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В данной статье представлен обзор современных молекулярно-генетических методов определения
возраста индивидуума на основе анализа образцов различных тканей. Приведены данные по опре-
делению возраста: по скорости накопления мутаций в митохондриальной ДНК, по длине теломер,
по частоте повторов ДНК, по анализу изменений экспрессии генов, по оценке уровней метилиро-
вания ДНК. Анализ рассмотренных источников позволяет сделать вывод, что наиболее перспектив-
ным направлением исследований с целью увеличения точности предсказания возраста в условиях
ограниченного количества и качества исходного материала является оценка профилей метилирова-
ния образцов. Разработка новых математических моделей позволит увеличить точность и снизить
среднюю ошибку предсказания.
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Одним из этапов идентификации личности в
криминалистике является определение возраста
индивидуума. Увеличение возраста человека, или
старение, можно представить как постепенный
процесс накопления изменений в биомолекулах,
например, на уровне ДНК и белков. Анализ таких
изменений позволяет определять возраст живых
людей или останков. Оценка возраста может ис-
пользоваться для получения информации, акту-
альной при расследовании уголовных дел, при
проведении юридических и антропологических
исследований. Помимо непосредственной ин-
формации о возрасте индивидуума можно пред-
сказать связанные с возрастом фенотипические
признаки, например, цвет волос или облысение.
Кроме того, это важный фактор для идентифика-
ции неопознанных останков (пропавших без ве-
сти, жертв массовых беспорядков или стихийных
бедствий), а также при проведении археологиче-
ских исследований [1].

Традиционно для оценки возраста в судебно-
медицинской экспертизе применяются морфоло-
гические методы исследования останков (напри-
мер оценка морфологических особенностей зу-
бов или частей скелета), а также биохимический
метод определения возраста, основанный на эф-
фекте увеличении рацемизации аспарагиновой
кислоты в дентине при старении. Ошибка при

определении возраста морфологическими мето-
дами составляет около десяти лет, а при примене-
нии биохимического метода – около трех лет [2].

Однако при отсутствии достаточного количества
материала (например на месте преступления) или
высокой степени его деградации применение пере-
численных методов является затруднительным.
Кроме того, не все типы тканей подходят для прове-
дения анализа. В таких случаях применяются мо-
лекулярно-генетические методы анализа, кото-
рые позволяют использовать для оценки возраста
материалы человека, не содержащие морфологи-
ческих признаков возраста, а также образцы, со-
держащие очень малое количество материала. К
ним относятся образцы крови, спермы, слюны и
других биологических выделений, в том числе в
форме высушенных мазков и пятен; мягкие ткани
(фрагменты кожи, эпителиальные клетки слизи-
стой оболочки, другие фрагменты мягких тка-
ней); волосы с волосяными фолликулами; ДНК,
оставшаяся на сигаретных окурках и личных ве-
щах, например, на зубной щетке [3, 4]. Основным
материалом в молекулярно-генетических иссле-
дованиях является именно ДНК, поскольку она
является относительно стабильной и долгоживу-
щей молекулой и сохраняется даже в перерабо-
танном биологическом материале (сухие пятна
биологических жидкостей, переработанные пи-
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щевые продукты, копролиты, мумифицирован-
ные ткани и т.д.) [5]. Кроме того она присутствует
во всех биологических жидкостях, что позволяет
проводить анализ из почти всех видов биологиче-
ских субстратов (слюна, фекалии, молоко и т.д.).
Наконец, из-за вырожденности генетического
кода и существования длинных некодирующих
участков, анализ ДНК может быть более инфор-
мативен, чем анализ белков [6].

Основными молекулярно-генетическими ме-
тодами определения возраста индивидуума, в ко-
торых в качестве исследуемого материала исполь-
зуется ДНК, являются: 1) оценка накопления му-
таций в митохондриальной ДНК, 2) оценка
длины теломер, 3) оценка количества повторов в
ДНК, 4) оценка экспрессии генов, 5) оценка
уровней метилирования ДНК и ее частный слу-
чай – оценка метилирования рибосомальной
ДНК [3, 6, 7].

ОЦЕНКА ВОЗРАСТА ИНДИВИДУУМОВ
ПО СКОРОСТИ НАКОПЛЕНИЯ МУТАЦИЙ

В МИТОХОНДРИАЛЬНОЙ ДНК
Митохондрии являются полуавтономными

органеллами и имеют свой собственный геном.
Митохондриальный геном обладает определен-
ными особенностями, которые делают его более
устойчивым к стрессовым воздействиям окружа-
ющей среды, чем ядерный геном. Прежде всего
геном митохондрии имеет кольцевую форму, что
делает его менее подверженным деградации нук-
леазами. Во-вторых, он присутствует в каждой
соматической клетке в больших количествах (от
3000 копий митохондриального генома на клетку
и больше), поэтому в неблагоприятных условиях
митохондриальная ДНК (мтДНК) сохраняется
гораздо лучше, чем ядерная [8]. Митохондриаль-
ная ДНК человека наследуется по материнской
линии и не подвергается рекомбинации, благода-
ря чему она может быть использована при пред-
сказании этнического происхождения индивиду-
ума [6].

В клетке митохондрии являются энергетиче-
скими центрами, в которых происходят реакции
окислительного фосфорилирования, сопровож-
дающиеся высвобождением свободных радика-
лов. Поэтому геном митохондрий постоянно на-
ходится в условиях окислительного стресса, что
приводит к активному мутагенезу. Соматические
мутации в митохондриях могут накапливаться с
возрастом, проявляя тканеспецифический рису-
нок [9]. Накопление мутаций в мтДНК, в том
числе делеций, дупликаций и точечных мутаций,
было обнаружено во множестве тканей во время
старения у людей, обезьян и грызунов. В крими-
налистике накопление мутаций в мтДНК в ос-
новном применяется для оценки возраста на мо-
мент смерти, при этом применяется как оценка

накопления точечных мутаций, так и накопление
митохондриальных делеций [10].

Митохондриальный геном содержит некодиру-
ющую регуляторную область, D-петлю, которая
важна для репликации тяжелой цепи и транскрип-
ции обеих цепей мтДНК. В разных исследованиях
обнаружено накопление точечных мутаций в этой
области, в том числе замен A189G, T408A и T414G,
ассоциированных со старением. Так, при иссле-
довании мутации A189G в мышечной ткани лиц в
возрасте 1–97 лет было выявлено, что у пожилых
людей наблюдается более высокий процент мута-
ций [11]. Однако, поскольку накопление мутаций
может сильно варьировать между индивидуума-
ми, а также между тканями одного индивидуума,
применимость данного метода при оценке воз-
раста в судебно-медицинской экспертизе ограни-
чена.

Накопление дупликаций в мтДНК также на-
блюдается с увеличением возраста. Поскольку
данный типа маркеров характеризуется неста-
бильностью между различными индивидуумами,
в основном он исследуется в контексте ассоциа-
ций с различными заболеваниями, в первую оче-
редь с онкологическими заболеваниями [12, 13], и
мало подходит для нужд криминалистики.

Митохондриальные делеции являются стоха-
стическими событиями в отдельной клетке, кото-
рые накапливаются с возрастом. При этом было
рассчитано, что для того, чтобы делеция накопи-
лась на значимом уровне к возрасту 80 лет, она
должна появиться в первые 30 лет жизни индиви-
дуума. Распространенная делеция размером в
4977 пн, которая применяется для определения
возраста, была проанализирована разными груп-
пами исследователей на различных типах тканей;
показано, что она наиболее эффективно может
использоваться в анализах с применением ПЦР
[8]. Так, при анализе данной делеции на образцах
скелетных мышц 93 индивидуумов, был получен
коэффициент корреляции с возрастом r = 0.83
[14]. В дальнейшем применение количественной
ПЦР в реальном времени позволило улучшить
этот показатель до r = 0.84. Однако, при анализе
различных тканей данный маркер характеризует-
ся различной эффективностью определения воз-
раста (r = 0.57–0.84, p < 0.05) [15–17].

Другим недостатком использования митохон-
дриальных делеций для определения возраста ин-
дивидуумов является их накопление из-за кло-
нальной экспансии, причем в клетках в одной и
той же ткани одного индивидуума может наблю-
даться гетерогенность по количеству делеций.
Кроме того у различных индивидуумов на ско-
рость возникновения делеций могут влиять
стрессовые факторы: УФ-радиация, ионизирую-
щая радиация, токсические воздействия, а также
различные заболевания (гипоксия/реперфузия,
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ишемия и терминальная почечная недостаточ-
ность) [18].

Таким образом накопление мутаций в мтДНК
является достаточно грубым маркером при опре-
делении возраста и позволяет лишь разделить об-
разцы по возрастным группам, но не оценить воз-
раст индивидуума с уровнем точности, достаточ-
ным для задач криминалистики.

ОЦЕНКА ВОЗРАСТА ОБРАЗЦОВ
ПО ДЛИНЕ ТЕЛОМЕР

Хромосомы эукариот защищены от деграда-
ции и нарушений рекомбинации теломерами –
специализированными структурами, располо-
женными на концах хромосом. Теломеры позво-
ночных, в том числе человека, содержат до не-
скольких тысяч повторов последовательности
TTAGGG. С каждым делением клетки длина те-
ломер уменьшается, поскольку ДНК-полимераза
не может реплицировать 3'-конец родительской
цепи ДНК в отсутствие праймера, а может лишь
добавлять нуклеотиды к существующей 3'-гид-
роксильной группе. Постепенное укорачивание
теломер приводит к старению и, в конце концов,
к гибели клеток, чего не наблюдается в раковых и
стволовых клетках, где активен фермент теломе-
раза, достраивающий теломеры. Недостаточная
активность теломеразы приводит к более раннему
старению и различным патологиям: фиброзу и
эмфиземе легких, гипоплазии костного мозга,
циррозу [19].

Важным преимуществом данного маркера по
сравнению с маркерами возраста, анализируемы-
ми по мтДНК, является чувствительность, т.е. для
оценки длины теломер нет необходимости в
большом объеме исследуемого образца или в ка-
ких-то определенных типах тканей, а достаточно
мазка или небольшого пятна крови [20].

Для оценки длины теломер разработано не-
сколько методов: анализ длин рестрикционных
фрагментов теломер (TRF), различные варианты
ПЦР (ПЦР в реальном времени, монохромная
мультиплексная ПЦР в реальном времени – mono-
chrome multiplex quantitative polymerase chain reaction
(MMqPCR); измерение абсолютной длины тело-
мер – absolute telomere length PCR (aTLqPCR).
Также применяется метод флуоресцентной гибри-
дизации in situ (FISH) и различные его вариации (ко-
личественная флуоресцентная гибридизация, quan-
titative FISH – Q-FISH; флуоресцентная гибридиза-
ция с проточной цитометрией – Flow-FISH; метод
анализа длины одиночных теломер – single telomere
length analysis – STELA). Анализ длин рестрикци-
онных фрагментов теломер (TRF) является своего
рода “золотым стандартом”. Данный метод заклю-
чается в обработке геномной ДНК смесью часто
щепящих ферментов рестрикции, которые не

узнают (и не фрагментируют) теломерные и субте-
ломерные последовательности. Затем полученные
фрагменты, содержащие последовательности те-
ломер всех хромосом, разделяют с помощью
электрофореза в агарозном геле. Фрагменты визу-
ализируют с помощью Саузерн-блоттинга или ги-
бридизации с использованием зонда, специфич-
ного для теломерной ДНК. Однако для успешного
применения данного метода необходимы большие
количества ДНК (несколько микрограмм) и высо-
кое качество ДНК, что не всегда доступно в cудеб-
но-медицинской практике. Для методов, основан-
ных на количественной ПЦР, нужно меньше ДНК,
и результаты, полученные в различных лаборатори-
ях с применением данного метода, являются более
воспроизводимыми. Поскольку методы с приме-
нением флуоресцентной гибридизации использу-
ют специфичные пробы, они позволяют оцени-
вать длину теломер отдельных хромосом, приме-
нимы только для митотически-активных клеток.
Flow-FISH, в которой используются пан-тело-
мерные пробы, связывающиеся со всеми теломе-
рами, позволяет осуществлять высокопроизводи-
тельный анализ длины теломер и широко приме-
няется для оценки их длины в популяциях
гематопоэтических клеток. Однако для этого ти-
па анализа необходима высококачественная ма-
лодеградированная ДНК, и наилучшие результа-
ты можно получить при анализе изолированных
ядер клеток, поэтому в настоящее время его при-
менение ограничено свежими образцами крови
[21–23].

Одними из наиболее многообещающих стали
результаты исследования Tsuji с соавт. [20], в кото-
ром была показана четкая зависимость между дли-
ной рестрикционных фрагментов теломер и воз-
растом индивидуума. Регрессионный анализ вы-
явил коэффициент корреляции, равный r = 0.82
(коэффициент дисперсии R2 = 0.69). Авторы выве-
ли формулу, позволяющую вычислять возраст ин-
дивидуума по длине рестрикционных фрагментов
теломер в его клетках. Сами авторы однако отмеча-
ют, что данный тип анализа неприменим к исследо-
ванию фрагментов ДНК короче 500 пн длиной.

В другом исследовании [24] метод TRF приме-
нялся для определения возраста на 100 образцах
крови, полученных от индивидуумов обоего по-
ла возрастом от 0 до 60+ лет. Коэффициент кор-
реляции в данном случае был значительно ниже
(r = –0.625), что авторы связывают с деградацией
ДНК и другими биологическими факторами, на-
пример расовой принадлежностью или типом
проанализированных образцов ДНК.

В исследовании Karlsson с соавт. [25] для оцен-
ки связи длины теломер с возрастом индивидуума
применялся анализ 100 образцов крови, получен-
ных от доноров различного возраста, при помощи
количественной ПЦР в реальном времени. Сред-
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няя ошибка определения возраста составила 22
года, что является слишком большой погрешно-
стью для применения данного теста в кримина-
листике. При этом основной проблемой исследо-
вания была высокая вариабельность длин тело-
мер у разных индивидуумов, в том числе у людей
одинакового возраста. Кроме того наблюдалась
большая разница по длине теломер в клетках кро-
ви и в клетках буккального эпителия – в послед-
нем случае теломеры были значительно длиннее.
Исследователи сделали вывод о том, что такие
факторы как заболевания, воздействия окружаю-
щей среды и стиль жизни оказывают влияние на
длину теломер, а также на наследуемую длину те-
ломер и активность теломеразы.

При оценке длины теломер в образцах зубов
(91 образец от 77 индивидуумов обоих полов в
возрасте от 15 до 85 лет) при помощи ПЦР в ре-
альном времени было выяснено, что данный по-
казатель варьирует даже в разных типах зубов,
при этом длиннее всего теломеры в молярах.
Средняя ошибка определения возраста составила
13 лет. Поэтому был сделан вывод, что определе-
ние возраста по длине теломер может быть допол-
нительным методом исследования, не дающим
точной оценки возраста, но применимым в тех
случаях, когда для исследования доступны лишь
образцы зубов [26].

В целом можно отметить, что длина теломер не-
посредственно связана не только с возрастом, но и
с уровнем окислительного стресса, сердечно-сосу-
дистыми заболеваниями, ожирением, различны-
ми формами рака. Также показана связь укороче-
ния теломер с психологическим стрессом, хотя
разные исследования поразному оценивают зна-
чимость этой взаимосвязи [27].

Таким образом можно сделать вывод, что дли-
на теломер скорее является показателем, важным
для медицины, нежели для криминалистики, по-
скольку данный показатель ассоциирован с различ-
ными заболеваниями и варьирует как между от-
дельными индивидуумами, так и между различны-
ми типами клеток и тканей одного индивидуума.

ОЦЕНКА ВОЗРАСТА ИНДИВИДУУМОВ
ПО ЧАСТОТЕ ПОВТОРОВ В ДНК

Еще одной группой показателей, которые ис-
пользуются в криминалистике, являются повто-
ры в ДНК. Геном человека содержит более трех
миллиардов пар оснований, при этом число бе-
лок-кодирующих генов в геноме составляет около
1.5%. Остальная ДНК долгое время считалась “му-
сорной”, однако, более поздние исследования пока-
зывают, что зачастую такая “некодирующая” ДНК
содержит важные регуляторные области, некодиру-
ющие РНК, повторы, транспозоны и псевдогены
[28]. Часть этой “некодирующей” ДНК пред-

ставляет собой повторяющиеся последователь-
ности – тандемные повторы (сателлиты, мини-
и микросателлиты), а также длинные и короткие
диспергированные повторы. Для оценки пред-
ставленности повторов используются такие подхо-
ды, как анализ полиморфизма длин рестрикцион-
ных фрагментов (restriction fragment length polymor-
phisms (RFLP) и его производная – ДНК
дактилоскопия (DNA fingerprinting), VNTR-анализ
(variable-number tandem repeat analysis), типирова-
ние коротких повторяющихся последовательно-
стей (short tandem repeat, STR) [29].

Анализ повторов в судебно-следственной
практике в первую очередь применяется при
идентификации индивидуума, поскольку для лю-
бого человека можно найти такое сочетание по-
второв, которое будет индивидуально и будет от-
личать его от любого другого индивидуума.

Поскольку частота повторов в ДНК как прави-
ло не изменяется в течение жизни индивидуума,
она не информативна для оценки возраста. Од-
нако анализ соматических перестроек подходит
для оценки возраста индивидуума и одним из ва-
риантов такого анализа является количествен-
ное определение специфических перестроек ре-
цепторов Т-клеток (δRec-ψJα signal-joint/T-cell
receptor excision circle (sjTREC) genomic DNA,
sjTREC) при анализе образцов крови. В ходе раз-
вития Т-клеток происходит перестройка генов
Т-клеточных рецепторов, что приводит к обра-
зованию эписомальных кольцевых молекул
ДНК (sjTREC). Было показано, что с возрастом ко-
личество sjTREC уменьшается в результате процес-
са инволюции тимуса, начинающегося уже в пер-
вый год жизни человека и прогрессирующего на
протяжении всей жизни. В пилотном исследовании
по разработке данного типа маркеров анализ об-
разцов крови 195 индивидуумов показал высокую
статистически значимую корреляцию количества
sjTREC с возрастом, R2 = 0.835, ошибка составила
8.9 лет [30].

ОЦЕНКА ВОЗРАСТА ПО АНАЛИЗУ 
ИЗМЕНЕНИЙ ЭКСПРЕССИИ ГЕНОВ

Поскольку матричная РНК (мРНК) вне орга-
низма сильно подвержена деградации, долгое
время считалось, что оценка экспрессии генов
неприменима в криминалистической практике.
Одной из проблем называлась возможность воз-
никновения ложноотрицательных результатов
из-за высокой скорости дергадации образцов. С
другой стороны, низкая стабильность мРНК мо-
жет рассматриваться как положительный фактор,
поскольку скорость деградации мРНК и других
типов РНК может быть использована при разра-
ботке методов оценки возраста биологического
материала. Другим фактором, ограничивающим
применимость данного подхода, является ткане-
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специфичность экспрессии, вследствие чего не-
обходимо использовать тканеспецифичные мар-
керы, а также нормализовать образцы по их со-
хранности, так как уровень деградации РНК
отличается в разных тканях и это различие мо-
жет привести к возникновению ошибочных ре-
зультатов. В качестве маркера нормализации по
сохранности можно использовать транскрипт
низкоэкспрессирующегося гена, который под-
вергается деградации с той же или большей ско-
ростью, чем анализируемый ген [31]. Развитие
методов и подходов привело к тому, что на сего-
дняшний день оценка представленности тран-
скриптов при помощи ПЦР по конечной точке
или количественной ПЦР в реальном времени
являются распространенными методами, а для
увеличения точности и воспроизводимости ре-
зультатов применяют взвешенные балльные си-
стемы оценки, многомерное шкалирование, ис-
пользование контролей и стандартов [32].

Поскольку микроРНК являются более стабиль-
ными, чем мРНК [33], некоторые авторы предла-
гают применять данный класс молекул для иден-
тификации различных типов биологических жид-
костей [34, 35]. Были выявлены маркерные
микроРНК, которые позволяют различать образ-
цы крови, спермы, слюны и вагинального секрета
[36, 37]. Однако успешных исследований по при-
менению данного типа РНК для оценки возраста
индивидуума при подготовке данного обзора об-
наружено не было.

В работе Peters с соавт. [38] для оценки возрас-
та образцов периферической крови применялся
метаанализ экспрессии генов. Всего были оцене-
ны профили экспрессии генов у 14 983 индивиду-
умов европейского происхождения. На первом
этапе были использованы результаты шести ис-
следований, в которые вошли 7074 образца кро-
ви, проанализированные с применением разных
платформ. В “консенсусный” список генов, экс-
прессия которых была идентифицирована на всех
платформах, вошло 11908 генов. После введения
поправки на пол, количество клеток крови и ку-
рение, 2228 из них были ассоциированы с возрас-
том (p < 4.2E–6). На втором этапе были проанали-
зированы 7909 образцов крови, на которых ассоци-
ация с возрастом подтвердилась для 1497 генов (p <
2.2E–5). Результаты двух этапов исследования хоро-
шо коррелировали друг с другом (r = 0.972). Для то-
го, чтобы оценить возможность распространения
результатов исследования на большее количество
случаев, авторы проанализировали профили экс-
прессии выбранных 1497 генов на образцах древ-
ней ДНК, образцах ДНК из тканей мозга и в раз-
личных типах клеток крови. У американских ин-
дейцев (n = 1457) наблюдалась экспрессия 95% из
1497 генов, а 71% (1005 генов) были ассоциирова-
ны с хронологическим возрастом (p < 0.05). У

американцев испанского происхождения (n =
1244) наблюдалась экспрессия 40% из 1497 генов,
а 74% (440 генов) были ассоциированы с хроноло-
гическим возрастом (p < 0.05). У афроамериканцев
(n = 1359) наблюдалась экспрессия 99% из 1497 ге-
нов, а 27% (440 генов) были ассоциированы с хроно-
логическим возрастом (p < 0.05). В проанализиро-
ванных образцах тканей мозга (ткани мозжечка и
лобной коры) наблюдалась экспрессия 58% генов,
из них 19 (163 гена) и 26% (229 генов) соответствен-
но, были ассоциированы с хронологическим воз-
растом. Среди 50 наиболее ассоциированных ге-
нов были выявлены три – SERPINE2, LDHB и
BZW2, которые были ассоциированы с возрастом
во всех проанализированных тканях (p < 0.05).
Затем исследователи проанализировали влияние
изменений профилей метилирования на ассоциа-
ции 1497 генов с возрастом. Проводили оценку про-
филей метилирования 135230 CpG-сайтов в обла-
сти ±250 тпн от генов, ассоциированных с возрас-
том. Анализ проводили на образцах цельной крови
или мононуклеарных клетках периферической кро-
ви (РВМС) из семи когорт (n = 3073). Для 31331
CpG-сайтов были установлены ассоциации мети-
лирования с хронологическим возрастом, а для
12280 сайтов – ассоциации между метилировани-
ем и уровнем экспрессии расположенных рядом
генов (p < 3.7E–7). Из 1497 ассоциированных с воз-
растом генов наблюдались ассоциации для 1248 ге-
нов, при этом в области ±250 тпн наблюдалось сла-
бое обогащение дифференциально метилирован-
ными CpG, ассоциированными с возрастом
(отношение шансов OR = 1.04; 95%-ный довери-
тельный интервал CI = 1.02–1.06; P = 7.9E–5), но
при этом сильное обогащение CpG-сайтами, ассо-
циированными с экспрессией генов. Исследователи
сравнили разработанный ими транскриптомный
предиктор возраста с двумя опубликованными ис-
следованиями, в которых хронологический воз-
раст определялся по профилям метилирования
[39, 40] путем анализа 1396 образцов. Транскрип-
томный предиктор показывал более низкую кор-
реляцию с хронологическим возрастом, чем эпи-
генетические маркеры [38].

Таким образом можно сделать вывод, что в на-
стоящее время подходы, основанные на оценке
профилей метилирования ДНК, являются более
перспективными для предсказания хронологиче-
ского возраста образцов.

ОЦЕНКА ВОЗРАСТА ИНДИВИДУУМОВ
ПО УРОВНЯМ МЕТИЛИРОВАНИЯ ДНК
Метилирование ДНК является процессом моди-

фикации молекулы ДНК без изменения ее последо-
вательности путем присоединения метильной груп-
пы к углероду в С5-положении цитозина в составе
динуклеотида CpG с образованием 5-метилцитози-
на. Эта реакция осуществляется семейством фер-
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ментов ДНК-метилтрансфераз (у человека это
DNMT3А и DNMT3B, которые de novo добавляют
метильные группы к неметелированным участ-
кам, а также DNMT1, которая копирует паттерн
метилирования на дочернюю цепь ДНК после ре-
пликации в ходе деления клеток). Деметилирова-
ние осуществляется семейством TET метилцито-
зин диоксигеназ, которые катализируют первый
этап деметилирования, задействуя систему экс-
цизионной репарации [41, 42].

Метилирование ДНК может возникать как в
отдельных CpG-локусах, так и затрагивать целые
области – CpG-островки. CpG-островки – это
области с повышенной представленностью CpG,
которые обычно располагаются вблизи регуля-
торных областей генов и являются слабо метили-
рованными. Повышение уровня метилирования
регуляторной области гена как правило приводит
к ингибированию его экспрессии через воздействие
на сайт связывания транскрипционных факторов,
изменение активности инсуляторных областей и
компактизацию целого участка хромосомы. Среди
факторов, которые приводят к изменениям уровней
метилирования ДНК, можно отметить дифферен-
цировку клеток, старение, генетическую вариа-
бельность, воздействие окружающей среды: воз-
действие солнечного света и ультрафиолетового
излучения, инфекции, физические упражнения,
питание, употребление алкоголя, стрессы и т.д.
[43]. Некоторые исследования показали, что огра-
ничения калорийности рациона и физические
упражнения позволяют изменить профили ме-
тилирования в скелетной мускулатуре и в тканях
сердца, делая их сходными с более “молодыми”
образцами. Кроме того, согласно некоторым ис-
следованиям, они способны изменить профили
метилирования в тканях мозга, и тем самым воз-
действовать на когнитивные функции [44, 45].

Впервые изменения уровня метилирования
ДНК в онтогенезе и при старении были иденти-
фицированы при анализе различных тканей и
жизненных стадий лосося [43]. Позже было показа-
но, что возрастное глобальное ДНК-гипометилиро-
вание наблюдается у самых разных видов, включая
крыс, мышей и человека [43, 46]. Однако это прави-
ло не является универсальным для всех генов – на-
пример, с возрастом увеличивается уровень метили-
рования промоторных областей генов-мишеней
белков группы Polycomb, так же как и уровень мети-
лирования промоторов ключевых генов, связанных
с развитием организма [47–49].

Появление микрочипов, развитие технологий
масштабного параллельного секвенирования и
расширение их применения в эпигенетике позво-
лило выявить более специфические возрастные
изменения профилей метилирования определен-
ных генов или геномных областей. Были выявле-
ны маркеры, уровни метилирования которых мо-

гут быть использованы для определения возраста
индивидуума [49]. Важным моментом при ис-
пользовании данных метилирования для пред-
сказания возраста индивидуумов является оценка
качества пробоподготовки образцов, а именно –
качества бисульфитной конверсии. В последние
годы количество публикаций, описывающих вза-
имосвязь профилей метилирования с возрастом,
растет лавинообразно. Большинство исследова-
телей используют анализ крови индивидуумов,
однако встречаются и публикации с результатами
анализа других биологических жидкостей, а так-
же различных типов клеток [1]. Точность некото-
рых моделей для предсказания возраста индиви-
дуумов по профилям метилирования уже достиг-
ла более высокого уровня, чем при применении
вышеописанных методик (оценки длины теломер
и др.) и достигает ошибки предсказания менее че-
тырех лет. Краткое описание этих исследований
приведено в табл. 1.

Зачастую при поиске информативных локусов
исследователи пытаются найти гены с изменяю-
щимися с возрастом профилями метилирования,
которые имели бы биологические функции, реле-
вантные для процессов старения (например
участвующие в процессах репарации, метаболи-
ческих каскадах или онкогенезе). Такие попытки
не всегда успешны, поскольку хороший маркер
не всегда связан с функцией. Однако в исследова-
нии M. Wang и B. Lemos попытка поиска таких
информативных локусов, обоснованных биоло-
гической функцией, оказалась весьма успешной
[67]. Ученые обратили внимание на профили ме-
тилирования генов рибосомальной ДНК, кото-
рые являются высококонсервативной областью.
Поскольку гены рибосомальной ДНК богаты по-
вторами, точная сборка и картирование данного
локуса долгое время были затруднены, поэтому
не проводилось оценки уровней метилирования и
их возрастных изменений. Однако в более ранних
исследованиях размер и активность ядрышка, яв-
ляющегося частью ядра клетки и отвечающего за
образование рибосомных субъединиц, механи-
стически уже ассоциировали с возрастом и долго-
летием [68].

Исследователи начали с того, что проанализи-
ровали результаты бисульфитного секвенирова-
ния ограниченных наборов геномных локусов
(RRBS) образцов цельной крови 141 самца мы-
шей линии C57BL/6 в возрасте от 0.67 до 35 месяцев
(16 возрастных групп). Из 928 информативных CpG
для 620 локусов, расположенных в транскрибируе-
мых или промоторных областях рибосомальной
ДНК была выявлена статистически достоверная
положительная корреляция уровня метилирования
с возрастом (ρage > 0, FDR < 0.01). Наиболее значи-
мая ассоциация была обнаружена для локуса
7044, расположенного в области, кодирующей
5.8S субъединицу (ρage = 0.78, P < 2.2 × 10−16) [68].
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Верификация полученных результатов на двух
независимых выборках образцов тканей мышей
(18 образцов печени, полученных от самок мы-
шей линии C3B6F1 двух возрастных групп (5 ме-
сяцев (молодые) и 26 месяцев (старые)), а также
на выборке 62 образцов, полученных из тканей
(головной мозг, сердце, печень и легкие) самцов
мышей линии C57BL/6 J/Babr четырех возраст-
ных групп (новорожденные, 14 недель, 27 недель
и 41 неделя)) показала, что для различных тканей
и разных линий мышей сохранялась зависимость
уровней метилирования рибосомальных локусов
CpG от возраста (р ≥ 0.24, P ≤ 6.38 × 10−9). Сравнение
показателей корреляции метилирования c возрас-
том при полногеномном анализе метилирования
показало значительно более низкую корреляцию
уровней метилирования, чем при анализе локусов
рибосомальной ДНК (9.14% CpG c р > 0.2 при пол-
ногеномном анализе против 71.8% для рибосо-
мальной ДНК) [69].

Для того чтобы оценить, являются ли CpG ри-
босомальной ДНК достаточными для предсказа-
ния возраста образцов, исследователи проанали-
зировали 816 локусов с применением регрессион-
ной модели, основанной на алгоритме Elastic Net.
Конечная модель включала в себя 736 локусов и
предсказывала возраст с медианным значением
коэффициента Спирмена р = 0.92 и MAE = 3.15
месяцев. Модель с наименьшим уровнем MAE
была основана на оценке статуса 72 CpG, распо-
ложенных в рибосомальной ДНК. Затем авторы
показали, что уровень метилирования рибосо-
мальной ДНК является достаточно робастным
показателем, и под воздействием генетических
факторов и факторов окружающей среды, влияю-
щих на продолжительность жизни, его изменения
хорошо согласуются с возрастом [69].

Учитывая высокую консервативность анали-
зируемого локуса, Wang и Lemos предположили
возможность экстраполирования результатов, по-
лученных на Mus musculus на другие виды (Homo sa-
piens и Canis lupulis) [67]. Для создания математи-
ческих моделей были использованы CpG мыши,
которые имели гомологи в геномах собаки и че-
ловека. При анализе гомологичных CpG (88 ло-
кусов) было получено медианное значение коэф-
фициента Спирмена р = 0.48. Полногеномный
анализ гомологичных локусов показал более низ-
кий результат (р = 0.22). Когда модель, разрабо-
танная при исследовании препаратов ДНК из об-
разцов крови и тканей мыши, была использована
для оценки образцов человека (образцы кожи ше-
сти взрослых индивидуумов), была получена до-
статочно высокая корреляция показателей воз-
раста (р = 0.79, P = 0.0041). Полученные результа-
ты позволили авторам говорить о применимости
разработанного ими метода для исследования
других объектов [67].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

За последние десять лет появилось большое
количество исследований, посвященных поиску
универсальных маркеров старения. На сегодняш-
ний день наиболее точными и робастными в усло-
виях ограниченного количества исходного мате-
риала являются методы, основанные на оценке
профилей метилирования в различных тканях, в то
время, как методы транскриптомики и метаболо-
мики являются менее точными, а оценка длины
теломер сильно варьирует между индивидуумами
и отдельными тканями.

Вероятно, в ближайшем будущем развитие
технологий предсказания возраста будет идти в
двух направлениях: часть исследователей сосре-
доточатся на анализе максимального количества
точек и на объединении результатов проведенных
исследований в крупные метаанализы с примене-
нием новых математических моделей, другая
часть сосредоточит свое внимание на уменьше-
нии стоимости и снижении временных затрат на
анализ, что может быть достигнуто выбором не-
большого консенсусного набора локусов и вклю-
чением в анализ большего количества CpG-сай-
тов из одного и того же локуса. Исследования
профилей метилирования при различных заболе-
ваниях, в том числе ассоциированных с более
ранним старением отдельных тканей и всего ор-
ганизма, также могут внести свой вклад в разви-
тие технологии и разработку новых, более точных
методов предсказания возраста на основе оценки
профилей метилирования.

Работа выполнена при финансовой поддержке
научно-технической программы Союзного госу-
дарства “Разработка инновационных геногеогра-
фических и геномных технологий идентифика-
ции личности и индивидуальных особенностей
человека на основе изучения генофондов регио-
нов Союзного государства” (“ДНК-идентифика-
ция”) (ГК № 011-17 от 26.09.2017).

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с использованием в качестве объекта
животных.

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с участием в качестве объекта людей.

Авторы заявляют, что у них нет конфликта ин-
тересов.
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This article reviews the current molecular genetic methods for determining the age of an individual using var-
ious tissue samples. Age estimation methods based on the evaluation of the mutation rates of mitochondrial
DNA, the length of telomeres, the frequency of DNA repeats, the changes of gene expression, the DNA
methylation levels are discussed. The performed literature review allowed us to conclude the evaluation of the
DNA methylation profiles to be the most promising method to increase the accuracy of age prediction for
various types of samples with limited quantity and quality. The development of new prediction models will
increase the accuracy of age estimation.
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