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Цель исследования — функциональный анализ гендер-специфичных возраст-зависимых изменений уровня метилирова-
ния ДНК.

Материалы и методы. В исследовании использовали набор данных по метилированию GSE87571, полученный из ДНК крови 
729 человек в возрасте от 14 до 94 лет с использованием чипа Illumina Infinium HumanMethylation450K BeadChip (США). Анализ 
генных онтологий был проведен для трех групп генов (у женщин, мужчин и у обоих полов — дубликатов) с помощью базы данных 
PANTHER. Анализ обогащения биологических путей выполнен с применением баз данных Gene Ontology (GO) и Kyoto Encyclopedia 
of Genes and Genomes (KEGG).

Результаты. Исследования показали уникальные для мужчин и женщин изменения в уровне метилирования сайтов CpG, ас-
социированные с определенными метаболическими процессами. Установлено, что большая часть CpG-сайтов, для которых выяв-
лено изменение уровня метилирования с возрастом у обоих полов, ассоциирована с генами, ответственными за развитие и функ-
ционирование нервной системы. У мужчин уникальные возрастные изменения метилирования затрагивают сайты CpG, связанные 
с изменениями в иммунной системе и липидном обмене. У женщин бóльшая часть CpG связана с изменениями, вовлеченными в 
процессы транскрипции и трансляции. Анализ биологических функций по KEGG выявил уникальный для мужчин процесс, связан-
ный с возрастными изменениями метилирования глутаматергической системы. Для женщин уникальные биологические процессы, 
имеющие возраст-зависимые изменения, включают гены, ответственные за развитие сахарного диабета, и гены, связанные с сиг-
нальными каскадами цАМФ (KEGG:04024).

Заключение. Выявлены фундаментальные особенности гендер-зависимых изменений уровня метилирования среди сайтов 
CpG с увеличением дисперсии, которые позволяют определить различия в возраст-зависимых изменениях.

Ключевые слова: метилирование ДНК; CpG-сайты; возраст-ассоциированные заболевания; гендер-специфичные изменения 
метилирования.
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The aim of the study was to conduct a functional analysis of sex-specific age-related changes in DNA methylation.
Materials and Methods. The study used a GSE87571 methylation dataset obtained from the blood DNA of 729 individuals aged 14 

to 94 using the Illumina Infinium HumanMethylation450К BeadChip (USA). Gene ontology analysis was performed for 3 groups of genes 
(females, males, and duplicates) using the PANTHER database. The DAVID platform was used to perform KEGG metabolic pathway 
analysis. 

Results. The studies revealed unique for males and females changes in methylation of CpG sites, associated with certain metabolic 
processes. It was demonstrated that most of the CpG sites, for which methylation changes with age were revealed in both sexes, are 
associated with the genes responsible for the development and functioning of the nervous system. In males, unique age-related methylation 
changes affect CpG sites associated with changes in the immune system and lipid metabolism. In females, most CpGs are associated 
with changes involved in transcription and translation processes. Analysis of biological functions by KEGG revealed that a unique process 
associated with age-related changes in methylation of the glutamatergic system is typical for males. In females, unique biological processes 
with age-related changes include genes responsible for the development of diabetes and genes associated with cAMP signaling cascades 
(KEGG:04024).

Conclusion. Our studies reveal fundamental features of sex-dependent changes in methylation of CpG sites with variance increasing, 
which may indicate differences in age-related changes.

Key words: DNA methylation; CpG sites; age-associated diseases; sex-specific changes.

Введение

На протяжении многих десятилетий нерешенным 
остается вопрос, каковы причины различий в продол-
жительности жизни мужчин и женщин. Лонгитюдные 
популяционные исследования в различных странах и 
в разные эпохи демонстрируют, что женщины живут 
дольше мужчин [1]. В настоящее время разница в про-
должительности жизни мужчин и женщин варьирует 
в зависимости от региона проживания, достигая мак-
симума в России — 9 лет. При этом отмечается инте-
ресный парадокс: низкая продолжительность жизни 
мужчин по сравнению с женщинами и при этом более 
высокий уровень заболеваемости у женщин, что до 
сих пор не имеет объяснения [2]. Недавние отчеты о 
распространении ковидной инфекции в разных стра-
нах также указывают на вариативность по гендерному 
признаку в показателях смертности, среди которых 
60–70% случаев приходится на мужчин [3]. Гендерные 
различия фиксируются при анализе положения с сер-
дечно-сосудистыми заболеваниями, раком и нейроде-
генеративными заболеваниями. В частности, у мужчин 
инфаркт миокарда встречается чаще, чем у женщин. 
Показатель смертности от гипертонии с поправкой на 
возраст в среднем увеличивается у мужчин больше, 
чем у женщин [4]. При этом некоторые авторы отме-
чают худшую диастолическую функцию левого желу-
дочка у женщин [5]. Также имеются данные о том, что 
рак нерепродуктивных тканей у мужчин встречается с 

более высокой частотой, а смертность в два раза пре-
вышает показатели у женщин [6].

Предложенные ранее гипотезы относительно по-
ловых различий в продолжительности жизни, вклю-
чая устойчивость женщин к влиянию окислительного 
стресса, более активное функционирование у них им-
мунной системы, защитный эффект гормонов, в част-
ности эстрогена, а также компенсаторные эффекты 
второй Х-хромосомы, до сих пор не нашли убедитель-
ного подтверждения [7].

Большое значение при решении данной проблемы 
придается возрастным изменениям уровня метилиро-
вания ДНК [8–10]. В настоящее время существуют раз-
личные способы определения возраст-зависимых из-
менений метилирования ДНК, показана взаимо связь 
этих показателей с прогнозируемой продолжительно-
стью жизни. Установлено, что изменения метилирова-
ния участвуют в развитии множества возрастных за-
болеваний, включая нейродегенерацию и онкологию. 
В этом случае особый интерес представляет поиск 
возрастных маркеров старения и развития патологий. 
Кроме того, известно множество особенностей прояв-
лений ряда патологий, которые не охарактеризованы 
по гендерному признаку и не являются гормонозави-
симыми. В связи с этим изучение эпигенетической ре-
гуляции экспрессии в возрастном аспекте для обоих 
полов имеет большое значение.

Принципиальной является дифференциаль-
ная оценка гипо- и гиперметилирования различных 

Гендер-специфичные возрастные изменения метилирования ДНК
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CpG-сайтов. При этом особый интерес представляют 
гены с увеличением дисперсии, поскольку именно эти 
гены предположительно ассоциированы с замедле-
нием или ускорением возраст-зависимых изменений. 
Выявление более ранних возрастных изменений ме-
тилирования сайтов CpG и изучение гендерных раз-
личий этих процессов имеет решающее значение для 
ранней профилактики патологий и достижения цели 
здорового старения.

Цель исследования — выявить гендер-специфич-
ные возраст-зависимые изменения уровня метилиро-
вания ДНК и провести функциональный биоинформа-
ционный анализ данных изменений.

Материалы и методы
Набор данных по метилированию GSE87571 [11], по-

лученный из ДНК крови с использованием чипа Illumina 
Infinium HumanMethylation450К BeadChip (Illumina, Inc. 
США), был загружен из базы данных Gene Expression 
Omnibus (GEO) [12]. Всего набор включал ДНК 729 
человек, из которых 341 мужчина и 388 женщин в воз-
расте от 14 до 94 лет. ДНК-зонды, расположенные на 
половых хромосомах, перекрестно-реактивные зонды 
и зонды с SNP согласно списку [13] были исключены 
из набора данных. Поскольку во многих ранних иссле-
дованиях [14, 15] сообщается о гендерной специфич-
ности метилирования, мы исследовали подмножества 
мужчин и женщин отдельно. Анализ генных онтологий 
был проведен для трех групп генов (женских, мужских 
и обоих полов — дубликатов) с использованием базы 
данных PANTHER [16]. Для каждого из полученных спи-
сков CpG мы выполнили анализ обогащения генов по 
базе данных Gene Ontology (GO). Анализ обогащения 
осуществляли с помощью функции methylglm, реализо-
ванной в пакете methylGSA [17]. Кроме того, для всех 
рассматриваемых CpG соответствующие символы ге-
нов из аннотации для массива метилирования Illumina 
450K были преобразованы в официальные символы 
генов из библиотеки NCBI с использованием функции 
alias2SymbolUsingNCBI в пакете limma [18]. Условия 
обогащения по GO были разделены на два типа: MF 
(молекулярная функция) и BP (биологический процесс). 
Анализ метаболических путей Kyoto Encyclopedia of 
Genes and Genomes (KEGG) мы выполняли с исполь-
зованием платформы DAVID [19]. Анализ обогащения 
путей был выполнен для 404 и 622 уникальных генов 
из группы Residuals (остатков линейной регрессии) с 
использованием набора данных GSE87571.

Статистическая обработка проводилась с исполь-
зованием метода Бенджамини–Хохберга с учетом 
FDR. Результаты анализа по KEGG были статистиче-
ски значимыми при FDR<0,05.

Результаты
Прежде всего мы идентифицировали сайты CpG, у 

которых с возрастом наблюдаются значительные из-

менения метилирования. Мы построили для каждого 
зонда CpG модель линейной регрессии с целью оцен-
ки зависимости значений метилирования от возраста. 
В результате количество зондов CpG составило 3827 
для мужчин и 3850 для женщин. Затем мы иденти-
фицировали зонды CpG со значительной возрастной 
вариабельностью уровня метилирования. Таким обра-
зом мы получили 2075 зондов для мужчин и 2282 для 
женщин, у которых метилирование и вариабельность 
зависят от возраста. Для выбранных сайтов CpG были 
созданы списки соответствующих уникальных генов 
(1037 для мужчин и 1092 для женщин). Кроме того, 
по данным метилирования с помощью калькулятора 
Horvath оценивали количество клеток крови [20, 21]. 
Остаточные значения были рассчитаны на основе рег-
рессионной модели зависимости бета-значений от ко-
личества CD8T и CD4 T-клеток, NK-клеток, B-клеток и 
гранулоцитов. Мы применили тот же анализ к группе 
остатков и идентифицировали 592 зонда для мужчин 
и 1008 для женщин, у которых метилирование и вари-
абельность существенно зависят от возраста (404 и 
622 уникальных гена соответственно).

Известно, что возраст-зависимые изменения ДНК 
связаны с общим уменьшением уровня метилиро-
вания из-за снижения активности ферментов ме-
т илирования. Однако на фоне глобального гипо-
метилирования наблюдается сайт-специфическое 
гиперметилирование [22, 23]. Анализ выбранных реги-
онов гена показал, что среди CpG, которые изменяют 
уровень метилирования с возрастом, есть сайты, ко-
торые как увеличивают, так и уменьшают метилирова-
ние (рис. 1).

Мы разделили списки возраст-ассоциированных 
дифференциально и вариабельно метилированных 
позиций, полученных для остатков, на несколько кате-
горий, различающихся по полу и направлению мети-
лирования (увеличение или уменьшение с возрастом). 
Для этого использовали диаграмму рассеяния угло-
вых коэффициентов линейной регрессии в зависи-
мости от возраста и уровня метилирования. Условно 
было получено 6 групп, каждая из которых имеет 
определенные особенности: CpG-сайты с возраста-
ющим и уменьшающимся метилированием только 
для женщин, только для мужчин и для обоих полов. 
Количество CpG-сайтов, полученных в конечных спи-
сках, представлено в таблице.

На первом этапе исследований были проанализи-
рованы СpG-сайты, у которых отмечено изменение 
уровня метилирования с возрастом для мужчин и 
женщин.

При анализе гендер-зависимых сайтов СpG было 
выявлено 8 уникальных биологических процессов, 
характерных для женщин (р˂0,05; FDR˂0,05). Эти 
биологические процессы ассоциированы с такими 
молекулярными механизмами, как стабилизация и 
поддержание местоположения белка (GO:0050821 — 
protein stabilization, GO:0045185 — maintenance of 
protein location), сборка рибонуклеопротеиново-
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у мужчин — 404, у женщин — 622 и для обоих полов 
(группа «дубликаты») — 278 (рис. 2).

Анализ по KEGG группы генов-дубликатов пока-
зал два наиболее значимых изменения (p˂0,05) в ме-
таболических каскадах. У обоих полов обнаружено 
возраст-зависимое метилирование генов, ответствен-
ных за лиганд-зависимые взаимодействия в нервной 
системе — KEGG:04080 (neuroactive ligand-receptor 
interaction), и генов, относящихся к биологическому 

Гендер-специфичные возрастные изменения метилирования ДНК
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Рис. 1. Изменение уровня метилирования у различных полов: а, б, в — 
типичные примеры изменений метилирования сайта CpG с возрастом

Количество CpG-сайтов в полученных списках в зависимости 
от пола и направления (увеличение/уменьшение с возрастом)  
метилирования

Мужчины Женщины
592 1008

Уникальные для мужчин Дубликаты Уникальные для женщин
257 335 673

Увеличение  
с возрастом

Уменьшение  
с возрастом

Увеличение  
с возрастом

Уменьшение  
с возрастом

Увеличение  
с возрастом

Уменьшение  
с возрастом

217 40 311 24 622 51

cg23256579(PRR4) cg16867657(ELOVL2)го и сплайсосомного комплекса 
(GO:0022618 — ribonucleoprotein 
complex assembly, GO:0000245 — 
spliceosomal complex assembly), свя-
зывание убиквитин-подобного белка 
(GO:0032182 — ubiquitin-like protein 
binding), а также включают уникаль-
ный клеточный компонент, связан-
ный с клеточными микрочастицами 
(GO:0072562 — blood microparticle).

При анализе гендер-зависимых 
СpG у женщин установлено, что сай-
ты СpG, показывающие уменьшение 
уровня метилирования с возрастом, 
ассоциированы с процессами регуля-
ции локализации белка в ядре и про-
цессами убиквитинирования белков. 
СpG-сайты, увеличивающие свое ме-
тилирование с возрастом у женщин, 
ассоциированы с процессами биосин-
теза полисахаридов, сборкой сплайсо-
сомального и рибо нуклео протеинового 
комплексов, а также с процессами ре-
гуляции стабильности и поддержания 
местоположения белков.

Для мужчин уникальные измене-
ния метилирования вовлечены в 41 
биологический процесс. Условно их 
можно разделить на несколько групп: 
процессы, связанные с созреванием 
и дифференцировкой клеток иммун-
ной системы, процессы, связанные с 
посттрансляционной модификацией 
белков, процессы биосинтеза липи-
дов и процессы, ассоциированные с 
клеточными компонентами и регуля-
цией рекомбинации и репарации ДНК.

СpG-сайты, для которых отмечено 
уменьшение уровня метилирования с 
возрастом у мужчин, ассоциированы 
с процессами биосинтеза жирных кис-
лот и изменением лигазной активно-
сти (GO:1901568 — fatty acid derivative 
metabolic process, GO:1901570 — fatty 
acid derivative biosynthetic process, 
GO:0016874 — ligase activity; р˂0,05; 
FDR˂0,05).

СpG-сайты, для которых отмечает-
ся увеличение уровня метилирования 
с возрастом у мужчин, в основном относятся к процес-
сам созревания и дифференцировки клеток иммунной 
системы, а также, что интересно, ассоциированы с 
процессами посттранс ляционной модификации белков 
(алкилирование и метилирование) и активностью фер-
ментов, вовлеченных в эти процессы.

Все возраст-зависимые гендер-специфичные гены, 
для которых по казано изменение уровня метилиро-
вания с возрастом, были разделены на три группы: 
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пути  кокаиновой зависимости, — KEGG:05030 
(cocaine addiction).

Анализ биологических функций группы генов, воз-
растное метилирование которых характерно только 
для женщин, выявил пять важных (p˂0,05) метабо-
лических каскадов. Уникальные биологические про-
цессы с возраст-зависимыми изменениями у женщин 
включают гены, ответственные за развитие сахарного 
диабета — KEGG:04950 (maturity onset diabetes of the 
young — MODY), а также гены, связанные с сигналь-
ными каскадами циклического аденозинмонофосфата 
(цАМФ) — KEGG:04024, в частности ген HTR4, кото-
рый является членом семейства рецепторов серото-
нина человека. Этот рецептор связан с G-белком, и 
они стимулируют выработку цАМФ в ответ на серо-
тонин. Продукт этого гена функционирует как в пери-
ферической, так и в центральной нервной системе, 
модулируя высвобождение различных нейротранс-
миттеров. Его стимуляция повышает продукцию цАМФ 
в клетке и играет роль в регуляции процессов памя-
ти, аппетита, функций желудочно-кишечного тракта, 
настроения. Последние данные подтверждают роль 
рецепторов 5-HT4 в патогенезе депрессии, а также в 
механизме действия антидепрессантов.

Метаболический каскад MODY содержит гены, 
которые имеют принципиальное значение для раз-
вития сахарного диабета, в частности ген глюкоки-
назы (GCK), дефекты которого являются причиной 
наступившего зрелого диабета 2-го типа у молодых 
людей. Мутации гена GCK приводят к хронической 
гипергликемии из-за снижения чувствительности бе-
та-клеток поджелудочной железы к глюкозе, сниже-
ния общего накопления гликогена в печени и увели-
чения глюконеогенеза в печени.

Анализ биологических функций по 
KEGG показал, что для мужчин харак-
терен уникальный процесс, связанный 
с возраст-зависимым изменением мети-
лирования глутаматергической системы 
(KEGG:04724 — glutamatergic synapse). 
Известно, что глутамат является основным 
возбуждающим нейротрансмиттером в цен-
тральной нервной системе. Пути глутамат-
ергических синапсов, которые связаны со 
многими другими путями нейротрансмитте-
ров, играют решающую роль в выполнении 
большого количества нормальных физиоло-
гических функций, а дисфункция глутамата 
является ключевым фактором многих забо-
леваний нервной системы.

Обсуждение
Целью данного исследования явилось 

изучение эпигенетического статуса CpG-
сайтов, гендер-специфично изменяющих 
уровень метилирования и дисперсию с воз-
растом. Несмотря на то, что с возрастом на-

блюдается глобальное гипометилирование, выявлено 
регион-специфичное гиперметилирование отдельных 
участков ДНК. В данной работе мы анализировали 
данные нескольких подгрупп, различающихся по полу 
и направлению значений метилирования, включая 
сайты как с увеличением, так и с уменьшением уров-
ня метилирования. В анализ были включены только 
CpG-сайты, ассоциированные с внутригенными ре-
гионами, изменяющие и уровень метилирования, и 
уровень дисперсии с возрастом. Дифференциальные 
изменения в уровне метилирования СрG-сайтов, у 
которых возраст-зависимо увеличивается диспер-
сия, могут рассматриваться как молекулярные меха-
низмы различий в продолжительности жизни между 
мужчинами и женщинами [24]. Ранее в исследовании 
I.I. Yusipov и соавт. [25] было показано глобальное 
увеличение дисперсии метилирования ДНК во вре-
мя старения, а также обозначена тенденция к более 
высокой дисперсии у мужчин по сравнению с женщи-
нами в возрастном аспекте. Это может обусловливать 
разницу в траекториях старения между полами.

Исследование показало уникальные для мужчин и 
женщин изменения в метилировании сайтов CpG, свя-
занные с метаболическими процессами, которые могут 
определять гендер-зависимые возрастные изменения. 
Выявлено, что бóльшая часть CpG-сайтов, для кото-
рых отмечено изменение метилирования с возрастом 
у обоих полов, ассоциирована с генами, ответственны-
ми за развитие и функционирование нервной системы. 
Полученные результаты подтверждаются литератур-
ными данными относительно различий между полами 
в отношении таких нейродегенеративных заболева-
ний, как болезнь Паркинсона и болезнь Альцгеймера 
[26]. В первом случае показатели смертности у мужчин 
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Рис. 2. Основные биологические процессы, ассоциированные с 
изменением уровня метилирования CpG-сайтов в трех группах 
(по результатам KEGG-анализа)
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выше, чем у женщин в пожилом возрасте, в то время 
как риск возникновения болезни Альцгеймера и смерт-
ность от нее превалируют у женщин.

Установлено, что у мужчин возрастные изменения 
метилирования CpG-сайтов связаны c генами, ответ-
ственными за работу иммунной системы и липидного 
обмена. Изменение липидного метаболизма для муж-
чин намного более губительно, чем для женщин, так 
как даже незначительное увеличение общего холе-
стерина и триглицеридов у мужчин рассматривается 
как фактор риска развития атеросклероза, в то вре-
мя как у женщин такое изменение может носить ней-
тральный характер за счет увеличенного метаболизма 
эстрогенов [27].

Уникальным биологическим процессом, изменения 
в генах при котором характерны для мужчин, являет-
ся функционирование глутаматергической системы. 
Уровень глутамата в крови значительно выше у муж-
чин, чем у женщин, а данная система служит ключе-
вым регулятором поведения, связанного с наркозави-
симостью [28].

В уникальные биологические процессы, характеризу-
ющиеся возраст-зависимыми изменениями у женщин, 
вовлечены гены, участвующие в патогенезе депрессии. 
Подобные эпигенетические изменения могут быть при-
чиной того, что возраст-ассоциированная депрессия 
чаще встречается у женщин, чем у мужчин [29].

Выявленные различия в метаболических каскадах, 
связанных с развитием диабета, представляют интерес 
в связи с имеющимися данными о связи между повы-
шенным уровнем глюкозы, ожирением и раковыми за-
болеваниями нерепродуктивных тканей. Метаболизм 
глюкозы при раковых заболеваниях у мужчин и женщин 
может проходить через разные пути [6] и тем самым 
определять различный уровень онкологических забо-
леваний нерепродуктивной сферы между полами.

Таким образом, наши исследования выявляют фун-
даментальные особенности гендер-зависимых из-
менений уровня метилирования среди сайтов CpG с 
увеличением дисперсии, которые могут указывать на 
различия в возраст-зависимых изменениях.

Заключение
Установлены уникальные для мужчин и женщин 

изменения в уровне метилирования сайтов CpG, ас-
социированные с определенными метаболическими 
процессами.

Финансирование исследования. Работа выпол-
нена в рамках проекта госзадания Министерства нау-
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