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I. ВВЕДЕНИЕ
В 1988 году Baker и Sprott ввели концепцию «биомаркеров старения». Биомаркер старе­
ния – это измеримый параметр организма, который либо сам по себе, либо в составе 
некоторого многопараметрического анализа, при отсутствии заболевания, лучше пред­
скажет функциональные возможности организма в позднем возрасте, чем хроноло­
гический возраст [1]. Биологические параметры для оценки возрастных изменений, 
можно разделить на две группы: (1) наследственно предопределенные генетическими 
полиморфизмами [2] и (2) приобретённые на клеточном и молекулярном уровнях из-за 
воздействия различных факторов. Последние, как правило, и определяют разницу между 
хронологическим и биологическим возрастом [3]. Эта разница возникает из-за инди­
видуальной для каждого человека скорости старения. Предполагается, что биологи­
ческий возраст лучше хронологического предсказывает функциональные возможности 
организма и развитие хронических болезней. 
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К клеточным и молекулярным биомаркерам относят: (i) длину теломер геномной ДНК 
лейкоцитов [4]; (ii) изменения в метаболоме [5]; (iii) протеомные данные (например, 
обогащение плазмы крови белками, связанными с воспалением, внеклеточным 
матриксом и клеточным старением [6], и степень гликозилирования иммуноглобулинов 
G [7];) (iv) эпигенетические модификации, а именно колебания уровней метилирования 
ДНК [8]; (v) транскриптомные предикторы (дифференциальная, зависимая от возраста 
экспрессия генов [9]). Все вышеперечисленные биомаркеры могут быть определены с 
помощью анализа крови. 
	 Попытки понять причины разной скорости старения стимулировали использование 
омиксных (геномных, протеомных, метаболомных и т.д.) технологий для анализа биоло­
гических жидкостей и образцов тканей человека [10]. В свою очередь, генерация и 
накопление массивов данных молекулярных и физиологическими параметров и разви­
тие искусственного интеллекта сделали возможным создание различных методов коли­
чественной оценки, расчета скорости старения [11]. Если биомаркеры старения отра­
жают отдельные изменения в организме на молекулярном или клеточном уровне, то 
«часы», или калькулятор старения, определяют комплексное состояния организма [12]. 
Предложено множество «часов старения», описывающих разные аспекты старения, 
так, в работе [12] их обсуждается около 20. Однако, несмотря на их многообразие, в 
целом они все они имеют одну и ту же цель — представлять определенные критические 
аспекты биологического старения. 
	 В представленном обзоре обсуждается возможность создания «часов старения», 
основанных на основе анализа распределения индивидуальных фрагментов генома вне­
клеточной ДНК (вкДНК) человека и эпигенетического ландшафта вкДНК. 

II. ОБОСНОВАНИЕ ВОЗМОЖНОСТИ СОЗДАНИЯ «ЧАСОВ СТАРЕНИЯ» 
НА ОСНОВЕ ЭПИГЕНЕТИЧЕСКОГО ЛАНДШАФТА  

И ФРАГМЕНТОМА ВНЕКЛЕТОЧНОЙ ДНК 
Внеклеточная ДНК (вкДНК) состоит из небольших фрагментов ДНК, свободно цирку­
лирующих в кровотоке и присутствующих в выделениях организма (например, в моче, 
слезах, слюне и т.д.), куда она попадает непосредственно из клеток. Она может проис­
ходить из нормальных, раковых клеток или клеток плода во время беременности, а 
ее уровень может повышаться из-за болезней или травм [13]. ВкДНК – это продукт 
расщепления геномной ДНК, представленный короткими (70-200 пар оснований) и 
длинными (до 21 тыс. пар оснований) фрагментами. Разнообразие вкДНК в организме 
обеспечивается за счет механизмов активного высвобождения ДНК, а также фрагмен­
тации геномов при различных сценариях гибели клеток: апоптоза, некроза, пироптоза, 
аутофагии, нетоза, энуклеации эритробластов ДНК (Рис. 1) [14]. Активность процессов 
генерации вкДНК зависит от молекулярных изменений на уровне клетки (например, 
запрограммированная клеточная гибель), организма (например, воспаление) и внешнего 
воздействия на организм (например, травма). ВкДНК в крови подвергается дальнейшей 
деградации нуклеазами: среднее время жизни вкДНК в крови составляет от 15 минут 
до нескольких часов [15, 16]. Значит, можно предположить, что каждый образец вкДНК 
является «срезом» самой свежей информации о клеточных процессах во всем орга­
низме. Основные процессы выведения вкДНК из кровотока проходят в печени, почках 
и селезенке (Рис. 1) [18]. В работе Mittra и др. показано, что молекулы вкДНК могут 



«Часы старения» на основе внеклеточной ДНК 505

участвовать в передаче информации между клетками [17]. Извлеченные из крови онко­
логических больных и здоровых добровольцев образцы вкДНК внутривенно водили 
мышам. ВкДНК поглощалась клетками и локализовалась в ядрах в течение нескольких 
минут, а после включения в геном вызывала апоптотические реакции и разрывы ДНК, 
действуя, таким образом, как мобильный генетический элемент. 
	 У здорового человека большая часть вкДНК в плазме происходит из клеток крови*. 
Если же в каком-либо органе или ткани протекают патологические процессы, сопровож­
дающейся гибелью клеток, то в кровоток поступает больше вкДНК из поврежденного 
органа или ткани. По сути, основная часть вкДНК – это клеточный мусор. Характе­
ристики циркулирующей в крови вкДНК (распределение модифицированных осно­
ваний, размер фрагментов и топологическое состояние) варьируют в зависимости от 
состояния здоровья и факта наличия заболеваний. Известно, что вкДНК сохраняет 
эпигенетический ландшафт геномной ДНК клеток исходных органов происхождения 
[19]. Один и тот же участок генома в разных тканях может иметь различный статус 
метилирования ДНК. В связи с этим, исследования тканеспецифических профилей 
метилирования (метиломов) вкДНК могут помочь идентифицировать органы проис­
хождения этих фрагментов нуклеиновых кислот и установить количественный вклад 
каждой ткани в итоговое распределение фрагментов суммарной вкДНК [20]. В несколь­
ких исследованиях показана возможность обнаружения органоспецифичного и ассоции­
рованного с опухолью метилирования ДНК из плазмы при фокусировании на признаках 

       * вкДНК выделяется из плазмы, а не из цельной крови, потому что цельная кровь содержит 
интактные клетки, такие как лейкоциты, имеющие свою собственную ДНК. Выделение вкДНК 
из цельной крови привело бы к загрязнению образца геномной ДНК этих клеток.
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Рис. 1. Биогенез и пути выведения из организма внеклеточной ДНК. Данные взяты из работы [102].
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одной ткани или органа [21, 22]. Аберрантное метилирование ДНК является перспек­
тивным биомаркером рака, поскольку известно, что оно возникает на ранних стадиях 
развития заболевания и ассоциировано с патологическими особенностями и течением 
заболевания у онкологических больных [23]. Существуют коммерческие наборы для 
выделения вкДНК из плазмы и последующей бисульфитной конверсии для анализа 
рисунков метилирования ДНК [24]. Определение профиля метилирования с использо­
ванием бисульфитной конверсии и последующим анализом методами секвенирования 
нового поколения (NGS) [25] позволяет определить тканевое происхождение вкДНК 
вне зависимости от того, что служит источником вкДНК – плазма крови [20] или моча 
[26]. В свою очередь информация о тканевом происхождении позволяет судить исследо­
вателям о скорости гибели определённых типов клеток. Показано, что сигнатуры 5-гид­
роксиметилцитозина вкДНК также могут использоваться как для определения типов 
опухолей, так и для отслеживания стадии опухоли при некоторых видах злокачествен­
ных образований [27].
	 Анализ количества и состава вкДНК является основой неинвазивной диагностики 
различных заболеваний, в том числе ассоциированных с возрастом, как то болезнь Альц­
геймера [28] или диабет второго типа [29]. Анализ вкДНК из крови людей разных воз­
растных групп позволил зафиксировать локальные и глобальные изменения хроматина 
при старении человека: показана относительная потеря вкДНК с возрастом для сайтов 
начала и терминации транскрипции, 5' нетранслируемых областей генома, участков и 
ретротранспозонов L1HS и димерных элементов AluY [30]. Авторы отмечают большее 
сходство в профилях вкДНК, как глобально (компартменты), так и локально (например, 
сайты начала и окончания транскрипции), между молодыми и возрастными здоровыми 
людьми, в отличие от старых людей и нездоровых возрастных людей. Таким образом, 
исследование [30] демонстрирует возможность использования результат секвенирования 
циркулирующей вкДНК из плазмы человеческой крови не только как биомаркер возраста, 
но и как предиктор состояния здоровья. В работе 2024 года была проанализирована 
вкДНК из крови 35 человек для выявления закономерностей, связанных со старением 
[31]. Обнаружено около 2000 конкретных областей генома человека, где у пожилых 
людей были обнаружены значительные изменения метилирования, включая гипер- и 
гипометилирование. На основании полученных данных авторы создали модель мети­
лирования ДНК, согласно которой статус метилирования некоторых CpG-сайтов 
коррелировал с хронологическим и биологическим возрастом. Таким образом, анализ 
циркулирующей вкДНК из плазмы крови человека методами секвенирования длин­
ных прочтений, которые исключают стадии бисульфитной конверсии и ПЦР, а также 
позволяют исследовать рисунок метилирования на большей области генома одномо­
ментно и на одной молекуле ДНК, позволяет создать эпигенетические «часы старения». 

III. ФРАГМЕНТОМИКА вкДНК  
КАК БИОМАРКЕР ПАТОЛОГИЧЕСКИХ СОСТОЯНИЙ

Известно, что плазма и сыворотка крови содержат фрагменты вкДНК, произошедшие из 
мертвых клеток (в среднем 5000 геномных эквивалентов/мл) [32]. ВкДНК человека полу­
чается путем фрагментации геномной ДНК с помощью ряда клеточных и внеклеточных 
нуклеаз, основные из которых - DNASE1L3, DFFB и DNASE1 [33]. Согласно существую­
щей на настоящий день теории, в процессе апоптоза эндонуклеазы DFFB и DNASE1L3 
расщепляют ДНК внутри клетки, а затем внеклеточные секретируемые эндонуклеазы 
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DNASE1L3 и DNASE1 дополнительно фрагментируют вкДНК в плазме. При некрозе 
клетки во фрагментации участвует каспазозависимая ДНКаза CAD [34].
	 Процессы старения сопровождаются количественными и качественными измене­
ниями фрагментома вкДНК. В работе [35] были охарактеризованы возрастные изме­
нения в вкДНК. Исследуемая популяция состояла из 12 девяностолетних женщин 
и контрольной группы из 11 здоровых женщин в возрасте 22–37 лет. Концентрация 
вкДНК была значительно выше у девяностолетних людей по сравнению с контрольной 
группой. На качественном уровне у большинства девяностолетних зафиксировано появ­
ление низкомолекулярной вкДНК, тогда как в контрольной группе вкДНК была непов­
режденной и высокомолекулярной. Этот факт подчеркивает важность анализа распре­
деления длин фрагментов всего генома, а не только концевых участков (теломер).
	 Как правило, распределение длин фрагментов вкДНК имеет максимум в области 
166 п.н., что соответствует длине нуклеосомной (защищенной одной нуклеосомой) ДНК 
в апоптотических клетках [36]. Помимо основного пика, в распределении длин вкДНК 
детектируется ряд побочных пиков в области более коротких фрагментов с периодич­
ностью в 10 п.н. Это связано с доступностью вкДНК, всё еще связанной с нуклеосомами 
в крови, для дальнейшего гидролиза нуклеазами. Помимо длины фрагмента, вкДНК 
имеет такие характеристики, как мотивы концов, «зазубренные концы» и предпочти­
тельные координаты концов (Рис. 2) [37]. Данные NGS о мотивах концов вкДНК из 410 
биологических образцов были использованы для детекции опухолей прямой кишки и 
почек на ранней стадии [38].
	 Развитие методов секвенирования (переход от NGS к методам длинных прочтений) 
помогло охарактеризовать популяцию длинных фрагментов вкДНК, в некоторых случаях 

Рис. 2. Характеристики вкДНК, определяемые методом секвенирования единичных молекул на 
основе длинных прочтений. 
	 Модифицированные основания: 5-метилцитозин (5mC), 5-гидроксиметилцитозин (5hmC), 
6-метиладенин (6mA), 4-метилцитозин (4mC), 8-оксогуанин (8oxoG); фрагментом: длины фраг­
ментов, координаты и мотивы концов; топология: одноцепочечные и двуцепочечные, линейные 
и кольцевые молекулы вкДНК. Данные взяты из работы [103].
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достигающих нескольких десятков тысяч п.н. Расщепление вкДНК нуклеазами является 
неслучайным [37]. Мотивы 5'-концов длинных и коротких фрагментов различны: по 
мере удлинения фрагмента вероятность наличия 5’-концевых dA и dG возрастает, а dC 
и dT, наоборот, уменьшается. Эта объясняется различной специфичностью нуклеазы 
DFFB, производящей длинные фрагменты вкДНК, и нуклеаз DNASE1L3 и DNASE1, 
осуществляющих дальнейшую фрагментацию вкДНК в плазме крови [39]. 
	 Апоптотические клетки являются основным источником вкДНК у здоровых людей. 
Напротив, вкДНК у онкологических больных могут происходить из других источников, 
например, из некротических клеток и в результате аутофагии. Как следствие, размер 
фрагментов вкДНК у больных варьирует в более широких диапазонах [40]. Опухолевая 
вкДНК отличается от здоровой появлением побочных пиков на кратных значениях длин 
фрагментов, сдвинутым в короткую область максимумом [41]. Комбинированное опре­
деление концентрации и целостности плазменной вкДНК может улучшить диагностичес­
кую ценность при выявлении немелкоклеточного рака легкого [40]. Распределение длин 
фрагментов вкДНК зависит от того, из какой ткани высвобождается вкДНК [37]. Рас­
положение нуклеосом на геномной ДНК различается в зависимости от типа клеток и 
региона генома. С помощью NGS вкДНК, выделенной из плазмы крови, были созданы карты 
размещения нуклеосом in vivo по всему геному [42]. Показано, что распределение нук­
леосом, измеренное с помощью вкДНК, можно использовать для определения типов кле­
ток, способствующих образованию вкДНК у здоровых людей и онкологических больных. 
	 Teo и соавт. обнаружили глобальные изменения нуклеосомного ландшафта в 
вкДНК, сопутствующие процессам старения [30]. В работе 2024 года с помощью мето­
дов глубокого секвенирования было установлено, что у пожилых людей, как правило, 
более длинные геномные расстояния между нуклеосомами, причем возраст коррели­
рует с длиной нуклеосомных повторов (среднее расстояние между центрами соседних 
нуклеосом) [43]. Длина нуклеосомных повторов у долгожителей (100 лет) была при­
мерно на 1,5 п.н. больше, чем у людей 70 и 25 лет. Используя полученные данные, авторы 
разработали первые «часы старения» на основе фрагментомики, а точнее даже нуклеосо­
мики вкДНК: анализ фрагментома вкДНК методами машинного обучения позволил пред­
сказать биологический возраст человека со средней абсолютной ошибкой 3–3,5 года. 
	 NGS вкДНК из плазмы крови человека может быть использован в качестве неинва­
зивного метода изучения возрастных изменений фрагментома, а при переходе от NGS к 
одномолекулярному секвенированию исчезает технологическое ограничение на анализ 
длинных фрагментов. Длинные линейные фрагменты позволяют проанализировать 
одномоментно большее количество потенциальных групп сайтов метилирования, что 
облегчает установление ткани происхождения фрагмента, так как позволяет лучше 
сопоставить данные вкДНК с процессами в тканях организма [44]. Это аналогично 
облегчению идентификации человека при переходе от отпечатка пальца к по отпечатку 
пальцев всей ладони.
	 Помимо старения, другие физиологические процессы организма находят свое отра­
жение в изменениях фрагментома вкДНК. Например, при беременности в материнской 
крови присутствует фракция вкДНК плода, отличающаяся от материнской по виду рас­
пределения длин фрагментов [45]. NGS показало увеличение пика распределения длин 
фрагментов вкДНК на 143 п.н. и уменьшение пика на 166 п.н. в вкДНК, происходящей из 
клеток плода, по сравнению с материнской вкДНК [46], что, предположительно, связано 
с иной нуклеосомной организацией и большей доступностью ДНК плода для расщепле­
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ния клеточными нуклеазами. Появление длинных фрагментов на более поздних сро­
ках беременности не только вкДНК плода, но и матери [39] позволяет говорить о 
необходимости накопления фрагментомных данных для различных физиологических 
состояний и их учета при создании «часов старения» на основе вкДНК. Кроме того, 
идентификация длинных фрагментов вкДНК в материнской крови открывает новые 
возможности для неинвазивной пренатальной диагностики заболеваний плода [46]. 

IV. ТОПОЛОГИЯ вкДНК 
Помимо линейных двуцепочечных фрагментов ДНК, пик распределения длины которых 
соответствует фрагменту, взаимодействующему с нуклеосомой, в плазме также присут­
ствуют и другие топологические формы (Рис. 2). Одной из таких форм является экстра­
хромосомная кольцевая ДНК (экДНК), изначально обнаруженная в клетках эукариот и 
представляющая собой замкнутую двуцепочечную ДНК различной длины [47]. У здоро­
вых людей длина >200 оснований показана для ~30% циркулирующих линейных вкДНК 
и для >70% экДНК, что позволяет предположить устойчивость последних к действию 
нуклеаз [48]. В 2017 году была охарактеризована фракция свободно циркулирующей 
экДНК в плазме [49]. Установлено, что внеклеточная экДНК имеет преимущественно 
митохондриальное происхождение, но может образовываться и путем фрагментации 
хромосомной ДНК с последующем соединением концов. Соотношение кольцевой и 
линейной форм митохондриальной экДНК может быть использовано как биомаркер 
функционирования печени, для диагностики гепатоцеллюлярной карциномы и для 
мониторинга состояния печени при трансплантации [50].
	 Молекулярная основа и генетические процессы биогенеза экДНК до сих пор пол­
ностью не изучены. Показано, что образование экДНК коррелирует с увеличением доли 
некодирующей ДНК в геноме. ЭкДНК может образовываться в результате гомологичной 
рекомбинации между повторами, негомологичной рекомбинации, функционирования 
системы репарации ошибочно спаренных нуклеотидов (MMR) или синтеза de novo. 
Согласно ряду исследований, биогенез экДНК является следствием механизма поддер­
жания стабильности генома и защиты от повреждений, вызванных внешними факторами 
и процессами старения. Значительная доля экДНК происходит из мобильных генети­
ческих элементов, таких, как короткие и длинные диспергированные повторы, длин­
ные концевые повторы, теломерные области, транспозоны и ретротранспозоны [51]. 
Геномное картирование экДНК из плазмы материнской крови показало, что эта ДНК 
формируются преимущественно из 5’-нетранслируемых областей, экзонов и CpG‑ост­
ровков. При этом, молекулы экДНК плодного происхождения обычно были короче, чем 
материнские [52], что объясняется различным набором тканей происхождения вкДНК в 
целом у матери и у плода.
	 В связи с низкой представленностью экДНК в плазме, выделение и очистка данных 
молекул является нетривиальной задачей. В работе [49] для обогащения экДНК вкДНК 
обрабатывали АТФ-зависимой ДНКазой, которая селективно расщепляет линейную 
ДНК. Для амплификации оставшихся кольцевых ДНК использовали метод амплифи­
кации множественного смещения – изотермический метод амплификации ДНК, исполь­
зующий φ29 ДНК-полимеразу и праймеры со случайной последовательностью для 
получения большого количества ПЦР-продукта с высокой точностью из низких коли­
честв ДНК-матрицы и фрагментированных или поврежденных образцов. В последние 
годы были разработаны специализированные протоколы обогащения, пробоподготовки 
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и секвенирования экДНК с использованием технологий длинных прочтений, что 
позволило установить геномные участки, производящие кольцевые ДНК [53]. ЭкДНК 
рассматриваются как часть гетерогенности и прогрессирования опухоли и могут 
являться биомаркерами для диагностики некоторых опухолевых заболеваний [48]. 
Частота образования экДНК сильно варьирует при различных видах рака. В то время 
как нейроопухоли, такие как глиобластома, могут демонстрировать высокий уровень 
экДНК-позитивности, другие, такие как рак толстой кишки, гематологический рак, 
обычно не производят экДНК [54]. 
	 В ряде работ описывается возможная роль экДНК в клеточных процессах, связан­
ных как с ранним развитием, так и со старением клеток. Cohen и соавт. исследуя воз­
никновение экДНК в перибластуле эмбрионов шпорцевых лягушек Xenopus laevis 
[55], показали, что популяция экДНК резко сокращается на поздних стадиях развития 
и во взрослых тканях. Значительная часть экДНК X. laevis содержит множественные 
теломерные повторы (TTAGGG)n, до 10% от общего содержания клеточных теломер 
эмбриона, что предполагает наличие функциональной роли вкДНК в эмбриональном 
развитии [56]. Формирование экДНК обнаружено при старении лимфоцитов крысы 
in vivo и культивируемых фибробластов легких человека in vitro [57]. 
	 ЭкДНК может рассматриваться как потенциальный биомаркер стабильности генома, 
старения и уровня физической активности. В работе 2023 года Ren и соавт. иденти­
фицировали и всесторонне охарактеризовали тысячи экДНК стволовых клеток (СК) 
жировой ткани молодых и пожилых доноров [58]. Три экДНК, полученные из двух 
кодирующих белки генов, экспрессировались только в молодых СК жировой ткани, что 
делает эти экДНК потенциальными биомаркерами старения стволовых клеток и мише­
нями для омоложения стволовых клеток. Показано, что некоторые мотивы экДНК в ста­
реющих СК костного мозга представляли собой участки связывания транскрипционных 
факторов, связанных со старением [59]. Следует отметить, что в приведенных работах 
[55–59] изучалась внутриклеточная, а не циркулирующая в крови популяция экДНК. 
	 В 2023 году Gerovska и соавт. показали, что профиль экДНК физически активных 
пожилых людей существенно отличается от такового у людей, ведущих сидячий образ 
жизни [60]. Взаимосвязь с физической активностью и исследование модельных организ­
мов показывает взаимосвязь накопления экДНК и старения [55, 56, 61].

V. МЕТИЛОМ вкДНК
Метилирование в CpG-участках геномной ДНК остатков цитозина по 5 атому углерода 
гетероциклического основания является наиболее хорошо охарактеризованным типом 
эпигенетического контроля, который играет ключевую роль в регуляции экспрессии 
генов во время эмбрионального развития, в поддержании стабильности генома и при 
онкогенезе [8, 62]. Метилированные и неметилированные CpG-участки формируют 
профиль метилирования ДНК, уникальный для каждого типа ткани. ВкДНК часто рас­
сматривают как ценный биомаркер для ранней диагностики онкологических заболе­
ваний [63–66], так как онкогенез, как правило, сопровождается изменениями рисунка 
метилирования ДНК. Специфичные для ткани профили метилирования вкДНК могут с 
высоким уровнем специфичности и чувствительности использоваться для обнаружения 
гибели клеток ткани и при таких патологиях человека, как диабет 1 типа, панкреатит и 
рассеянный склероз [20].
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	 Метилом вкДНК является моментальным снимком интенсивности паталогических 
процессов во всех тканях организма в момент сбора плазмы крови, а развитие техно­
логий секвенирования нового поколения и обработки геномных данных открывает воз­
можности новой малоинвазивной диагностики. В исследовании [67] изучалось метили­
рование ДНК в 476 366 сайтах по всему геному лейкоцитов из популяционной когорты 
(N = 421) в возрасте от 14 до 94 лет. Возраст влиял на метилирование ДНК почти в 
одной трети (29%) сайтов, из которых с увеличением возраста 60,5% становятся гипо­
метилированными и 39,5% гиперметилированными. Сайты метилирования ДНК, рас­
положенные в пределах CpG-островков, чаще становятся гиперметилированными по 
сравнению с сайтами за пределами островков. 
	 В настоящее время золотым стандартом определения степени и профиля метили­
рования вкДНК является бисульфитное секвенирование. ВкДНК, выделенная из плазмы 
крови, подвергается бисульфитной конверсии, после чего проводится ПЦР-амплификация 
и секвенирование полученных фрагментов различными методами [68]. Однако обработка 
ДНК бисульфитом натрия вызывает значительную потерю исходной ДНК, а также неод­
нородную, зависящую от последовательности деградацию длинных фрагментов, что 
ограничивает чувствительность диагностических тестов и анализов. Последние дости­
жения в области пробоподготовки и методов секвенирования с длинными прочтениями 
частично решают эти проблемы, но требуют специализированных протоколов. Напри­
мер, технологии одномолекулярного и нанопорового секвенирования позволяют полу­
чить данные о метиломе вкДНК человека в отсутствие стадий бисульфитной конверсии 
и ПЦР, используя от 100 пг исходной вкДНК, выделенной из 0,5 мл плазмы крови [69]. 
Дальнейшая классификация прочтений по метиломам позволяет установить их ткане­
вое происхождение. Так, в работе [70] на основе анализа 23 NGS-датасетов была раз­
работана методология «деконволюции» данных метилирования ДНК, помогающая 
определить типы клеток и их доли в образце в отсутствие референсных карт уровня 
метилирования.
	 Следует отметить, что локальный статус метилирования вкДНК коррелирует с 
распределением длин её фрагментов [71]. Были созданы модели машинного обучения, 
позволяющие предсказывать метилом вкДНК на основе данных о фрагментоме и рас­
пределении CpG-участков в прочтениях [72].
	 Недавно были обнаружены изменения метилома вкДНК митохондриального проис­
хождения, связанные с таким возрастным заболеванием, как болезнь Альцгеймера, но 
возможность их использования в качестве биомаркера данной болезни требует дальней­
шего изучения [73].
	 Последние достижения технологий секвенирования позволили обнаружить тысячи 
дифференциально метилированных CpG-сайтов в вкДНК здоровых людей различного 
возраста, что открывает возможность использования метилирования ДНК в клинической 
практике как инструмента прогнозирования старения и диагностики воспалительных 
процессов в организме [31] (Рис. 3Б). 
	 Во многих работах профиль метилирования ДНК рассматривается как перспективный 
биомаркер старения и стрессовых расстройств [74–76]. Например, в работе Blocklandt 
и соавт. с помощью полногеномного скрининга уровня метилирования CpG-сайтов 34 
близнецов возрастом от 21 до 55 лет идентифицировали 88 CpG-сайтов, ассоциированных 
с 80 генами, для которых процент метилирования значимо коррелировал с возрастом 
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Рис. 3. Возрастные изменения фрагментома и эпигенетического профиля внеклеточной ДНК. 
	 (А) Распределение модифицированных оснований и длин фрагментов вкДНК в молодом и 
пожилом возрасте. 
	 (Б) Визуализация характеристик вкДНК с помощью биоинформатического метода главных 
компонент (PCA – principal component analysis [43]) для установления возраста клеток. PC1 и 
PC2 – главные компоненты. Данные взяты из работы [43].
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[77]. Авторами была разработана регрессионная модель – по сути, «часы старения» на 
основе данных CpG-метилирования, способные предсказать возраст человека со сред­
ней точностью 5,2 года. Другая модель старения на основе эпигенетических данных 
была построена Hannum и соавт. [78]. Проанализировав уровни метилирования 485 
577 CpG-сайтов в крови 656 людей в возрасте от 19 до 101 года, авторы выбрали 77 
сайтов и создали количественную модель старения, предсказывающую возраст с точ­
ностью 3,9 лет. В корейской работе [79] оценили метилирование ДНК по всему геному 
(485 512 различных участков CpG) в 349 образцах крови. Анализируя массив дан­
ных, полученный с помощью технологии Illumina 450 methylation BeadChip, авторы 
показали, что количественная оценка изменений метилома – эпигенетические «часы» 
метилирования ДНК – могут помочь в прогнозировании метаболических заболеваний.

VI. ПОТЕНЦИАЛ СЕКВЕНИРОВАНИЯ вкДНК  
МЕТОДОМ ДЛИННЫХ ПРОЧТЕНИЙ ЕДИНИЧНЫХ МОЛЕКУЛ  

ДЛЯ СОЗДАНИЯ «ЧАСОВ СТАРЕНИЯ»
Большинство исследований в области вкДНК сосредоточены на коротких молекулах, а 
длинные молекулы вкДНК изучены недостаточно. Это связано с ограничениями техно­
логии NGS. Для преодоления этой проблемы в последние годы применяются активно 
развивающиеся технологии секвенирования на основе длинных прочтений: одно­
молекулярное секвенирование в реальном времени (SMRT), разрабатываемое компа­
нией PacBio, и нанопоровое секвенирование от Oxford Nanopore Technologies (ONT) 
[80, 81]. В то время как методы высокопроизводительного секвенирования прошлых 
поколений ограничены длиной прочтения до 600 п.н., SMRT и ONT позволяют иден­
тифицировать весь спектр длин фрагментов, от 20 п.н. до нескольких десятков тысяч 
[82]. Присутствие длинных вкДНК было подтверждено в плазме крови беременных 
женщин и больных онкологическими заболеваниями, что подчеркивает клиническую 
значимость секвенирования длинных прочтений для диагностики патологий плода и 
злокачественных опухолей [39, 44]. Обе платформы секвенирования на основе длинных 
прочтений предоставляют возможность анализа метилирования вкДНК по CpG‑участ­
кам в отсутствие бисульфитной и ферментативной конверсии, что помогает избежать 
деградации и дальнейшей фрагментации ДНК [69, 83]. Полученные профили метилиро­
вания могут быть использованы для анализа ткани происхождения вкДНК. Последние 
достижения в области пробоподготовки для нанопорового секвенирования позволяют 
получить до 200 млн. прочтений вкДНК из менее чем 1 мл плазмы крови [69]. Кроме того, 
несомненным преимуществом технологий ONT и SMRT для дальнейших исследований 
является возможность идентификации и других модифицированных оснований, таких 
как N6-метиладенин и C5-гидроксиметилцитозин (5hmC), которые в последние годы всё 
чаще рассматриваются как новые виды эпигенетических модификаций у эукариот [84, 85].
	 Все эти факторы делают одномолекулярное секвенирование на основе длинных 
прочтений (ONT и SMRT) многообещающим инструментом для исследования вкДНК, 
позволяющим одновременно захватить всё многообразие свойств вкДНК. Прямое срав­
нение двух платформ позволяет сделать предположение о предпочтительности ONT, 
как требующей меньшего количества ДНК для анализа [86]. Однако, методы на основе 
длинных прочтений не лишены и недостатков. По сравнению с традиционными мето­
дами секвенирования ONT менее точно идентифицирует основания, но с развитием 
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технологии эта проблема постепенно решается [81, 87]. Анализ истории развития 
технологии ONT [88] позволяет утверждать, что существующие недостатки «пор» 
будут преодолены в ближайшее время. Другим недостатком является «молодость» дан­
ных платформ, приводящая в некоторых случаях к необходимости самостоятельной опти­
мизации протоколов пробоподготовки и анализа данных. Тем не менее, потенциал исполь­
зования технологий на основе длинных прочтений в клинике, несомненно, высок [86].
	 Развитие технологий секвенирования на основе длинных прочтений открывает 
возможность использования некоторых характеристик ДНК, ранее недоступных для 
определения методами NGS, но связанных с процессами старения, в качестве молеку­
лярных биомаркеров. К таким характеристикам можно отнести распределение повреж­
денных оснований в вкДНК. Повреждение ДНК активными формами кислорода (АФК) 
признано важным фактором ряда патологических состояний, включая старение [89]. 
8-оксогуанин (8-оксо-G) и его нуклеотид 8-оксо-2'-дезоксигуанозин (8-оксо-dG) – про­
дукты окисления гуанина и дезоксигуанозина, соответственно, считаются наиболее зна­
чимыми биомаркерами окислительного повреждения ДНК [90]. В среднем, 1 из 40 000 
гуанинов в геноме присутствует в форме 8-оксо-dG [91]. 
	 Количественное определение 8-оксо-G и 8-оксо-dG в моче, крови, тканях и слюне 
имеет важное значение, поскольку используется для определения общих эффектов 
окислительного стресса и для диагностики и оценки лечения воспалительных, нейроде­
генеративных, сердечно-сосудистых и онкологических заболеваний [92]. В работе [93] 
было показано повышение уровней 8-оксо-dG при болезни Альцгеймера, а в исследо­
вании [94] в группе из 48 взрослых мужчин выявлена зависимость уровня 8-оксо-dG в 
ДНК и активности 8-оксогуанин-ДНК-гликозилазы в скелетных мышцах от возраста и 
уровня физических нагрузок. Учитывая, что остатки 8-оксо-dG обнаружены в плазме 
крови различными методами, что суммировано в обзоре [95], например, с помощью 
ВЭЖХ [96] и масс-спектрометрии [97], уровень и профиль распределения окисленных 
оснований в циркулирующей ДНК может стать еще одним биомаркером для «часов ста­
рения», определяемым с помощью секвенирования длинных прочтений.

 VII. ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Возраст является значимым индикатором риска возникновения хронических заболеваний 
и смертности. Точно оценить биологический возраст и получить прогностическую 
информацию о процессе старения можно при помощи биологических маркеров и соз­
данных на их основе часов старения. В работе 2023 года [98] проанализировав 136 
статей, выбранных по поисковому запросу «часы старения», авторы приходят к выводу, 
что часы старения, обученные на данных о метилировании определённых GpC сайтов – 
DNAm PhenoAge [99] и DNAm GrimAge [100] являются самыми точными для оценки 
риска смертности из предложенных к настоящему времени. Вышеупомянутые часы 
принимают в расчёт не только эпигенетические, но и клинические показатели. Так 
DNAm GrimAge учитывает хронологический возраст, пол, количество лет курения. 
Различные биомаркеры возраста охватывают различные аспекты процесса старения. В 
2023 году на группе из 3222 человек определили эффективность разных в двух когортах 
часов старения, сконструированных на основе эпигенетических или метаболомных био­
маркерах [5]. Часы старения сравнивали между собой, а также по способности точно 
отобразить биологический возраст, фенотипически определённый показателями стар­
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ческой слабости (анализ крови и физические осмотры) и смертностью. Показано, что 
различные молекулярные маркеры биологического возраста дополняют друг друга при 
оценке слабости и смертности и потенциально дополняют стандартизированную оценку 
здоровья в клинических условиях. DNAm GrimAge [100] и MetaboHealth (определяет 
концентрацию 14 метаболических показателей, включая глюкозу, изолейцин, соотноше­
ние полиненасыщенных жирных кислот к общему количеству жирных кислот в %, диа­
метр частиц липопротеинов высокой плотности и т.д.) [101] максимально точно оцени­
вают риск смертности. 
	 Маркеры биологического возраста, и созданные на их основе при помощи машин­
ного обучения калькуляторы/часы старения потенциально могут использоваться в кли­
нических условиях для точной оценки здоровья, а также для мониторинга ответа на 
проводимую терапию или иное медицинское вмешательство. Однако существуют опре­
делённые трудности для внедрения часов старения в клиническую практику [98]. Пре­
пятствием являются многоступенчатые лабораторные анализы, трудоёмкость оценки 
метилирования, дорогостоящее оборудование, сложные методы обработки информации. 
Проведенный нами анализ литературных данных позволяет сделать вывод о том, что 
эти трудности могут быть нивелированы в часах старения, в основе механизма которых 
ляжет анализ фрагментома и эпигенетического ландшафта вкДНК. Метод, который 
позволит не только точно оценить вышеперечисленные параметры, но и сделать это в 
одном эксперименте/лабораторном анализе — это секвенирование единичных молекул 
на основе длинных прочтений. При необходимости такие часы старения можно было бы 
дополнить данными метаболомного анализа и клиническими биомаркерами возраста.

	 Работа выполнена при поддержке Министерства науки и высшего образования 
Российской Федерации в рамках проекта по соглашению № 075-15-2024-643.
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