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Метилирование ДНК – один из важнейших механизмов, вовлеченных в эпигенетическую регуляцию 
экспрессии генов. Однако взаимосвязь между метилированием ДНК и экспрессией пока не до конца 
ясна. Есть примеры, когда изменения в уровне метилирования ДНК вызывают изменения в экспрессии 
генов, и наоборот – изменения экспрессии влекут за собой изменения в уровне метилирования. Ранее 
мы ввели понятие CpG-светофоров – отдельных CpG-сайтов, метилирование которых значимо коррели-
рует с экспрессией, и показали их важную роль в регуляции энхансеров. Теперь мы показали, что уровни 
метилирования CpG-светофоров гетерогенны в популяции клеток и предположили, что это вызвано их 
динамическим деметилированием. Наблюдаемое обогащение CpG-светофоров 5-гидроксиметилцитози-
ном (5hmC) и сайтами локализации TET2 (Tet methylcytosine dioxygenase 2) подтвердило нашу гипотезу. С 
целью выяснить, является ли метилирование CpG-сайтов причиной или следствием экспрессии соответ-
ствующего гена, был применен метод статистической оценки направления причинной связи. В результате 
проведенного анализа среди CpG-сайтов идентифицированы такие, метилирование которых является 
причиной изменения экспрессии, и такие, для которых изменения в экспрессии вызывают изменения в 
метилировании. Для CpG-сайтов первого типа характерны более стабильные уровни метилирования в 
разных клетках и менее выраженное деметилирование в сравнении с CpG-сайтами второго типа. Также 
показано, что в промоторных областях доля CpG-сайтов, метилирование которых влияет на экспрессию, 
больше, чем в теле гена, для которого метилирование, скорее всего, следствие экспрессии. На основании 
этих наблюдений можно предположить, что уровни метилирования CpG-сайтов стабильны там, где они 
определяют экспрессию ассоциированного с этими сайтами гена, работая по принципу “выключателя”. И, 
наоборот, для CpG-сайтов, зависящих от экспрессии, уровень метилирования динамичен и различается 
между клетками в популяции, что вызвано, в первую очередь, активным деметилированием.
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Сокращения: 5hmC – 5-гидроксиметилцитозин; FDR (false discovery rate) – поправка на множественное тести-
рование; NPC (neural progenitor cells) ‒ нейрональные прогениторные клетки; TSS (transcription start site) – сайт 
начала транскрипции; TTS (transcription termination site) – сайт терминации транскрипции; М→Э – “Метилиро-
вание→Экспрессия” (изменения уровня метилирования вызывают изменения экспрессии); ОНП – однонукле-
отидный полиморфизм; Э→М – “Экспрессия→Метилирование” (изменения в экспрессии вызывают изменения 
уровня метилирования).

ВВЕДЕНИЕ
Метилирование ДНК представляет собой ко-

валентную модификацию ДНК без изменения ее 
нуклеотидной последовательности и служит од-
ним из важнейших механизмов эпигенетической 
регуляции генома. У млекопитающих чаще всего 
метилированы цитозины в контексте CpG-ди-
нуклеотидов, причем плотность покрытия со-

ставляет 70–80% от общего числа сайтов [1–3]. 
Неметилированные CpG-динуклеотиды часто 
обнаруживают в CpG-островках, которые присут-
ствуют в 5’-регуляторных областях многих генов 
[4], а также других транскрибируемых регионах –  
даже вдали от генов [5]. Ранее Panchin и др. [6] 
предположили, что метилированные CpG-сайты 
остаются функциональными. И это очень услож-
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няет изучение причинно-следственных связей 
в механизмах регуляции.

Метилирование/деметилирование ДНК в ре-
гуляции транскрипции. Влияние метилирования 
ДНК на структуру хроматина имеет большое зна-
чение для развития и функционирования живого 
организма. Однако, взаимосвязь между метилиро-
ванием ДНК и экспрессией генов неоднозначна. 
Ранее нами была предложена [7] и доработана [8] 
концепция CpG-светофоров – CpG-динуклеоти-
дов, метилирование которых достоверно коррели-
рует с экспрессией расположенного рядом гена.

Чаще всего метилирование регуляторных эле-
ментов в промоторе (и энхансере [9, 10]) ведет 
к подавлению экспрессии генов [11–16]. Правда, 
описаны гены, транскрипция которых не зави-
сит от метилирования [17], а также промоторы, 
метилирование только отдельных участков кото-
рых влияет на экспрессию [18, 19]. Заметим, что 
метилирование тела гена часто ассоциировано 
с активной транскрипцией. В этом случае метили-
рование ДНК служит не причиной, а следствием 
активной транскрипции. Вот один из примеров: 
комплекс элонгации привлекает комплекс три-
метилирования гистона H3K36 (содержащий бе-
лок SETD2), а тот, в свою очередь, связывается 
с ДНК-метилтрансферазой DNMT3A, которая 
вводит метильные группы в тело гена [20].

Хотя принято считать, что метилирование со-
седних CpG-позиций согласовано, эксперимен-
тально выявлены случаи, когда метилирование 
именно отдельных CpG-позиций связано с эк- 
спрессией конкретных генов. Вот несколько при-
меров подобных наблюдений, опубликованных 
за последние годы.

Деметилирование отдельного CpG-дину-
клеотида внутри экзона-5 гена PGLYRP3 связано с 
увеличением экспрессии гена. Неметилированная 
позиция в основном привлекает РНК-связываю-
щие белки, в том числе факторы сплайсинга. Это 
значит, что деметилирование этой позиции спо-
собствует транскрипции PGLYRP3 и/или сплай-
сингу пре-мРНК [21].

Метилирование отдельных CpG-динуклео-
тидов в позициях –77 и +24 регулирует экспрес-
сию гена TLR2 в периферических мононуклеар-
ных клетках крови [22].

Метилирование одной CpG-позиции 
(CpG9) регулирует экспрессию гена CHIP при 
раке молочной железы [23]. 

CpG-позиция +286, находящаяся во вто-
ром экзоне гена Il6 мышей, играет важную роль 
в регуляции экспрессии Il6. Гипометилирование 
CpG+286 повышает экспрессию Il6 [24].

Активное деметилирование ДНК [25–27] – 
процесс, обратный метилированию, – открыт 
относительно недавно, видимо, по причине мно-
гостадийности [28]. Первый этап активного деме-
тилирования – под действием белков группы TET 
из 5‑метилцитозина (5mC) образуется 5‑гидрок-
симетилцитозин (5hmC). Белки этой группы ис-
пользуют молекулярный кислород для включения 
гидроксильной группы в 5mC [29]. Конвертиро-
вать 5mC в 5hmC способен не только белок TET1, 
но и белки TET2 и TET3 [30]. Те же TET-фермен-
ты окисляют 5hmC дальше: до 5‑формилцитози-
на (5fC) и затем 5‑карбоксилцитозина (5caC). 5fC 
и 5caC могут быть удалены из ДНК и заменены 
на неметилированный цитозин при репарации ос-
нований [31]. Таким образом, наличие 5hmC мо-
жет служить индикатором именно происходящего 
активного деметилирования в клетке, посколь-
ку обратный процесс – метилирование ДНК –  
происходит в одну стадию, без формирования 
промежуточных продуктов. Однако это не дает 
ответа на вопрос: что первично в цепочке этих 
причинно-следственных связей: метилирование/
деметилирование CpG-позиций или изменение 
уровня экспрессии гена? Ответ на этот вопрос ва-
жен и с теоретической, и с практической точек 
зрения – именно воздействуя на причину, мож-
но изменять структуру хроматина и тем самым 
экспрессию генов, в том числе в терапевтических 
целях.

Математические подходы к поиску причинно-
следственных связей. Ответы на вопросы причин-
ности (а не вопросы ассоциаций) требуют зна-
чительного расширения языка математической 
статистики, который разрабатывается в области 
под названием causal inference [32, 33]. Стандарт-
ный статистический анализ направлен на  то, 
чтобы по отдельным измерениям оценить пара-
метры распределения, которому эти измерения 
подчиняются. Основываясь на параметрах этих 
распределений, можно делать выводы об ассоци-
ативной связи между переменными, что позволя-
ет оценивать вероятности событий. Причинно-
следственный анализ ищет ответ на вопрос, какое 
явление вызывает другое явление.

В настоящее время исследователи проводят 
поиск причинно-следственных связей между ме-
тилированием ДНК и экспрессией генов. Вве-
дем нотацию М→Э (Метилирование→Экспрес-
сия), чтобы обозначить случаи, когда изменения 
в  уровне метилирования являются причиной 
изменений в экспрессии; и Э→М (Экспрессия→ 
Метилирование) для случаев, когда изменения 
в экспрессии вызывают изменения уровня мети-
лирования. Результаты исследований пока оста-
ются противоречивыми. Например:

D. Taylor с соавт. [34] выявили 213 
причинно-следственных связей между экспресси-
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ей (115 генов) и метилированием ДНК (190 сайтов 
метилирования), из которых 64% имели направ-
ление М→Э и 36% Э→М. Сайты метилирования 
ДНК для пар М→Э находились ближе к сайтам 
начала транскрипции (transcription start site, TSS), 
чем для пар Э→М;

G. Hemani с соавт. [35] сообщали, что в сред-
нем случаи М→Э встречались чаще, чем Э→М, 
но при этом заметили, что результат подвержен 
сильным искажениям, связанным с погрешно-
стью измерений.

P. Hop с соавт. [36] идентифицировали 818 
генов, которые влияли на паттерны метилирова-
ния ДНК в крови, то есть для них, реализуется на-
правление Э→М. Среди найденных генов значимо 
чаще встречались транскрипционные факторы;

Х. Mo с соавт. [37] выявили 5 причинно-
следственных цепочек “М→Эревматоидный 
артрит” для CpG-сайтов, локализованных в CpG- 
островках промоторов генов;

J. Zhang с соавт. [38] исследовали влияние 
переменных на выживаемость при раке шейки 
матки и выявили 12 623 гена, для которых реализу-
ется направление М→Э. Интересно, что большин-
ство этих генов содержит меньше 50 CpG-сайтов.

K. van Eijk с соавт. [39] привели доказатель-
ства в поддержку направления М→Э, а не наобо-
рот. Авторы выбрали 20 CpG-сайтов, ассоции-
рованных с экспрессией 19 генов, содержащих 
суммарно 147 однонуклеотидных полиморфизмов 
(ОНП). Для модели ОНП→М→Э авторы нашли 
29.9% комбинаций в ее поддержку, а для модели 
ОНП→Э→М — 6.8%. Для локуса одного из генов 
выявлены причинно-следственные связи в обоих 
направлениях.

A. Díez-Villanueva A. с соавт. [40] рассматри-
вали связи между ОНП, метилированием и экс-
прессией. Авторы показали, что 60.1% этих ком-
бинаций подчинялось каноническому пути М→Э, 
33.9% не имело причинно-следственной связи 
между метилированием и экспрессией генов, а 6% 
реализовали путь Э→М;

B. Pierce с соавт. [41], выявили более 400 пар 
метилирования–экспрессии (проанализировано 
2 913 пар) с наличием причинно-следственной 
связи. Из  них 161 пара подчинялась модели 
ОНП→М→Э, а 125 пар – ОНП→Э→М; эти множе-
ства включали 119 общих пар, которые “работали” 
в двух направлениях. Авторы заметили, что проще 
выявить наличие причинно-следственной связи, 
чем ее направление.

В целом уже сейчас очевидно, что взаимо- 
связь между метилированием ДНК и экспресси-
ей генов имеет неоднозначный характер. Ранее 

нами описан механизм работы CpG-светофоров 
[7, 8], теперь мы детально исследовали динамику 
их метилирования–деметилирования в процессе 
регуляции транскрипции и проанализировали 
причинно-следственные связи между процессами 
метилирования и экспрессии.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Выбор CpG-светофоров и контрольных пози-

ций. В работе использовано понятие “CpG-све-
тофор”, подробно описанное нами ранее [8] 
и обозначающее CpG-позиции, метилирование 
которых связано с экспрессией ассоциированного 
гена. Для 48 образцов тканей и клеток человека 
из проекта ENCODE (https://www.encodeproject.
org/) проанализированы все пары “ген и CpG-ди-
нуклеотид”, где динуклеотид расположен в про-
межутке от –10000 п. н. в 5’-направлении от TSS 
и  до  3’-конца гена (transcription termination 
site, TTS), то есть все CpG-позиции на участке 
[–10000 п. н., TTS]. При таком выборе позиций 
один CpG-динуклеотид может быть ассоцииро-
ван с несколькими генами, а один ген – с не-
сколькими динуклеотидами. Для каждой пары 
“ген и CpG-динуклеотид” были построены два 
вектора: метилирования этой позиции во всех 
доступных образцах и экспрессии ассоцииро-
ванного гена во всех доступных образцах, – по-
сле чего вычисляли коэффициент корреляции 
Спирмена между этими двумя векторами и вво-
дили поправку на множественное тестирование 
(false discovery rate, FDR) методом Бенджамини‒
Хохберга. CpG-позиция называется CpG-свето-
фором, если для нее коэффициент корреляции 
Спирмена между метилированием и экспресси-
ей значим на уровне FDR < 0.01. В пару к каж- 
дому CpG-светофору была выбрана фоновая 
CpG-позиция с учетом расстояния до TSS, GC- 
и CpG-контента (подробный алгоритм см. в раз-
деле “Методы” работы [8]). Процесс выбора фо-
новых позиций был независимо повторен 50 раз.

Анализ уровня 5‑гидроксиметилцитозина. 
В стандартных экспериментах, использующих 
бисульфитную конверсию (BS), нельзя отличить 
5hmC от его предшественника 5mC, так как в этих 
условиях обе модификации ведут себя одинаково 
[42] и исследователь измеряет суммарный уро-
вень (5mC + 5hmC). С целью дифференцировать 
сигналы 5mC и 5hmC дополнительно проводили 
бисульфитную конверсию с окислением (oxBS), 
которая позволяет измерить уровень только 5mC 
(не включая 5hmC). Уровень 5hmC вычисляли как 
разницу (BS ‒ oxBS).

Для анализа использовали данные Illumina 
450K oxBS-array, полученные S. Field с  соавт. 
[43] (идентификатор данных http://www.ncbi.
nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE63179). 
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(Авторы провели бисульфитную конверсию, 
а также бисульфитную конверсию с окислением 
для 450 тыс. проб в клетках мозжечка человека. 
Авторы предложили метод анализа, при котором 
сигнал сглаживается, но мы приняли решение 
не  вносить дополнительные вычислительные 
шумы, а  воспользоваться исходными данны-
ми.) Для каждой пробы мы вычисляли разницу  
(BS ‒ oxBS) и усредняли полученные величины 
по 4 репликам, то есть использовали значение 
5hmC, равное avg(BS1 ‒ oxBS1, BS2 ‒ oxBS2, BS3 ‒ 
oxBS3, BS4 ‒ oxBS4). При таком подходе возможны 
отрицательные значения 5hmC, возникающие 
вследствие неточности измерений по обоим про-
токолам. Интерпретировать их не представляется 
возможным, но это не препятствовало понима-
нию общей картины, так как нас интересовали 
различия между уровнями 5hmC, а не абсолютные 
значения.

Анализ связывания TET2. Для анализа связы-
вания белка TET2 мы воспользовались данны-

ми, полученными Y. Qiao и др. [44]. Нами были 
выбраны полногеномные профили, полученные 
анализом ChIP-Seq, локализации TET2 в диф-
ференцированных на 12 сутки клетках нейронов 
NPC (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.
cgi?acc=GSM1668531). Авторы определили реги-
оны локализации белка TET2 (пики ChIP-seq) 
на сборке генома hg19. Нами была использована 
утилита liftOver [45] для того, чтобы перенести 
координаты регионов локализации TET2 на hg38.

Учитывая, что CpG-светофоры были вы-
браны на основе анализа 48 различных тканей, 
мы предположили, что лежащие в основе меха-
низмы являются фундаментальными и не за-
висят от конкретной ткани. Тем не менее, мы 
выбрали дифференцирующиеся нейроны как 
максимально близкие (из доступных опублико-
ванных образцов) к описанным выше данным 
5hmC в мозжечке человека, чтобы сравнение 
было более адекватным.

Рис. 1. Распределение метилирования и экспрессии генов, ассоциированных с CpG-светофорами и фоновыми по-
зициями с отрицательным коэффициентом корреляции Спирмена. Тон отражает плотность точек в логарифмичес- 
ком масштабе. Распределение показано для случайных фоновых CpG-позиций в промоторе (число позиций равно 
числу CpG-светофоров) (а); CpG-светофоров в промоторе (б); случайных фоновых CpG-позиций в теле гена (в); 
CpG-светофоров в теле гена [+500, TTS] (г). На панели (д) показано распределение доли CpG-светофоров и фоно-
вых CpG-позиций в зависимости от уровня 5hmC в образце мозжечка; на панели (е) — квантили распределения (д). 
На панелях (ж) и (з) показано число CpG-позиций, колокализованных с пиками сигнала TET2 в двух различных 
образцах соответственно: дифференцированных на 12 сутки нейронах (клетки NPC) и макрофагов, полученных 
из моноцитов. Здесь и далее на рисунках: планки погрешностей соответствуют 5%- и 95%-ному процентилю из  
50 выборок фоновых позиций; для фоновых позиций приведена медиана из 50 выборок; фон. позиции — фоновые 
позиции; корр — коэффициент корреляции Спирмена.
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Число пиков, колокализованных с CpG-по-
зициями в клетках NPC, невелико, поэтому для 
подтверждения полученных результатов мы ис-
пользовали второй образец полногеномных про-
филей локализации TET2, полученных I. Cobo 
с соавт. [46]. Нами выбраны данные, полученные 
для макрофагов, дифференцированных из моно-
цитов (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.
cgi?acc=GSE206030). Авторами опубликованы 
пики TET2 на сборке hg38.

Для анализа колокализации TET2 и выбран-
ных CpG-сайтов интервалы были пересечены 
с помощью утилиты bedtools intersect [47].

Поиск причинно-следственных связей. Для 
изучения направления причинно-следственных 
связей в геномных данных на настоящий мо-
мент разработано несколько инструментов [48]. 
Для анализа направления связи мы следовали 
логике, описанной в книге J. Peters и др. [32], 
а именно логике иллюстративного примера 4.5 
(рис. S1, Дополнительные материалы в электрон-
ном виде по DOI статьи и на сайте http://www.
molecbio.ru/downloads/2024/6/supp_Lioznova_
rus.zip). В этом примере рассмотрена выборка  
(X, Y), для которой построена линейная регрессия 
в обоих направлениях: X→Y и Y→X, — после чего 
проанализированы остатки (ошибки) полученной 
регрессионной модели. Если регрессионная мо-
дель отражает истинное направление причинно-
следственной связи, то распределение остатков 
будет независимым.

В данной работе выбран инструмент dHSIC 
[49], реализующий описанную логику. Мы пред-
полагаем линейную связь между исследуемы-
ми переменными model←lm(X~Y), после чего 
анализируем распределение остатков dhsic.
test(model$residuals, Y)$p.value. Такая проверка 
проводится для обоих потенциальных направ-
лений причинно-следственной связи, в нашем 
случае для Э→М и М→Э. Таким образом, в резуль-
тате анализа для каждой пары “ген и CpG-ди-
нуклеотид” мы получили две величины p-value, 
отражающие значимость для обоих потенциаль-
ных направлений связи. С целью скорректировать 
p-value на полное число пар “ген и CpG-дину-
клеотид” мы произвели поправку FDR на мно-
жественное тестирование методом Бенджамини‒
Хохберга. Значимым считали p-value < 0.05 после 
поправки методом Бенджамини‒Хохберга. Опре-
деленное направление связи между экспрессией 
и метилированием ДНК приписывали паре “ген 
и CpG-динуклеотид”, если одно из двух значений 
p-value было меньше заданного порога.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Гетерогенность уровня метилирования  
CpG-светофоров

Конкретный CpG-динуклеотид может быть 
либо метилирован, либо нет, то есть в отдельной 
клетке на уровне определенного аллеля уровень 
метилирования бинарен (0 или 1 в используемой 
нами нотации). В диплоидной клетке алелльспе- 
цифичное метилирование CpG-позиций может 
привести к уровню метилирования 0.5. Аллель-
специфичное метилирование найдено для 10% 
генов человека [50] и обычно ассоциировано с ге-
нетическими полиморфизмами [50, 51] или им-
принтингом. Статус метилирования конкретных 
позиций ДНК, в отличие от генотипа, может раз-
личаться между разными клетками одного орга-
низма (даже внутри одного типа клеток). В связи 
с этим на практике измеряют долю метилирован-
ных CpG-позиций, а не бинарное значение мети-
лирования в позиции [51, 52], то есть наблюдается 
гетерогенность уровней метилирования в данной 
CpG-позиции среди отдельных клеток.

Для большинства CpG-позиций, которые 
не  относятся к  CpG-светофорам (фоновые 
CpG-позиции), уровни метилирования близки 
либо к 0, либо к 1 во всех изученных типах клеток 
(рис. 1а,в). Это свидетельствует об однородно-
сти уровней метилирования в клеточной попу-
ляции, причем в теле гена метилирование чаще 
всего близко к 1. В то же время CpG-светофоры 
с отрицательным коэффициентом корреляции 
Спирмена между экспрессией и метилированием, 
расположенные как в промоторах, так и в теле 
гена, часто имеют промежуточные уровни ме-
тилирования во многих типах клеток (рис. 1б,г). 
Аналогичная тенденция зарегистрирована и для 
CpG-светофоров с положительным коэффици-
ентом корреляции Спирмена (рис. S2, см. элек-
тронное приложение).

CpG-светофоры деметилируются динамически

В  связи с  тем, что уровни метилирования 
CpG-светофоров более гетерогенны, чем фоно-
вых CpG-позиций, было решено проверить, яв-
ляется ли это наблюдение следствием более дина-
мичного процесса деметилирования этих позиций. 
В качестве параметров, отражающих изменения 
метилирования, мы использовали уровень 5hmC 
и сигнал связывания белка TET2 – параметры, от-
ражающие деметилирование этих позиций. Хотя 
функциональная роль 5hmC не совсем ясна, одна 
из наиболее популярных гипотез заключается в том, 
что это промежуточный продукт активного демети-
лирования ДНК с участием белков группы TET [53].
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Как видно из  данных, приведенных на   
рис. 1(д,е), по сравнению с фоновыми CpG-пози-
циями бóльшая доля CpG-светофоров обогащена 
5hmC. Заметим, что здесь мы привели долю, а не об-
щее число CpG-позиций, так как данные получены 
для 450 тыс. CpG-проб, выбранных по геному не-
случайно, что может исказить абсолютные значе-
ния количества числа CpG-светофоров и фоновых 
позиций. Кроме обогащения 5hmC, CpG-свето-
форы гораздо чаще колокализовались с TET2, чем 
фоновые CpG-позиции (рис. 1ж,з). Это согласуется 
с результатами, полученными нами ранее [54].

Таким образом, полученные здесь данные слу-
жат подтверждением выдвинутой нами гипотезы 
о динамическом деметилировании CpG-свето-
форов. Модель динамического деметилирования 

CpG-светофоров может объяснить наблюдаемую 
среди них неоднородность уровней метилирова-
ния в клеточной популяции.

Активное деметилирование происходит 
в позициях Э→М

На следующем этапе исследования CpG-по-
зиции были разделены на подгруппы на осно-
ве оценки причинно-следственной связи между 
уровнями экспрессии и метилирования: измене-
ния в метилировании ДНК вызывают изменения 
экспрессии (М→Э) или уровни метилирования 
зависят от интенсивности экспрессии (Э→М).

Прежде всего мы убедились, что для CpG-све-
тофоров значимо чаще бывает определено направ-

Рис.  2. Анализ причинно-следственных связей и  распределения 5hmC в  зависимости от  направления связи. 
На левой панели представлены результаты количественного анализа CpG-позиций, для которых выявлено нали-
чие причинно-следственной связи. Левая колонка показывает общее число позиций, а колонка справа — число 
позиций в зависимости от направления связи. На графиках показано число позиций, имеющих коэффициент 
причинно-следственной связи для CpG-светофоров и фоновых CpG-позиций во всем геноме (а) и их уточнение — 
число позиций в зависимости от направления связи (б). На видах (в) и (г) показаны позиции в промоторной об-
ласти [‒1000, TSS+500], на (д) и (е) — в теле гена [TSS+500, TTS]. На правой панели представлено распределе-
ние 5hmC: (ж) — распределение доли CpG-светофоров в зависимости от уровня 5hmC для обоих направлений 
причинно-следственной связи; (з) — квантили распределения на виде (ж); (и) — распределение, аналогичное (ж), 
только для фоновых CpG-позиций; (к) — квантили распределения на панели (и).
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ление причинно-следственной связи, чем для фо-
новых CpG-позиций (рис. 2а). При рассмотрении 
только промоторных областей видно, что здесь 
число CpG-светофоров, для которых определено 
направление причинно-следственной связи, мень-
ше числа фоновых CpG-позиций (рис. 2в).

Далее мы проанализировали соотношение чис-
ла позиций, поддерживающих каждое из направле-
ний связи. Мы заметили, что связь Э→М (уровень 
экспрессии определяет уровень метилирования) 
встречается примерно в 4 раза чаще, чем М→Э (уро-
вень метилирования определяет уровень экспрес-
сии) для всех позиций (рис. 2б), но в промоторной 
области разница меньше (рис. 2г). Эта тенденция 
согласуется с признанным тезисом, что метилиро-
вание промотора гена подавляет его экспрессию.

С целью лучше понять процесс деметилиро-
вания ДНК мы проанализировали уровень 5hmC 
в  свете причинно-следственных связей между 
уровнями метилирования ДНК и экспрессии. За-
метим, что именно CpG-позиции с направлением 
причинно-следственной связи Э→М обогащены 
5hmC (рис. 2ж,и). Это может означать наличие 
положительной обратной связи между активной 
транскрипцией и деметилированием ДНК. Для 
наглядности мы привели квантиль-квантильные 
распределения (рис. 2з,к), которые показывают 

разницу распределений при разных направле-
ниях причинно-следственной связи. Отметим, 
что разница между фоновыми CpG-позиция-
ми и CpG-светофорами с направлением связи 
М→Э (рис. S3а,б, см. электронное приложение) 
более выражена, чем для всех позиций в целом 
(рис. 1д,е).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
На основании результатов многочисленных 

исследований, посвященных механизмам мети-
лирования ДНК, ни у кого не вызывает сомнения, 
что это сложнейший процесс, регулируемый в том 
числе на уровне отдельных CpG-динуклеотидов. 
Известно, что часто соседние CpG-динуклеотиды 
метилируются подобным образом. В частности 
показано, что метилирование новосинтезиро-
ванной ДНК-цепи под действием ДНК-метил-
трансферазы 1 (DNMT1) происходит с учетом 
уровня метилирования не только той же позиции 
материнской цепи, но и соседних динуклеотидов 
[55]. Кроме того, метилирование тела активно 
транскрибируемого гена под действием ДНК-ме-
тилтрансферазы 3А (DNMT3А) обусловлено, как 
предполагают, привлечением этой метилтранс-
феразы белком SETD2, который регулируется 
комплексом элонгации [56]. Также показано, 

Рис. 3. Предполагаемый механизм функционирования CpG-светофоров. На левой панели представлены CpG-све-
тофоры, в которых изменения уровня метилирования (Ме) вызывают изменения экспрессии ассоциированно-
го гена. Такие CpG-светофоры чаще встречаются в промоторах, их метилирование стабильно и работают они-
по  принципу “вкл/выкл”. Правая панель показывает CpG-светофоры, для которых уровень метилирования 
зависит от экспрессии гена. Их метилирование различно между клетками и динамично, что вызвано активным 
деметилированием. Деметилирование происходит под действием метилцитозиндиоксигеназы TET2, которая при-
влекается транскрипционными факторами (ТФ).
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что гетеротетрамер DNMT3A/3L содержит два 
активных центра и одновременно метилирует 
CpG-сайты на расстоянии 12 нуклеотидов [57]. 
При исследовании структуры фермента DNMT3А 
показано, что он может скоординированно ме-
тилировать CpG-сайты на расстоянии от 8 до 10 
нуклеотидов [58–60].

Напротив, активное деметилирование, ви-
димо, представляет более локальный процесс. 
Показано, что связывание белков группы TET 
с ДНК происходит специфически и определяется 
ее последовательностью (сиквенсспецифично) 
[61]. В работах Suzuki с соавт. [62, 63] показано, 
что белок TET2, который не имеет ДНК-связы-
вающего домена, привлекается рядом транскрип-
ционных факторов, которые сиквенсспецифично 
связывают ДНК. Следовательно, этот механизм 
реализуется скорее локально, и это подтверждено 
нами ранее [54].

Можно предположить, что метилирование 
цитозинов в районе CpG-светофоров может на-
капливаться вследствие отсутствия связывания 
транскрипционных факторов, что приводит к ме-
тилированию CpG-светофоров, т. е. их метили-
рование в этом случае не причина, а следствие  
“пассивная” метка отсутствующей экспрессии 
гена в результате инактивации его регуляторного 
элемента. Эта гипотеза подтверждается резуль-
татами нескольких исследований [64, 65], в том 
числе, полученными нами теперь.

Деметилирование регуляторного района 
также может быть следствием связывания опре-
деленных факторов транскрипции, которые 
привлекают TET-белки. В этом случае выгля-
дит логичным, что деметилирование происходит 
не в самом сайте связывания, а в его ближайших 
окрестностях, с которыми деметилаза может вхо-
дить в прямой контакт.

Мы предполагаем, что CpG-позиции, в ко-
торых уровень метилирования определяет 
уровень экспрессии, – это районы, где мети-
лирование ДНК работает как своего рода пе-
реключатель, который устанавливается еди-
новременно и далее поддерживается в таком 
состоянии при делении клеток. Таким образом, 
уровень метилирования оказывается близким 
к 0 или 1 во всех клетках этого типа, а райо-
ны, где уровень экспрессии определяет уровень 
метилирования, гетерогенны и, видимо, воз-
никают в значительной степени как результат 
активного деметилирования с использованием 
TET-белков, связывание которых происходит 
динамически в разных клетках (рис. 3).

Таким образом, на основании эксперимен-
тально полученных результатов можно сделать 
вывод, что метилирование промоторов генов 

не всегда вызывает подавление экспрессии [66].  
Следовательно, для решения медицинских 
и других прикладных задач воздействие на уро-
вень метилирования не  всегда правомерно. 
Метилирование CpG-позиций может быть 
не причиной, а лишь следствием изменения 
экспрессии. Разработанная нами модель позво-
лит в будущем более точно выбирать CpG-ми-
шени для воздействия на экспрессию ассоци-
ированных с ними генов.
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Настоящая статья не содержит каких‑либо 
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DNA methylation is one of the most important mechanisms involved in the epigenetic regulation of gene expres-
sion. However, the relationship between DNA methylation and expression is still not fully understood. There are 
examples where changes in DNA methylation level cause changes in gene expression, and vice versa ‒ changes 
in expression entail changes in the methylation level. Earlier, we introduced the concept of CpG traffic lights, 
individual CpG sites whose methylation significantly correlates with expression, and showed their important role 
in enhancer regulation. Here, we showed that the methylation levels of CpG traffic lights are heterogeneous in the 
cell population and suggested that this is due to their dynamic demethylation. The observed enrichment of CpG 
traffic lights with 5-hydroxymethylcytosine (5hmC) and TET2 (Tet methylcytosine dioxygenase 2) localization 
sites has now confirmed our hypothesis. In order to find out whether the methylation of CpG sites is a cause or a 
consequence of the expression of the corresponding gene, we applied the method of causal inference. As a result, 
among the CpG sites, we distinguished those for which methylation was the cause of expression changes and 
those for which expression changes caused methylation changes. CpG sites of the first type were characterized 
by more stable methylation levels in different cells and less pronounced demethylation compared to CpG sites of 
the second type. It was also shown that the proportion of CpG sites whose methylation affected expression was 
greater in promoter regions than in the gene body, for which methylation was likely to be a consequence of ex-
pression. Based on these observations, we can assume that the methylation levels of CpG sites, which determine 
the expression of the gene associated with them, are stable and work on the principle of a “switch”. Conversely, 
for expression-dependent CpG sites, methylation levels are dynamic and vary between cells in the population, 
primarily due to active demethylation.

Keywords: DNA methylation, CpG sites, gene expression, epigenetic regulation, causal inference
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