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Óðîâåíü ìåòèëèðîâàíèÿ ÄÍÊ è äëèíà òåëîìåð êàê îñíîâà äëÿ ïîñòðîåíèÿ ìîäåëè...

Ñòàðåíèå — ïðîöåññ, çàâèñÿùèé îò ìíîæåñòâà êàê âíåøíèõ, òàê è âíóòðåííèõ ôàêòîðîâ. Áèîëîãè-
÷åñêèé âîçðàñò ÷åëîâåêà îïðåäåëÿåò èçíîñ îðãàíèçìà è ðèñê ðàçâèòèÿ âîçðàñòíûõ çàáîëåâàíèé. Â êà÷å-
ñòâå ïîêàçàòåëÿ áèîëîãè÷åñêîãî âîçðàñòà â íàñòîÿùåå âðåìÿ ðàññìàòðèâàþò ðàçëè÷íûå õàðàêòåðèñòèêè,
â òîì ÷èñëå ñðåäíþþ äëèíó òåëîìåð â êëåòêàõ è óðîâåíü ìåòèëèðîâàíèÿ ÄÍÊ. Ìû ïðåäëàãàåì ñîâìåñ-
òèòü äâà ïîäõîäà äëÿ ñîçäàíèÿ ìîäåëè, ïîçâîëÿþùåé îöåíèâàòü áèîëîãè÷åñêèé âîçðàñò ÷åëîâåêà. Èñ-
ïîëüçîâàíèå ÏÖÐ â ðåàëüíîì âðåìåíè äëÿ îïðåäåëåíèÿ äëèíû òåëîìåð è MS-HRM äëÿ àíàëèçà ìåòèëè-
ðîâàíèÿ ÄÍÊ ïîçâîëèò îïåðàòèâíî îïðåäåëÿòü èíòåðåñóþùèå íàñ ïàðàìåòðû ïðè ïðèìåíåíèè ìèíè-
ìàëüíîãî íàáîðà îáîðóäîâàíèÿ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: áèîëîãè÷åñêèé âîçðàñò, ìåòèëèðîâàíèå ÄÍÊ, ñòàðåíèå, òåëîìåðû.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÏÖÐ — ïîëèìåðàçíàÿ öåïíàÿ ðåàêöèÿ, ÏÖÐ-ÐÂ — ÏÖÐ â ðåàëüíîì
âðåìåíè, HRM — ïëàâëåíèå ÄÍÊ ñ âûñîêèì ðàçðåøåíèåì, MALDI-TOF MS — ñïåöèôè÷íàÿ ê ìåòèëè-
ðîâàíèþ âðåìÿïðîëåòíàÿ ìàññ-ñïåêòðîìåòðèÿ, MS-HRM — ñïåöèôè÷íîå ê ìåòèëèðîâàíèþ ïëàâëåíèå
ÄÍÊ ñ âûñîêèì ðàçðåøåíèåì, NGS — âûñîêîïðîèçâîäèòåëüíîå ñåêâåíèðîâàíèå.

Ñòàðåíèå — ïðîöåññ, ñîïðîâîæäàþùèéñÿ ìíîãî÷èñ-
ëåííûìè èçìåíåíèÿìè áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòè â æè-
âûõ êëåòêàõ. Ñòàðîñòü ïðåäñòàâëÿåòñÿ êîìïëåêñíîé ïðîá-
ëåìîé, ñâÿçàííîé ñ èñòîùåíèåì îðãàíèçìà. Ñ îäíîé
ñòîðîíû, åå ìîæíî ðàññìàòðèâàòü êàê áîëåçíü, ò. å. ïî-
òåíöèàëüíî ïðåäïîëàãàòü âîçìîæíîñòü èçëå÷åíèÿ. Ñ äðó-
ãîé ñòîðîíû, ñòàðîñòü åñòü ôóíêöèîíàëüíûé ïåðèîä æèç-
íè îðãàíèçìà, ïðîÿâëÿþùèéñÿ íåèçáåæíî. Êëàññè÷åñêè-
ìè ñèìïòîìàìè ñòàðåíèÿ ó ìëåêîïèòàþùèõ ñ÷èòàþòñÿ
èñêðèâëåíèå ïîçâîíî÷íèêà, óìåíüøåíèå ôåðòèëüíîñòè,
ñíèæåíèå ñëóõà è çðåíèÿ, àíåìèÿ, óõóäøåíèå èììóíèòå-
òà, ïîòåðÿ âåñà è ñíèæåíèå êîãíèòèâíûõ ôóíêöèé. Ýòè
âèäèìûå ôèçèîëîãè÷åñêèå èçìåíåíèÿ ÿâëÿþòñÿ ñëåäñò-
âèåì ìíîæåñòâà ìîëåêóëÿðíî-áèîëîãè÷åñêèõ îòêëîíå-
íèé, ïðîÿâëÿþùèõñÿ íà êëåòî÷íîì óðîâíå. Äîëãèå ãîäû
èññëåäîâàíèÿ ñòàðåíèÿ áûëè íàïðàâëåíû íà ñîçäàíèå
óíèôèöèðîâàííîé òåîðèè, ñïîñîáíîé îáúÿñíèòü âñ¸ ðàç-
íîîáðàçèå âîçðàñòíûõ áèîëîãè÷åñêèõ èçìåíåíèé è íàéòè
âîçìîæíîñòü îáðàòèòü èõ âñïÿòü èëè õîòÿ áû çàìåäëèòü
(Newgard, Sharpless, 2013).

Ïðîäîëæèòåëüíîñòü æèçíè ÷åëîâåêà ñóùåñòâåííî çà-
âèñèò êàê îò ãåíåòè÷åñêèõ ôàêòîðîâ, çàëîæåííûõ èçíà-
÷àëüíî, òàê è îò âëèÿíèÿ âíåøíåé ñðåäû. Òàê êàê ñòàðå-
íèå íà÷èíàåòñÿ ñ èçìåíåíèé íà ìîëåêóëÿðíîì è êëåòî÷-
íîì óðîâíÿõ, ïðèâîäÿ ê âèäèìûì ïîñëåäñòâèÿì â âèäå
çàáîëåâàíèé è ñìåðòè, âàæíîé çàäà÷åé ïðè èçó÷åíèè äàí-
íîãî ïðîöåññà ÿâëÿåòñÿ âûÿâëåíèå ãëóáèííûõ ïðè÷èí åãî
ðàçâèòèÿ. Äî ñèõ ïîð îñòàåòñÿ îòêðûòûì âîïðîñ î âçàè-

ìîñâÿçè õðîíîëîãè÷åñêîãî è áèîëîãè÷åñêîãî âîçðàñòà.
Íåñîìíåííî, ðèñê ðàçâèòèÿ çàáîëåâàíèé ïðåêëîííîãî
âîçðàñòà ñâÿçàí èìåííî ñ èçìåíåíèÿìè íà ìîëåêóëÿðíîì
óðîâíå, ò. å. ñ áèîëîãè÷åñêèì âîçðàñòîì îðãàíèçìà (Fon-
tana et al., 2010).

Ñîâðåìåííûå òåîðèè ñòàðåíèÿ ïðåäëàãàþò ìíîæåñò-
âî ìîëåêóëÿðíûõ ìåõàíèçìîâ, âûñòóïàþùèõ â êà÷åñòâå
îñíîâíûõ ïðè÷èí ðàçâèòèÿ ïðîöåññà (Salmon et al., 2010).
Ê íèì îòíîñÿò íàêîïëåíèå îøèáîê â ÄÍÊ, ñâÿçàííîå ñ
óõóäøåíèåì ðàáîòû ñèñòåì ðåïàðàöèè, íàêîïëåíèå ìàð-
êåðîâ àïîïòîçà, ïîÿâëåíèå áîëüøîãî êîëè÷åñòâà íå-
ïðàâèëüíî ñâåðíóòûõ áåëêîâ, íàêîïëåíèå ñâîáîäíûõ ðà-
äèêàëîâ, ðàçðóøàþùèõ ðàáîòó êëåòî÷íûõ ñèñòåì, è ò. ä.
Îäíàêî ïðåäñòàâëÿåìûå ðåçóëüòàòû çà÷àñòóþ ïðîòèâîðå-
÷èâû, ÷òî, âîçìîæíî, ñâÿçàíî ñ îòñóòñòâèåì ðåôåðåíòíûõ
ìàòåðèàëîâ äëÿ ñòàíäàðòèçàöèè âûïîëíÿåìûõ èçìåðå-
íèé.

Â êà÷åñòâå ìàðêåðîâ áèîëîãè÷åñêîãî âîçðàñòà äîëæ-
íû áûòü âûáðàíû õàðàêòåðèñòèêè êëåòêè, êîòîðûå äîñòî-
âåðíî èçìåíÿþòñÿ ïðè óâåëè÷åíèè õðîíîëîãè÷åñêîãî
âîçðàñòà îðãàíèçìà. Ìû ïðåäëàãàåì èñïîëüçîâàòü äëÿ
îöåíêè áèîëîãè÷åñêîãî âîçðàñòà ñèñòåìó, âêëþ÷àþùóþ â
ñåáÿ êîìáèíàöèþ äâóõ ìàðêåðîâ — äëèíû òåëîìåð â
êëåòêàõ êàê ãåíåòè÷åñêîãî ìàðêåðà, îòâåòñòâåííîãî çà öå-
ëîñòíîñòü õðîìîñîì (Blackburn, 2000), è óðîâíÿ ìåòèëè-
ðîâàíèÿ ÄÍÊ êàê ýïèãåíåòè÷åñêîãî ìàðêåðà, îòðàæàþ-
ùåãî ñîñòîÿíèå ïðîöåññîâ òðàíñêðèïöèè è ðåïàðàöèè
(Walsh, Xu, 2006).
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Äëèíà òåëîìåð
êàê ìàðêåð áèîëîãè÷åñêîãî âîçðàñòà

Äî íàñòîÿùåãî âðåìåíè îäíèì èç êëþ÷åâûõ ôàêòî-
ðîâ, îïðåäåëÿþùèõ ïðîäîëæèòåëüíîñòü æèçíè, ñ÷èòàåòñÿ
äëèíà êîíöåâûõ ó÷àñòêîâ õðîìîñîì — òåëîìåð. Äàííûå
ó÷àñòêè íåñóò âàæíóþ ôóíêöèþ ïîääåðæàíèÿ öåëîñòíî-
ñòè ãåíîìà, ïîçâîëÿÿ ðåøèòü ïðîáëåìó íåäîðåïëèêàöèè
êîíöåâûõ ó÷àñòêîâ õðîìîñîì. Ïîìèìî ýòîãî, òåëîìåðû
îòâåòñòâåííû çà ïðèêðåïëåíèå ãåíåòè÷åñêîãî ìàòåðèàëà
ê ÿäåðíîé îáîëî÷êå, ñåãðåãàöèþ è ñòàáèëèçàöèþ ïîâðåæ-
äåííûõ õðîìîñîì. Åñòü äàííûå î âëèÿíèè òåëîìåð íà ýê-
ñïðåññèþ ãåíîâ (Stadler et al., 2013).

Â 1971 ã. À. Ì. Îëîâíèêîâ âûäâèíóë òåëîìåðíóþ òå-
îðèþ ñòàðåíèÿ, ïîçæå ïîäòâåðæäåííóþ åãî àìåðèêàíñêè-
ìè êîëëåãàìè, êîòîðàÿ ïðåäïîëàãàåò ïîñòîÿííîå óêîðî÷å-
íèå òåëîìåð, ÷òî îãðàíè÷èâàåò êîëè÷åñòâî âîçìîæíûõ
äåëåíèé êëåòêè â îòñóòñòâèå òåëîìåðàçíîé àêòèâíîñòè
(Olovnikov, 1973; Allsop et al., 1992). Èñòîùåíèÿ ïðîëè-
ôåðàòèâíîé ñïîñîáíîñòè êëåòîê íåêîòîðûõ òêàíåé îêàçû-
âàåòñÿ äîñòàòî÷íî äëÿ âîçíèêíîâåíèÿ àññîöèèðîâàííûõ
ñî ñòàðåíèåì çàáîëåâàíèé (Herbig et al., 2006; Mikhelson,
Gamaley, 2008). Òåì íå ìåíåå äàííûå î âçàèìîñâÿçè äëè-
íû òåëîìåð è âîçðàñòà ïðîòèâîðå÷èâû. Òàê, â ãðóïïå äîë-
ãîæèòåëåé Ñåâåðî-Çàïàäíîãî ðåãèîíà Ðîññèè äîñòîâåð-
íîå óìåíüøåíèå ñðåäíåé äëèíû òåëîìåð ñ âîçðàñòîì ïî-
êàçàíî ëèøü ó ëþäåé ñòàðøå 90 ëåò (Ñìèðíîâà è äð.,
2012). Âëèÿíèå ðàçëè÷íûõ ñòðåññîâ íà äëèíó òåëîìåð è
ñâÿçü ýòèõ èçìåíåíèé ñ áèîëîãè÷åñêèì âîçðàñòîì îðãà-
íèçìà â íàñòîÿùåå âðåìÿ àêòèâíî îáñóæäàåòñÿ (Puterman
et al., 2010).

Íåò ñîìíåíèé â òîì, ÷òî äëèíà òåëîìåð êàêèì-òî îá-
ðàçîì àññîöèèðîâàíà ñ âîçðàñòîì è âëèÿíèåì âíåøíèõ
ôàêòîðîâ íà îðãàíèçì â òå÷åíèå æèçíè. Òåì ñàìûì êà-
æåòñÿ ïåðñïåêòèâíûì âûáîð ñðåäíåé äëèíû òåëîìåð â
êà÷åñòâå ìàðêåðà áèîëîãè÷åñêîãî âîçðàñòà òêàíè. Îñòàåò-
ñÿ íåîáõîäèìûì âûáîð ìåòîäè÷åñêîãî ïîäõîäà äëÿ îïðå-
äåëåíèÿ äëèíû òåëîìåð.

Òðàäèöèîííûì ìåòîäîì èçìåðåíèÿ äëèíû òåëîìåð â
îáðàçöàõ ÄÍÊ ÷åëîâåêà ÿâëÿåòñÿ îïðåäåëåíèå ñðåäíåé
äëèíû êîíöåâîãî ôðàãìåíòà ðåñòðèêöèè (Allshire et al.,
1989). Ê ñîæàëåíèþ, äàííûé ìåòîä òðåáóåò îòíîñèòåëüíî
áîëüøîãî êîëè÷åñòâà ÄÍÊ (0.5—5 ìêã) è äëèòåëüíî-
ãî âðåìåíè (3—5 ñóò). Êðîìå òîãî, íåèçáåæíû îøèáêè
îïðåäåëåíèÿ äëèíû òåëîìåð, ñâÿçàííûå ñ èñïîëüçîâà-
íèåì ðàçëè÷íûõ ðåñòðèêòàç, ñ èõ àêòèâíîñòüþ, íàëè÷èåì
ïîëèìîðôèçìîâ â ñóáòåëîìåðíîé îáëàñòè è âîçìîæ-
íûõ èíäèâèäóàëüíûõ ðàçëè÷èé äëèíû ñóáòåëîìåðíûõ
ôðàãìåíòîâ, êîòîðûå áóäóò îêàçûâàòü âëèÿíèå íà ðåçóëü-
òàò. Íåîáõîäèìî èñïîëüçîâàòü ìåòîä, ïîçâîëÿþùèé
äîñòàòî÷íî áûñòðî è áåç îñîáûõ çàòðàò èññëåäîâàòü áîëü-
øîå êîëè÷åñòâî îáðàçöîâ. Ïîäîáíûé ìåòîä îïðåäåëå-
íèÿ îòíîñèòåëüíîé äëèíû òåëîìåð áûë ïðåäëîæåí â
2002 ã. (Cawthon, 2002) è ïîçäíåå ìîäèôèöèðîâàí äëÿ
îïðåäåëåíèÿ èõ àáñîëþòíîé äëèíû (O’Callaghan et al.,
2008).

Ìåòîä îïðåäåëåíèÿ àáñîëþòíîé äëèíû òåëîìåð îñíî-
âàí íà èñïîëüçîâàíèè ÏÖÐ-ÐÂ. Ñðåäíþþ äëèíó òåëîìåð-
íûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé íà êëåòêó îïðåäåëÿþò çà ñ÷åò
íîðìèðîâàíèÿ èõ ÷èñëà â îáðàçöå íà ÷èñëî êîïèé ãåíà,
âñòðå÷àþùåãîñÿ â ãåíîìå 1 ðàç. Àìïëèôèêàöèþ òåëîìåð-
íîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïðîâîäÿò ñ èñïîëüçîâàíèåì ñïå-
öèàëüíûõ ïðàéìåðîâ, íå îáðàçóþùèõ äèìåðîâ (Cawthon,
2002). Äëÿ îïðåäåëåíèÿ àáñîëþòíîé äëèíû òåëîìåð â
êëåòêå èñïîëüçóþò ñèíòåòè÷åñêèå êîíòðîëüíûå îáðàçöû,

ñîäåðæàùèå çàäàííîå êîëè÷åñòâî òåëîìåðíûõ ïîâòîðîâ ñ
èçâåñòíîé êîíöåíòðàöèåé (O’Callaghan et al., 2008). Ýòîò
ïîäõîä ñ óñïåõîì èñïîëüçîâàí â ðÿäå ðàáîò â îáëàñòè ãå-
ðîíòîëîãèè. Òàê, ñ ïðèìåíåíèåì ýòîãî ìåòîäà íàìè áûëà
ïîäòâåðæäåíà êîððåëÿöèÿ ìåæäó äëèíîé òåëîìåð è âîç-
ðàñòîì â ãðóïïå äîëãîæèòåëåé Ñåâåðî-Çàïàäíîãî ðåãèîíà
(Ñìèðíîâà è äð., 2012).

Ìåòèëèðîâàíèå ÄÍÊ — ýïèãåíåòè÷åñêèé
ôàêòîð ñòàðåíèÿ

Â ïîñëåäíèå ãîäû âñå áîëüøåå âíèìàíèå óäåëÿþò
ýïèãåíåòè÷åñêîé ïðèðîäå ñòàðåíèÿ. Îäíîé èç âàæíåéøèõ
ýïèãåíåòè÷åñêèõ ìîäèôèêàöèé, ñòàòóñ êîòîðîé â îðãà-
íèçìå äîñòîâåðíî ìåíÿåòñÿ ñ òå÷åíèåì æèçíè, ÿâëÿåòñÿ
ìåòèëèðîâàíèå ÄÍÊ (Weidner et al., 2014). Ïîä ìåòèëè-
ðîâàíèåì ÄÍÊ â æèâîé êëåòêå îáû÷íî ïîíèìàþò äîáàâ-
ëåíèå ìåòèëüíîé ãðóïïû ïî ïÿòîìó ïîëîæåíèþ ê öèòî-
çèíó â ñîñòàâå CpG-äèíóêëåîòèäîâ. Ìåòèëèðîâàíèå ÄÍÊ
èãðàåò âàæíóþ ðîëü âî ìíîãèõ áèîëîãè÷åñêèõ ïðîöåñ-
ñàõ. Îíî âëèÿåò íà ðåãóëÿöèþ ýêñïðåññèè, ïðèíèìà-
åò ó÷àñòèå â ãåíîìíîì èìïðèíòèíãå è ò. ï. Îñîáóþ ðîëü
ìåòèëèðîâàíèå ÄÍÊ èãðàåò â îíòîãåíåçå ìëåêîïèòàþ-
ùèõ: âûêëþ÷åíèå ãåíîâ, ó÷àñòâóþùèõ â ïðåíàòàëüíîì
ðàçâèòèè îðãàíèçìà, ïðîèñõîäèò èìåííî çà ñ÷åò
ìåòèëèðîâàíèÿ ñîîòâåòñòâóþùèõ ó÷àñòêîâ ãåíîìà (John-
son et al., 2012). Â íîðìå â îðãàíèçìå ÷åëîâåêà ìåòèëèðî-
âàíî äî 70 % CpG-äèíóêëåîòèäîâ èëè 3—6 % âñåõ öèòî-
çèíîâ.

Ñïîñîáíûå ê ìåòèëèðîâàíèþ CpG-äèíóêëåîòèäû
ðàñïðåäåëåíû ïî ãåíîìó íå ñëó÷àéíûì îáðàçîì, à ôîð-
ìèðóþò òàê íàçûâàåìûå CpG-îñòðîâêè, êîòîðûå ãðóïïè-
ðóþòñÿ íà 5R-êîíöå ìíîãèõ ãåíîâ, âêëþ÷àþùèõ â ñåáÿ
ïðîìîòîðíóþ îáëàñòü, 5R-íåòðàíñëèðóåìûé ó÷àñòîê
ìÐÍÊ è ïåðâûé ýêçîí. Ìåòèëèðîâàíèå CpG-äèíóêëåîòè-
äîâ, íàõîäÿùèõñÿ â ýòèõ ïîçèöèÿõ, áëîêèðóåò òðàíñêðèï-
öèþ ñîîòâåòñòâóþùèõ ãåíîâ, èçìåíÿåò òðàíñêðèïòîì
è ñîîòâåòñòâåííî ïðîòåîì êëåòêè (Yang et al., 2006). Íà-
ðóøåíèÿ ðåãóëÿöèè ìåòèëèðîâàíèÿ ÄÍÊ ïðèâîäÿò ê èç-
ìåíåíèÿì ôóíêöèîíèðîâàíèÿ íå òîëüêî íà êëåòî÷íîì
óðîâíå, íî è íà óðîâíå âñåãî îðãàíèçìà. Èçìåíåíèÿ â ïðî-
ôèëå ìåòèëèðîâàíèÿ ÄÍÊ ÿâëÿþòñÿ âàæíûìè ìàðêåðà-
ìè êàíöåðîãåíåçà è ðàçâèòèÿ èíûõ ïàòîëîãèé. Îïèñàí
ñëó÷àé, êîãäà õèìèîòåðàïèÿ ñ ïðèìåíåíèåì ãèïîìåòèëè-
ðóþùèõ àãåíòîâ (àçàöèòèäèíà è äåöèòàáèíà) ïðèâåëà ê
ðàçâèòèþ ìèîêàðäèòà (Bibault et al., 2011). Òàêèì îáðà-
çîì, ñèñòåìíûå íàðóøåíèÿ ðåãóëÿöèè ìåòèëèðîâàíèÿ
ÄÍÊ â ïðîöåññå ñòàðåíèÿ ìîãóò ïðèâîäèòü ê ðàçâèòèþ çà-
áîëåâàíèé, àññîöèèðîâàííûõ ñ âîçðàñòîì (Johnson et al.,
2012).

Íåäàâíèå èññëåäîâàíèÿ ìåòèëèðîâàíèÿ ÄÍÊ â ðàç-
ëè÷íûõ òêàíÿõ ïîêàçàëè, ÷òî èçìåíåíèÿ ïðîôèëåé ìåòè-
ëèðîâàíèÿ ñâÿçàíû íå òîëüêî ñ ðàçâèòèåì âîçðàñòíûõ çà-
áîëåâàíèé, íî è ñ õðîíîëîãè÷åñêèì âîçðàñòîì. Áûëè
ïðåäëîæåíû «ýïèãåíåòè÷åñêèå ÷àñû» (Horvath, 2013),
ïðåäíàçíà÷åííûå äëÿ îïðåäåëåíèÿ áèîëîãè÷åñêîãî âîçðà-
ñòà áîëüøèíñòâà òèïîâ òêàíåé è îðãàíîâ ÷åëîâåêà. Ïðåä-
ëîæåííûé ïîäõîä ïîçâîëÿåò ñðàâíèâàòü áèîëîãè÷åñêèé
âîçðàñò ðàçëè÷íûõ òêàíåé îäíîãî îðãàíèçìà, ÷òî ñóùåñò-
âåííî îáëåã÷àåò ïîèñê âçàèìîñâÿçè óñêîðåííîãî ñòàðå-
íèÿ è ôàêòîðîâ, åãî âûçûâàþùèõ.

Äàííûé ìåòîä îïðåäåëåíèÿ áèîëîãè÷åñêîãî âîçðàñòà
îñíîâàí íà èññëåäîâàíèè ïðåäëîæåííûõ Õîðâàòîì (Hor-
vath, 2013) 353 ìåòèëèðîâàííûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé
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â ñîñòàâå ãåíîìíîé ÄÍÊ. Ïðè ýòîì îïðåäåëÿåìûé âîç-
ðàñò äîâîëüíî òî÷íî îòðàæàåò ñîñòîÿíèå îðãàíèçìà: îí
áûñòðî óâåëè÷èâàåòñÿ â ïðîöåññå ðàçâèòèÿ, ïîñëå ÷åãî çà-
ìåäëÿåòñÿ, è ïîñëåäóþùåå ñòàðåíèå ïðîèñõîäèò ëèíåéíî.
Îïðåäåëåííûé îïèñûâàåìûì ìåòîäîì áèîëîãè÷åñêèé
âîçðàñò õîðîøî îòðàæàåò õðîíîëîãè÷åñêèé âîçðàñò
êàê äëÿ äåëÿùåéñÿ êóëüòóðû êëåòîê, òàê è äëÿ íåïðîëè-
ôåðèðóþùèõ êëåòîê (íàïðèìåð, ïðè èññëåäîâàíèè òêà-
íåé ìîçãà).

Ñóùåñòâóåò äîñòàòî÷íî ìíîãî ñïîñîáîâ îïðåäåëåíèÿ
ñòåïåíè ìåòèëèðîâàíèÿ ÄÍÊ. Êëàññè÷åñêèì ìåòîäîì
àíàëèçà ìåòèëèðîâàíèÿ ÿâëÿåòñÿ âûñîêîýôôåêòèâíàÿ
æèäêîñòíàÿ õðîìàòîãðàôèÿ (Ehrlich et al., 1982). Â ðàìêàõ
ýòîãî ïîäõîäà ïðîâîäÿò ïîëíûé ãèäðîëèç èññëåäóåìîé
ÄÍÊ äëÿ ïîñëåäóþùåãî åå ðàçäåëåíèÿ íà ôðàêöèè, ñîîò-
âåòñòâóþùèå ðàçëè÷íûì íóêëåîòèäàì, è îïðåäåëÿþò ñî-
îòíîøåíèå ïèêîâ ìåòèëèðîâàííîãî è íåìåòèëèðîâàííîãî
öèòîçèíîâ. Ê ñîæàëåíèþ, ýòîò ìåòîä òðåáóåò áîëüøîãî
êîëè÷åñòâà õîðîøî î÷èùåííîé ãåíîìíîé ÄÍÊ è íå ïîä-
õîäèò äëÿ ðóòèííûõ àíàëèçîâ.

Â áîëüøèíñòâå ïîäõîäîâ äëÿ îïðåäåëåíèÿ óðîâíÿ ìå-
òèëèðîâàíèÿ êàê ýòàï èñïîëüçóåòñÿ áèñóëüôèòíàÿ êîí-
âåðñèÿ. Ïðè îáðàáîòêå áèñóëüôèòîì íàòðèÿ (3.1 Ì) â
ïðèñóòñòâèè ãèäðîõèíîíà (0.5 ìÌ) íåìåòèëèðîâàííûå
öèòîçèíû êîíâåðòèðóþòñÿ â óðàöèëû, òîãäà êàê ìåòèëè-
ðîâàííûå îñòàþòñÿ íåèçìåíåííûìè, ÷òî ïðèâîäèò ê ðàç-
ëè÷èÿì â ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ìåòèëèðîâàííîé è íåìåòè-
ëèðîâàííîé ôîðì ÄÍÊ (Clark et al., 1994). Ýòî ïîçâîëÿåò
ïðîâîäèòü äàëüíåéøóþ àìïëèôèêàöèþ äëÿ îáîãàùåíèÿ
ïðåïàðàòà ãåíîìíîé ÄÍÊ êîïèÿìè àìïëèôèöèðîâàííîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè. Òàêèì îáðàçîì, àíàëèç ìåòèëèðîâà-
íèÿ ïðîâîäèòñÿ íå íà óðîâíå âñåãî ãåíîìà, à ëèøü äëÿ
ñïåöèôè÷åñêèõ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ. Ïðè àìïëèôèêàöèè
óðàöèëû çàìåùàþòñÿ íà òèìèíû, âíîñÿ èçìåíåíèÿ â ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòü íóêëåîòèäîâ â àìïëèêîíàõ. Ïðè ýòîì
äëÿ ïðîâåäåíèÿ ÏÖÐ â çàâèñèìîñòè îò ïîñëåäóþùåãî ìå-
òîäà àíàëèçà èñïîëüçóþò êàê ÷óâñòâèòåëüíûå ê ìåòèëè-
ðîâàíèþ ïðàéìåðû (MS-PCR), òàê è íåñåëåêòèâíûå ïðàé-
ìåðû, îáåñïå÷èâàþùèå àìïëèôèêàöèþ ïîñëå êîíâåðñèè
êàê ìåòèëèðîâàííîãî, òàê è íåìåòèëèðîâàííîãî âàðè-
àíòîâ ïîñëåäîâàòåëüíîñòè.

Äëÿ àíàëèçà ïîëó÷åííûõ àìïëèêîíîâ ìîãóò áûòü èñ-
ïîëüçîâàíû òàêèå ìåòîäû, êàê âûñîêîïðîèçâîäèòåëüíîå
ñåêâåíèðîâàíèå (NGS), âðåìÿïðîëåòíàÿ ìàññ-ñïåêòðî-
ìåòðèÿ (MALDI-TOF MS) è äð. Ïðè èñïîëüçîâàíèè NGS
ñðàâíèâàþò íåïîñðåäñòâåííî íóêëåîòèäíûå ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòè â ñîñòàâå CpG-ñàéòîâ èíòåðåñóþùèõ ôðàã-
ìåíòîâ ÄÍÊ. Ïðè ïðîâåäåíèè MALDI-TOF MS ïðîäóêòû
àìïëèôèêàöèè in vitro òðàíñëèðóþò, ïîñëå ÷åãî ïîëó÷åí-
íûå ÐÍÊ ïîëíîñòüþ ãèäðîëèçóþò ðèáîíóêëåàçîé A è
àíàëèçèðóþò ñ ïîìîùüþ ìàññ-ñïåêòðîìåòðà. Ê ñîæàëå-
íèþ, ýòè ìåòîäû äîñòàòî÷íî äîðîãè è òðåáóþò ìíîãî âðå-
ìåíè (Shen, Waterland, 2007), à âûñîêàÿ ñòîèìîñòü îáîðó-
äîâàíèÿ äåëàåò åãî íåäîñòóïíûì äëÿ ìíîãèõ ëàáîðà-
òîðèé.

Äëÿ áîëüøèíñòâà ïðàêòè÷åñêèõ ïðèëîæåíèé èíôîð-
ìàöèÿ îá óðîâíå ìåòèëèðîâàíèÿ, ò. å. î ïðîöåíòíîì ñîîò-
íîøåíèè ìåòèëèðîâàííûõ CpG ó÷àñòêîâ ê îáùåìó èõ
êîëè÷åñòâó íà îïðåäåëåííîì ó÷àñòêå ÄÍÊ, îêàçûâàåò-
ñÿ ñòîëü æå ïîëåçíîé, êàê è çíàíèå êîíêðåòíîãî ïðîôèëÿ
ìåòèëèðîâàíèÿ. Äëÿ îïðåäåëåíèÿ ñîîòíîøåíèÿ ìåòèëè-
ðîâàííûõ è íåìåòèëèðîâàííûõ öèòîçèíîâ â CpG-äè-
íóêëåîòèäàõ â ñîñòàâå ñïåöèôè÷åñêîé ïîñëåäîâàòåëüíî-
ñòè ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàí àíàëèç ïðîôèëåé ïëàâëå-
íèÿ ïðîäóêòîâ ÏÖÐ. Ýòîò ïîäõîä îñíîâàí íà ïëàâëåíèè

ÄÍÊ ñ âûñîêèì ðàçðåøåíèåì (HRM) ïîñëå àìïëèôèêà-
öèè ìèøåíè, ïîäâåðãíóòîé áèñóëüôèòíîé êîíâåðñèè
(MS-HRM). Êðèâàÿ ïëàâëåíèÿ ÄÍÊ ìåíÿåòñÿ â çàâèñèìî-
ñòè îò íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè àìïëèêîíà, åãî
GC-ñîñòàâà, ÷òî è ëåæèò â îñíîâå ìåòîäà MS-HRM (Woj-
dacz, Dobrovic, 2007).

Ïðè àíàëèçå ÄÍÊ ìåòîäîì HRM ïðîäóêòû ÏÖÐ â
êîìïëåêñå ñ èíòåðêàëèðóþùèì ôëóîðåñöåíòíûì êðàñè-
òåëåì (SYBR Green I, LCGreen, SYTO9, Eva-Green è äð.)
ìåäëåííî íàãðåâàþò (0.1—0.2 °Ñ/ñ). Ïðè ïîâûøåíèè
òåìïåðàòóðû äâóõíèòåâàÿ ÄÍÊ äåíàòóðèðóåò (ïëàâèòñÿ),
âûñâîáîæäàÿ êðàñèòåëü, ÷òî âåäåò ê óìåíüøåíèþ ôëóî-
ðåñöåíòíîãî ñèãíàëà. Òåìïåðàòóðà, ïðè êîòîðîé ïëàâèòñÿ
äâóõíèòåâàÿ ÄÍÊ, îïðåäåëÿåòñÿ íóêëåîòèäíîé ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòüþ ôðàãìåíòà, åãî äëèíîé è ñîîòíîøåíèåì
GC/AT.

Áèñóëüôèòíàÿ îáðàáîòêà ïðèâîäèò ê êîíâåðñèè íåìå-
òèëèðîâàííûõ öèòîçèíîâ â òèìèí â ïðîäóêòàõ ÏÖÐ,
âñëåäñòâèå ÷åãî ñîäåðæàíèå öèòîçèíîâ â àìïëèêîíå ñíè-
æàåòñÿ â îáðàòíîé çàâèñèìîñòè îò óðîâíÿ ìåòèëèðîâàíèÿ
CpG-ñàéòîâ. Êðèâàÿ ïëàâëåíèÿ èçìåíÿåòñÿ äàæå ïðè îä-
íîíóêëåîòèäíîé çàìåíå, ÷òî ïîçâîëÿåò îïðåäåëèòü ìèíè-
ìàëüíûå èçìåíåíèÿ â ïðîôèëå ìåòèëèðîâàíèÿ (Liew
et al., 2004).

Àíàëèòè÷åñêèå âîçìîæíîñòè ìåòîäîâ êîëè÷åñòâåí-
íîãî îïðåäåëåíèÿ óðîâíÿ ìåòèëèðîâàíèÿ áûëè èññëåäî-
âàíû â ìåæëàáîðàòîðíûõ ñëè÷åíèÿõ, ïðîâîäèìûõ ìåæäó-
íàðîäíîé ðàáî÷åé ãðóïïîé ïî áèîàíàëèçó Êîíñóëüòàòèâ-
íîãî êîìèòåòà ïî êîëè÷åñòâàì âåùåñòâà (àíàëèòè÷åñêàÿ
õèìèÿ) Ìåæäóíàðîäíîãî êîìèòåòà ïî ìåðàì è âåñàì
(BAWG CCQM CIPM). Èñïîëüçîâàííûé íàìè ïðè ïðîâå-
äåíèè ñëè÷åíèé CCQM P94.1 è CCQM P94.2 ìåòîä
MS-HRM ïîêàçàë õîðîøèå àíàëèòè÷åñêèå ïàðàìåòðû, ñî-
ïîñòàâèìûå ñ áîëåå äîðîãîñòîÿùèìè è âðåìÿçàòðàòíûìè
ìåòîäàìè àíàëèçà ìåòèëèðîâàíèÿ ÄÍÊ.

Âçàèìîñâÿçü ìåæäó ìåòèëèðîâàíèåì ÄÍÊ
è äëèíîé òåëîìåð

Âçàèìîñâÿçü ìåæäó îáùèì ìåòèëèðîâàíèåì ðàçëè÷-
íûõ îáëàñòåé ãåíîìà, äëèíîé òåëîìåð è áèîëîãè÷åñêèì
âîçðàñòîì äî íàñòîÿùåãî âðåìåíè ìàëî èçó÷åíà. Íà ÷àñò-
íîì ïðèìåðå ïîêàçàíî, ÷òî ìåòèëèðîâàíèå íåêîòîðûõ
ó÷àñòêîâ ãåíîìà ñâÿçàíî ñ äëèíîé òåëîìåð â êëåòêàõ
(Buxton et al., 2014). Â ýòîé ðàáîòå áûëè èññëåäîâàíû
ïðåïàðàòû ëåéêîöèòàðíîé ÄÍÊ, ïîëó÷åííîé îò ïàöèåí-
òîâ ðàçëè÷íîãî âîçðàñòà. Áûëà ïîêàçàíà âçàèìîñâÿçü
ìåæäó äëèíîé òåëîìåðíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé è ìåòè-
ëèðîâàíèåì 65 ïðîìîòîðíûõ ó÷àñòêîâ ãåíîìà. Ïðè ýòîì
áûëà îáíàðóæåíà êàê ïðÿìàÿ âçàèìîñâÿçü (ãèïîìåòèëè-
ðîâàíèå ñîîòâåòñòâóåò áîëåå êîðîòêèì òåëîìåðàì), òàê è
îáðàòíàÿ. ×åòûðå îáëàñòè ãåíîìà, ìåòèëèðîâàíèå êîòî-
ðûõ îêàçàëîñü ñâÿçàíî ñ äëèíîé òåëîìåð, âõîäÿò â ñïèñîê
ìàðêåðíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, èñïîëüçóåìûõ Õîðâà-
òîì (Horvath, 2013) ïðè ïîñòðîåíèè ñâîåé ìîäåëè áèîëî-
ãè÷åñêèõ ÷àñîâ ñòàðåíèÿ.

Íåîáõîäèìî âûÿñíèòü, ÷òî ÿâëÿåòñÿ ïðåäïîñûëêîé
äëÿ ñòàðåíèÿ îðãàíèçìà â öåëîì, à ÷òî — ëèøü ñëåäñòâè-
åì íàêîïëåíèÿ «êëåòî÷íîé óñòàëîñòè» ñî âðåìåíåì. Êîð-
ðåëÿöèÿ ìåæäó äëèíîé òåëîìåð è ñòåïåíüþ ìåòèëèðîâà-
íèÿ ìîæåò áûòü íå ïîêàçàòåëüíîé: îáà ýòè ôàêòîðà îäíî-
çíà÷íî ñâÿçàíû ñî ñòàðåíèåì, íî âîïðîñ î íàëè÷èè ìåæäó
íèìè âçàèìîñâÿçè â òîé èëè èíîé ôîðìå îòêðûò.

194 À. Ë. Ðóíîâ è äð.



Áèîëîãè÷åñêèå ÷àñû

Ìîäåëü îïðåäåëåíèÿ áèîëîãè÷åñêîãî âîçðàñòà, ïî-
ñòðîåííàÿ ñ èñïîëüçîâàíèåì äâóõ êîëè÷åñòâåííûõ ïîêà-
çàòåëåé — äëèíû òåëîìåð è óðîâíÿ ìåòèëèðîâàíèÿ
ÄÍÊ — ïðåäñòàâëÿåòñÿ áîëåå ïåðñïåêòèâíîé, ÷åì ìîäå-
ëè, îñíîâàííûå íà èñïîëüçîâàíèè òîëüêî îäíîãî èç ïàðà-
ìåòðîâ. Òàê êàê óêîðî÷åíèå òåëîìåð è èçìåíåíèå óðîâíÿ
ìåòèëèðîâàíèÿ ÄÍÊ â êëåòêå ñâÿçàíû ñ ðàçëè÷íûìè ïðî-
öåññàìè, êîìáèíàöèÿ äâóõ ïàðàìåòðîâ ïîçâîëèò ïîëó-
÷èòü áîëåå ïîëíóþ êàðòèíó, õàðàêòåðèçóþùóþ áèîëîãè-
÷åñêèé âîçðàñò. Äâóõïàðàìåòðè÷åñêàÿ ìîäåëü áèîëîãè÷å-
ñêîãî ñòàðåíèÿ ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíà äëÿ ñîçäàíèÿ
êîëè÷åñòâåííîãî êðèòåðèÿ, ïîçâîëÿþùåãî îöåíèâàòü ðèñ-
êè ðàçâèòèÿ çàáîëåâàíèé ñòàðøåãî âîçðàñòà.

Ïðåäëàãàåìàÿ êîìáèíàöèÿ ìåòîäè÷åñêèõ ïîäõîäîâ
äëÿ îïðåäåëåíèÿ äëèíû òåëîìåð è óðîâíÿ ìåòèëèðîâàíèÿ
ìàðêåðíûõ ó÷àñòêîâ ãåíîìà óïðîùàåò ïðîâåäåíèå èçìå-
ðåíèé: èññëåäîâàíèå ìåòèëèðîâàíèÿ ìåòîäîì MS-HRM
ïîçâîëÿåò èñïîëüçîâàòü òó æå ïðèáîðíóþ áàçó, ÷òî íåîá-
õîäèìà äëÿ îïðåäåëåíèÿ äëèíû òåëîìåð ìåòîäîì
ÏÖÐ-ÐÂ. Òàêèì îáðàçîì, îòêðûâàåòñÿ âîçìîæíîñòü äëÿ
ïðîâåäåíèÿ ïîïóëÿöèîííûõ èññëåäîâàíèé ñ ïðèìåíåíè-
åì îáîèõ ìåòîäîâ àíàëèçà, ðåçóëüòàòû êîòîðûõ ïîçâîëÿò
îöåíèòü èçìåíåíèÿ äëèíû òåëîìåð è óðîâíÿ ìåòèëèðîâà-
íèÿ ÄÍÊ â çàâèñèìîñòè îò áèîëîãè÷åñêîãî âîçðàñòà è
ðàññ÷èòàòü âêëàä êàæäîãî èç ýòèõ ïîêàçàòåëåé â äâóõïà-
ðàìåòðè÷åñêóþ ìîäåëü áèîëîãè÷åñêèõ ÷àñîâ ñòàðåíèÿ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðîåêò 14-15-00943).
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DNA METHYLATION LEVEL AND TELOMERE LENGTH AS A BASIS

FOR THE BIOLOGICAL AGING CLOCK MODEL CONSTRUCTION
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Aging is a process that depends on a variety of both external and internal factors. The biological age of a
person determines body deterioration and the risk of age-related diseases. Currently, as indicators of biological
age are considered different characteristics including average length of telomeres in cells and the level DNA
methylation. We propose to combine the two approaches to create a model to assess the biological age of the
person. Application of qPCR to determina the length of telomeres and MS-HRM for analysis of DNA methyla-
tion will help us to determine the parameters of interest quickly when using a minimum set of equipment.

K e y w o r d s: aging, biological clock, DNA methylation, telomere.
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