
ности костей. В первом случае наиболее распространен­
ными медикаментами являются бифосфанаты, а для сти­
муляции формирования костной ткани применяют препа­
раты на основе производных фтора и др. (Tu et al., 2018). 
Однако, несмотря на наличие широкого спектра препа­
ратов и методов современной диагностики, частота забо­

левания только увеличивается, и в большинстве случаев 
переломы настигают больных ОП до обращения в клини­
ку, что ведет к высокой степени инвалидизации. По этой 
причине необходимы не только поиск универсальных 
биомаркеров высокого риска, но и разработка методов 
терапии и, если учитывать гетерогенную природу остео­
пороза и низкую прогностическую значимость отдельных 
генов, поиск и исследование взаимосвязи одновременно 
большого числа генов, вовлеченных в костный метабо­
лизм в связке с их эпигенетическими регуляторами. Это 
позволило бы идентифицировать паттерн генетических 
локусов, на которые можно влиять через эпигенетические 
механизмы, и разработать алгоритм ранней диагностики 
первичного остеопороза и его таргетной терапии.

Роль эпигенетических факторов  
в гомеостазе костной ткани
Наиболее ранние исследования эпигенетических факто­
ров касательно костной ткани начались с исследований 
ДНК­метилирования кандидатных генов, ацетилирования 
гистонов и изучения профилей микроРНК, для которых 
уже была показана высокая роль в регуляции костного 
ремоделирования и, частично, в патогенезе остеопороза 
(Гребенникова и др., 2015).

На данный момент науке известны несколько механиз­
мов посттрансляционных модификаций: ацетилирование, 
фосфорилирование, метилирование, сумоилирование, 
поли(ADP)(АДФ)­рибозилирование, нековалентная изо­
меризация пролина и дезаминирование. Результатом ак­
тивности этих модификаторов является изменение струк­
туры хроматина, при котором определенные участки 
либо деконденсируются, активизируя транскрипицию 
ДНК, либо конденсируются, значительно снижая транс­
крипционную активность или полностью блокируя ее. 
Паттерн этих модификаций образует так называемый 
гистоновый код, который формирует общую картину 
транскрипционной активности генома без изменения ее 
последовательности (Rojas et al., 2015).

Учитывая сложный состав костной ткани и разнооб­
разие протекающих в ней процессов, начиная от опор­
ной функции и заканчивая функцией резервирования 
ионов, таких как кальций и фосфат, очевидно, что эта 
ткань должна обеспечивать быстрые реакции на органи­
ческие изменения и внешние стимулы, и эпигенетические 
факторы, вероятно, играют не последнюю роль в этой 
системе. Эпигенетические модификации, в свою очередь, 
обратимы и чувствительны к эндогенным и экзогенным 
стимулирующим сигналам, что оказывает влияние как 
на физиологические, так и на патофизиологические про­
цессы в организме. По этой причине изменения одного 
или нескольких эпигенетических механизмов могут быть 
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связаны, в том числе, и с нарушением регуляции гомео­
стаза кости с последующим изменением регуляции фор­
мирования и резорбции костной ткани и процессами ее 
минерализации (Marini et al., 2016).

Несмотря на то что роль различных эпигенетических 
механизмов в патогенезе ОП обычно исследуют по отдель­
ности, не исключен и разный уровень их синергизма. Учи­
тывая причастность регуляторных микроРНК или пост­
трансляционных модификаций к большому количеству 
биологических процессов, очевидно, что взаимо влияния 
этих факторов и их изменения с ДНК­метилированием 
могут играть значительную роль в формировании остео­
пороза (Moskalev, Vaiserman, 2018).

К настоящему времени уже достоверно известно о су­
ществовании нескольких эпигенетических модификато­
ров, участвующих в регуляции костной ткани. Так, на­
пример, установили, что деацетилазы гистонов (HDACs), 
которые отвечают за регуляцию статуса ацетилирования 
гистонов, играют огромную роль в поддержании пра­
вильного развития скелета, пика его костной массы, на­
копления и поддержания костной массы в течение жизни 
и при старении (Marini et al., 2016).

Помимо роли ацетилирования гистонов в костном мета­
болизме, достаточно хорошо изучена система гистонового 
метилирования – тонко настроенной антагонистической 
системы активности метилтрансферазы лизинов гистонов 
и лизин­деметилазы гистонов. Речь идет о различиях 
модуляции дифференциации мезенхимальных стволовых 
клеток (МСК) в остеогенный или адипогенный путь, так 
как обнаружено, что метилтрансферазы SETDB1 и EZH2 
ингибируют остеогенную дифференцировку МСК через 
подавление RUNX2, транскрипционных факторов TCF7 
и Osterix (OSX) и способствуют тем самым адипогенезу 
МСК. И, напротив, метилтрансферазы KDM4B, KDM6A 
и KDM6B усиливают остеогенез, индуцируя транскрип­
цию RUNX2, BMP, OCN, DLX5 и связанных HOX­генов. 
Однако, несмотря на важность этих процессов в формиро­
вании костной ткани, большее внимание исследователей 
привлекает метилирование ДНК (Ghayor, Weber, 2016).

Роль ДНК-метилирования  
в дифференцировке костных клеток  
и ремоделировании костной ткани
Известно, что паттерны ДНК­метилирования могут разли­
чаться как в специализированных клетках (остеобластах, 
остеокластах), так и в прогениторных (стволовых клетках, 
детерминированных на дифференцировку в определенный 
тип клеток). В то же время данных об изменении уровня 
метилирования в тех или иных генах, вовлеченных в фор­
мирование костной ткани или патогенез остеопороза, все 
еще недостаточно, чтобы сформировать полную картину 
о роли ДНК­метилирования в гомеостазе костной ткани 
(Moore et al., 2013).

Установлено, что в остеобластах метилирование ДНК 
параллельно регулирует экспрессию нескольких генов, 
участвующих в функциях костных клеток (Reppe et al., 
2015). В частности, обнаружено, что ген щелочной фос­
фатазы (ALPL) (Cho et al., 2014), склеростина (SOST ), 
OSX (Osterix), DLX5 (гомеобоксный ген) (Lee et al., 2006; 
Zhang D. et al., 2015), эстрогенового рецептора альфа 

(ESR1), остеопонтина (OPN ), лиганда RANK RANKL, ос­
теопротегерина (OPG), секретированного ферментиро­
ванного белка 1 (SFRP1) и лептина (LEP) регулируются 
ДНК­метилированием. Метилирование промотора ALPL 
связано обратной зависимостью с транскрипцией и экс­
прессией ряда генов и дифференциально регулируется в 
разных функциональных группах клеток костной ткани. 
Так, в остеобластах ген ALPL гипометилирован, у остео­
цитов метилирование повышено, а у остеокластов выра­
жено гиперметилирование этого гена (Reppe et al., 2015). 
Склеростин, кодируемый геном SOST, преимущественно 
экспрессируется в остеоцитах (Li et al., 2005). Первона­
чально этот белок считался антагонистом неклассическо­
го костного морфогенетического белка (BMP). Позднее 
склеростин был идентифицирован как белок, взаимо­
действующий с рецепторами LRP5/6 и способствующий 
ингибированию сигнального пути Wnt, что приводит к 
уменьшению образования кости. Идентифицированные 
CpG­сайты в гене SOST расположены либо близко к ко­
дирующей последовательности, либо в предполагаемых 
участках связывания с транскрипционными факторами. 
Выявлено, что метилирование ДНК может эффективно 
препятствовать связыванию транскрипционных факторов, 
приводя к ингибированию экспрессии гена SOST, что 
коррелировало с вариабельностью минеральной плот­
но сти костной ткани (МПКТ) (Li et al., 2005). Было об­
наружено, что у женщин, вне зависимости от возраста, 
уровень мРНК гена SOST и содержание сывороточного 
склеростина ассоциированы с возрастом, индексом массы 
тела и МПКТ бедренной кости ( p < 0.0005). Высказано 
предположение, что у женщин с остеопорозом, вероятно, 
включается гомеостатический механизм, уменьшающий 
потерю костной массы посредством усиления процессов 
формирования костной ткани через Wnt­сигнальную си­
стему (Delgado­Calle et al., 2012).

Одним из малоизученных, но представляющих интерес 
с точки зрения ремоделирования костной ткани являет­
ся тирозин­киназный рецептор ROR2. Это специфиче­
ский рецептор или корецептор для WNT5A (член семей­
ства структурно связанных генов, которые кодируют сек­
ретируемые сигнальные липид­модифицированные гли­
копротеины). Промотор гена этого рецептора значительно 
деметилирован в ходе индукции дифференцировки про­
гениторных клеток костной ткани в остеобласты. Было по­
казано, что в прогениторных клетках, которые дифферен­
цируются в остеобласты, в отличие от зрелых остеоцитов, 
экспрессия гена ROR2 увеличена в 300 раз. В на стоящий 
момент роль и функции этого гена, а также аберрации 
его метилирования в костной ткани все еще остаются не­  
изученными. Таким образом, ДНК­метилирование напря­
мую связано с работой данного гена, и необходимо оце­
нить его вклад в различные звенья патогенеза костной 
ткани (Tarfiei et al., 2011).

В работе (Cho et al., 2014) показано, что один из членов 
семейства белков WNT – Wnt3a – способен активировать 
экспрессию двух генов: BMP2 (морфогенетический бе­
лок 2­го типа) и ALPL (щелочная фосфатаза). Эти белки 
играют большую роль в дифференцировке остеобластов. 
Авторы установили, что в клетках неостеогенного пути 
промоторные регионы генов BMP2 и ALPL высокомети­
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лированы. Раскрытие механизмов этой системы может 
быть применено в терапии остеопороза, например, с ис­
пользованием 5AzadC (азацитидин, представляет собой 
аналог пиримидинового нуклеозида цитидина, ключевого 
компонента РНК и ДНК) для деметилирования промотор­
ных регионов генов, контролирующих или усиливающих 
остеогенез (Cho et al., 2014).

Похожие результаты были описаны при исследова­
нии метилирования промоторных регионов гена транс­
крипционного фактора DLX5 (гомеобокс­содержащий 
ген 5) и гена OSX, или Osterix (кодирует остеобласт­ спе­
цифический транскрипционный фактор), которые были 
деметилированы в остеогенной линии клеток. Исполь­
зование деметилирующего агента 5AzadC приводило к 
увеличению экспрессии этих генов. Такие же результаты 
получены при исследовании мультипотентных клеток 
пульпы зубов. После обработки культуры данных клеток 
5AzadC в них повысилась активность щелочной фос­
фатазы и увеличилась экспрессия генов DLX5, OSX и 
RUNX2. Эксперимент с использованием мезенхимальных 
стволовых клеток и деметилирующих агентов, подобных 
5­азацитидину, тоже приводил к усилению остеогенной 
дифференцировки (Zhang D. et al., 2015).

Таким образом, ДНК­метилирование имеет высокий 
уровень вовлеченности в процессы костного ремоделиро­
вания через систему регуляторных генов и тесно связано 
с генами­регуляторами роста и дифференцировки остео­  
бластов и остеокластов, а также усилителями и инги­
биторами сигнальных путей, координирующих процесс 
костного ремоделирования.

Современные достижения  
в изучении метилирования ДНК  
при остеопорозе
Технологии секвенирования нового поколения позволя­
ют системно исследовать влияние эпигенетических меха­
низмов на регуляцию экспрессии генов. В частности, они 
позволяют определять профиль метилирования ДНК и 
общий профиль РНК одних и тех же образцов, благодаря 
чему можно с большой точностью определить эффекты 
метилирования ДНК (или микроРНК) на экспрессию од­
новременно большого количества генов.

В исследовании (Zhang J.G. et al., 2015) для выявления 
эпигенетических изменений у пациентов с остеопорозом 
провели измерение уровня транскриптомы и микроРНК 
на микрочипах, а также исследование метилома в норме и 
патологии (с низким уровнем МПКТ или наличием остео­
поротических переломов). Сопоставив данные, авторы 
отобрали наиболее значимые пути и взаимодействующие 
гены, которые были ассоциированы с остеопорозом или 
вариабельностью МПКТ, после чего была построена сеть 
из 12 взаимодействующих генов и 11 микроРНК. Как ока­
залось, некоторые гены из этого модуля, такие как PIK3R5 
(регуляторная субъединица 5 фосфанозитида 3­киназы), 
STAT5A (сигнальный преобразователь и активатор транс­
крипции 5А) и AKT1 (протеинкиназа B), ассоциированы 
с вариабельностью МПКТ и взаимосвязаны с локусами 
количественных признаков МПКТ. Интересно, что экс­
прессия этих генов закономерно снижалась с повышением 
уровня метилирования при переходе от группы с высоким 

уровнем МПКТ к группе с низким уровнем (Zhang J.G. 
et al., 2015).

Командой J.A. Morris et al. (2017) было проведено круп­
номасштабное EWAS исследование (исследование ассо­
циаций эпигенома) с измерением уровня метилирования 
до 473 882 CpG­сайтов и его сравнением с уровнем МПКТ 
в нижней части шейки бедра и поясничного отдела позво­
ночника с выборкой объемом до 4 614 человек из Европы 
и Северной Америки. Однако исследователи не обнару­
жили значимого изменения метилирования, достоверно 
связанного с уровнем МПКТ (Morris et al., 2017).

Примерно в это же время ассоциации были получены 
группой Cheishvili et al. (2018). Основной целью их ис­
следования было найти такие участки в геноме, метили­
рование которых наиболее значительно ассоциировано 
с первичным остеопорозом у женщин и которые могли 
бы быть потенциальными биомаркерами раннего перио­
да этого заболевания (Cheishvili et al., 2018). Первичный 
анализ генома у нормальных женщин и у женщин с ран­
ним остеопорозом позволил выявить 4 454 дифферен­
циально метилированных CpG­сайта, а анализ мети­
лирования ДНК двенадцати участников с прогрессиру­
ющим остео порозом при сравнении с контрольной груп­
пой выявил 13 293 дифференциально метилированных  
CpG­сайта.

Вскоре после анализа данных исследователями были 
выделены 13 CpG­сайтов, уровень метилирования ко­
торых стати стически наиболее надежно коррелировал с 
остеопоро зом (Cheishvili et al., 2018). Некоторые из них 
оказались локализованы в следующих генах: ZNF267 
(белок цинко вого пальца 267), ABLIM2 (актин­связыва­
ющий белок 2­го типа), RHOJ (член семейства белков Ras, 
гомолог J), CDKL5 (циклинзависимая киназа 5­го типа), 
PDCD1 (белок запрограммированной клеточной смерти 
1­го типа). ZNF267 участвует в регуляции транскрипции 
многих генов и оказался гипометилирован у пациентов 
с остеопорозом, ABLIM2 действует как скаффолд­белок, 
стимулирующий транскрипционную активность ABRA 
(кодирует актин­связывающий белок), RHOJ – член семей­
ства белков RHO, участвует в процессе роста и выживания 
клеток PI3K/AKT/mTOR пути, его белок связан также с 
ангиогенезом. CDKL5, кодирующий циклинзависимую 
киназу, был гиперметилирован у всех исследуемых с 
остеопорозом. Другим гиперметилированным геном 
оказался PDCD1, участвующий в регуляции активности 
Т­ и В­клеток и действующий в роли индуктора клеточной 
смерти. Исследователи установили, что CDKL5, иденти­
фицированный в данном EWAS­анализе, может вызы вать 
посттрансляционные модификации MeCP2 – метил­СрG­
связывающий белок 2, который играет одну из глав ных 
ролей при развитии синдрома Ретта. Кроме того, известно, 
что RHOJ имеет свойство понижать активность белков 
миозина IX класса Myo9a и Myo9b, и это представляется 
интересным, так как было показано, что Myo9b – ключе­
вой регулятор поддержания функции остеокластов и от­
ключение этого белка увеличивает активность белков Rho 
(Rho ГТФазы – семейство клеточных сигнальных белков, 
«малых» G­белков). Важно также и то, что опосредован­
ный белками Rho путь сигналинга имеет значительное 
влияние на дифференциацию остеокластов. Что касается 
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гена ZNF267, который у женщин с остеопорозом гипоме­
тилирован, то предполагается, что он может блокировать 
активность матриксной металлопротеиназы 10 (MMP­10), 
участвующей в дифференцировке миобластов в остео­
бласты, и поскольку ZNF267 негативно регулирует этот 
фермент, вероятно, он играет роль в снижении активности 
формирования костей. Было показано, что белок PDCD1 
взаимодействует с различными компонентами иммун­
ной системы и играет ключевую роль в периферической 
иммунной толерантности. Известно, что дефицит этого 
белка снижает остеокластогенез, препятствуя таким об­
разом развитию остеопоротического фенотипа (Cheishvili 
et al., 2018).

Несмотря на данные глобальных исследований, все 
еще не обнаруживается четкой взаимосвязи между опре­
деленными паттернами метилирования и остеопорозом. 
Поэтому все чаще возникают проекты, направленные 
на исследование паттернов ДНК­метилирования непо­
средственно в костном биопсийном материале. Попытка 
охарактеризовать паттерны метилирования генов, которые 
значительно ассоциированы с вариабельностью уровня 
МПКТ у 84 постменопаузальных женщин, была предпри­
нята в работе (Reppe et al., 2017). Проанализировано более 
480 тыс. метилированных CpG­сайтов, для исследования 
отобрано 100 генов, которые непосредственно вовлечены 
в метаболизм МПКТ. Выяснилось, что активность генов 
MEPE, SOST, W1F1 и DKK1 – метаболических ингиби­
торов костной ткани, сильно коррелировала с метилиро­
ванием в большом количестве CpG­сайтов в различных 
генах. Авторы идентифицировали 64 метилированных 
CpG­сайта, уровень которых достоверно различался у 
остеопоротических пациентов и у контрольной группы. 
Наиболее высокий уровень значимости был обнаружен 
для гена RAD23 – гомолога B (eg14919562), пероксисо­
мального фактора биогенеза 14 (eg14170597), тенаски­
на XB (cg03822479, TNXB), переносчика растворенных 
веществ 25 (митохондриальный переносчик железа), чле­
на типа 37 (cg26617611, SLC25A37) и кислотного кластер­
ного сортирующего белка 2 фосфофурина (cg08105005, 
PACS2). Отмечена редукция уровня метилирования в гене 
RAD23 у женщин с остеопорозом, хотя у четырех жен­
щин уровень метилирования был повышен. Для оценки 
влияния метилирования CpG­сайтов на уровень МПКТ в 
шейке бедра был применен метод линейной регрессии; 
обнаружено, что метилирование объясняет около 19 % 
вариации уровня МПКТ (Reppe et al., 2017).

Помимо измерения и ассоциации паттернов ДНК­ме­
тилирования с наличием переломов и уровнем МПКТ, 
предпринимаются попытки соотнести данные профиля 
метилирования во взаимосвязи с регуляторными после­
довательностями ДНК. Так, Del Real et al. (2017) решили 
провести подобную работу, изучив роль мезенхималь­
ных стволовых клеток (МСК) в патогенезе остеопороза. 
Результаты показали, что наиболее дифференциально 
метилированные локусы расположены в областях с энхан­
серной активностью, удаленных от генов и их промоторов. 
Эти области были связаны с ростом МСК и дифферен­
циацией остеобластов. МСК у пациентов с переломами 
показали повышенную пролиферацию и повышение ак­
тивности остеогенеза через активность генов RUNX2/OSX. 

Авторы утверждают, что связь между метилированием и 
экспрессией переменна (Del Real et al., 2017). 

Эпидемиологические исследования доказали, что воз­
никновение и развитие ОП связано с условиями жизни в 
пренатальном и раннем постнатальном периоде развития 
ребенка. Как установлено, вес при рождении связан пря­
мой зависимостью с костной массой в молодом и взрослом 
возрасте, а нарушение роста в начале постнатального раз­
вития является маркером повышенного риска перелома 
бедер у взрослых. Вероятно, здесь не последнюю роль 
играет ДНК­метилирование, однако этому не существует 
прямых доказательств (Harvey et al., 2014). Увеличение 
числа случаев переломов из­за остеопороза  вызвано ха­ 
 рактерной для развитых и развивающихся стран тенден­
цией к увеличению продолжительности жизни и возрас­
танию доли людей пожилого возраста в популяции. По 
этой причине медицина нуждается в дальнейшем совер­
шенствовании профилактики первичного и вторичного 
ОП с обязательным включением в клинику новых откры­
тых диагностических маркеров, среди которых большое 
значение могут иметь эпигенетические модификаторы, в 
том числе ДНК­метилирование.

Технологии изучения ДНК-метилирования
В 1969 г. Б.Ф. Ванюшиным была предложена одна из 
первых эпигенетических гипотез, согласно которой ме­
тилирование определенных участков гена влияет на уро­
вень его экспрессии. Эта гипотеза легла в основу теории 
эпигенетики (Ванюшин, 2013). А в 1978 г. Э. Берд и его 
группа показали, что метилирование участков ДНК можно 
выявить с использованием чувствительных к метилиро­
ванию ферментов, что предвосхитило начало интенсифи­
кации эпигенетических исследований (Эллис и др., 2010). 
С тех пор технологии исследования метилирования ДНК 
были значительно улучшены, и их можно разделить на 
три категории (Baccarelli, 2018):
1) геноспецифический анализ (изучение локального ме­

тилирования). Направлен на качественное и количе­
ственное определение уровня метилирования отдель­
ных генов;

2) анализ уровня глобального метилирования. Позволяет 
проводить количественный и качественный анализ 
эпигенетических маркеров одновременно в разных 
участках генома независимо от их локализации;

3) полногеномный анализ. Базирующийся на полноге­
номных методах исследования и технологиях микро­
матричного анализа (micro array), этот метод позволяет 
изучать одновременно большое количество известных 
CpG­сайтов по всему геному.
Надо отметить, что диапазон методов определения ста­

туса ДНК­метилирования достаточно разнообразен, и в 
настоящее время существует большое количество подхо­
дов, включая такие технологии, как высокоэффективная 
жидкостная хроматография через УФ­детектор, полимор­
физм длин амплифицированных фрагментов (ПДАФ), 
иммуноферментный анализ, люминометрический анализ 
и др. (Kurdyukov, Bullock, 2016). Существенным недо­
статком этих методов, с точки зрения поиска молекулярно­
генетических маркеров заболеваний, является измерение 
общего статуса метилирования ДНК, при котором невоз­
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можно оценить статус или профиль метилирования в от­
дельных CpG­сайтах или CpG­островках. Для того чтобы 
увеличить чувствительность, точность и производитель­
ность в этой области, со временем были разработаны 
тех нологии, позволяющие измерять и идентифицировать 
уровень метилирования ДНК с высокой точностью как 
в одном, так и в большом количестве CpG­сайтов (или 
CpG­островков). Благодаря этому можно оценить общий 
вклад изменения паттернов метилирования в проявление 
определенных фенотипических признаков одновременно 
в сотнях тысяч СpG­сайтов либо осуществить сравнитель­
ный анализ с профилем транскриптомы, протеомы и пр. 
(Kurdyukov, Bullock, 2016).

 «Золотым стандартом» современных методов оценки 
статуса или профиля ДНК­метилирования считается 
бисульфитная конверсия ДНК. Этот метод предполагает 
предварительную процедуру денатурации ДНК, которая 
затем инкубируется в присутствии бисульфита, в результа­
те чего происходит реакция сульфонирования цитозина в 
6­м положении. После этого проводится гидролитическое 
дезаминирование цитозин­сульфата, который при по­
следующей реакции с щелочью превращается в урацил. 
Конвертации подвергается только неметилированный 
цитозин, а 5­метилцитозин не вступает в реакцию с би­
сульфитом, что в итоге позволяет идентифицировать и 
количественно определять метилированные участки ге­
нома. Служа отправной точкой, эта процедура позволила 
адаптировать ряд молекулярно­генетических методов 
для исследования ДНК­метилирования, которые часто 
объединяют под названием методов «бисульфитной кон­
версии» (Li et al., 2013). На сегодняшний день наиболее 
популярными среди них считаются следующие методы.

Пиросеквенирование. Основано на предварительной 
бисульфитной конверсии ДНК. В основе метода лежит ам­
плификация интересующей последовательности, которая 
затем клонируется для процедуры секвенирования. Эта 
технология позволяет определить аллель­специфическое 
метилирование одновременно в большом количестве 
фрагментов ДНК. Как и прямое секвенирование, пиро­
секвенирование может быть применено для изучения 
глобального статуса метилирования и считается одним из 
наиболее эффективных методов с высокой разрешающей 
способностью. Его активно применяют также для анализа 
метилирования мобильных генетических элементов ДНК 
(Wong et al., 2006). Как правило, оценивают уровень 
метилирования LINE­элементов, так как они позволяют 
оценить глобальный статус метилирования из­за высокой 
частоты повторов и длины фрагментов. Особенно часто 
пиросеквенцию применяют для высокопроизводительного 
анализа образцов ДНК опухолевых клеток. Кроме того, ее 
используют для исследования метилирования импринти­
рованных генов (Colin et al., 2016).

Метил-специфическая ПЦР. Один из наиболее до­
ступных и эффективных методов исследования мети­
лирования ДНК, позволяющий оценивать статус мети­
лирования на любых CpG­сайтах или CpG­островках. 
Вна чале проводится бисульфитная конверсия ДНК, затем 
исследователи идентифицируют изменения в исходной 
последовательности с использованием традиционной 
ПЦР с применением специфического набора праймеров 

как для метилированной, так и для неметилированной 
ДНК. Метод был внедрен в 1996 г. Германом и его кол­
легами. Он удобен для анализа небольшого количества 
генов, содержащих CpG­динуклеотиды (Ku et al., 2011; 
Скрябин и др., 2013).

Иммунопреципитация метилированной ДНК. Этот 
метод позволяет оценить статус ДНК­метилирования 
благодаря свойству некоторых белков высокоспецифич­
но связывать метилированный цитозин. Их разделяют на 
два типа: антитела, которые распознают 5­метилцитозин, 
и метил­СpG­связывающие белки. В случае, когда при­
меняют первый тип белка, говорят об иммунопреципита­
ции метилированной ДНК, а при использовании второго – 
об иммунопреципитации хроматина. Принципиальная 
схема метода такова: ДНК расщепляется физическим 
или рестрикционным методом, затем она осаждается с 
использованием белков, которые распознают 5­метилци­
тозин. После очистки от неспецифических фрагментов 
метилированная ДНК элюируется из комплексов с бел­
ками. Данный метод позволяет определить общий статус 
метилирования ДНК, но не позволяет установить статус 
метилирования CpG­динуклеотида (Gupta et al., 2010).

HRM-анализ. Анализ метилирования ДНК может быть 
проведен чувствительной к метилированию ПЦР с анали­
зом кривой плавления высокого разрешения (Methylation­
Sensitive High Resolution Melting – MS­HRM). Этот метод 
особенно актуален с точки зрения малого количества 
требуемой ДНК. В основе принципа лежит приобретение 
различной последовательности исследуемых участков 
ДНК после бисульфитной конверсии, которое позволяет 
выявить разный профиль кривых плавления и на основе 
этого идентифицировать наличие или отсутствие метили­
рования на определенном CpG­сайте (или CpG­островке) 
(Wojdacz, Dobrovic, 2007; Hussman, Hansen, 2018).

Реал-тайм ПЦР. Еще одним методом количественного 
определения метилирования является ПЦР в реальном 
времени MethyLight, основанная на чувствительном, 
ко личественном и специфичном определении метили­
рованных сайтов. При этом могут использоваться Taq­
Man­зонды, специфичные для метилированных или 
не метилированных последовательностей. ДНК также 
предварительно подвергают бисульфитной конверсии. 
MethyLight широко применяется для анализа большого 
количества образцов. Несмотря на высокую чувствитель­
ность к детектированию сигнала метилирования, обычный 
анализ MethyLight может анализировать только один ген 
за раз, что потенциально ограничивает анализ множе­
ственных маркеров (Susan et al., 2004; Olkhov­Mitsel et 
al., 2014).

Метилочипы. Высокопроизводительным методом яв­
ляется использование чиповых технологий. С их помощью 
возможно осуществить одновременный анализ большого 
количества метилированных участков. Так, компания 
Illumina разработала систему 450K Infinium Methylation 
BeadChip, содержащую более 450 000 потенциально ме ти­
лируемых CpG­сайтов. В данном методе ДНК на началь­
ном этапе также подвергается бисульфитной конвер сии, 
после чего проводится стандартная процедура гибриди­
зации на чипах фрагментов амплифицированной ДНК  
(Li et al., 2013; Yi­an et al., 2013).



Роль метилирования ДНК  
в нарушении костного метаболизма

Б.И. Ялаев, А.В. Тюрин 
Р.Я. Миргалиева, Р.И. Хусаинова

2019
23 • 1

73МЕДИЦИНСКАЯ ГЕНЕТИКА / MEDICAL GENETICS

Технологии исследований ассоциации эпигенома 
(EWAS) на основе микроматричного анализа, а также 
технологии секвенирования следующего поколения (пи­
росеквенирование и пр.) считаются наиболее востребо­
ванными в области изучения эпигенетических фак торов 
многофакторных заболеваний. В то же время для иссле­
дования небольшого числа кандидатных генов наиболее 
оптимальными решениями могут считаться методы HRM­
анализа и метил­специфической ПЦР.

Заключение
Идентификация ранних предикторов многофакторных за­
болеваний – одна из наиболее приоритетных задач совре­
менной молекулярной медицины. Как видно из описанных 
исследований, в метаболизм и ремоделирование костной 
ткани вовлечено большое количество регуляторных сис­
тем. Значимость и высокая роль метилирования ДНК в 
регуляторных процессах неоднократно были подтверж­
дены многими исследованиями. Однако данный эпиге­
нетический механизм все еще остается малоизученным в 
структуре ряда многофакторных заболеваний, в том числе 
остеопороза. Предпринято немалое количество попыток 
охарактеризовать аберрации ДНК­метилирования не толь­
ко в исследованиях кандидатных генов, но и в глобальных 
исследованиях ассоциаций эпигенома человека. Прежде 
всего из них следует, что ДНК­метилирование – это крайне 
чувствительный и тканеспецифичный процесс, который 
может сильно варьировать в зависимости от возраста, 
пола, микроокружения травмированных участков и усло­
вий окружающей среды. Несмотря на полномасштабные 
исследования, результаты довольно сильно различаются, 
но из них следует, что более объективны исследования, 
направленные на изучение ДНК­метилирования непосред­
ственно в самой костной ткани. При этом важно учитывать 
как можно большее количество микропараметров отбира­
емого материала, начиная от его клеточной гомогенности 
и заканчивая системным подходом одновременного ис­
следования уровня экспрессии генов и их связи с другими 
эпигенетическими модификато ра ми, включая микроРНК 
и посттрансляционные модификации.
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