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Ассоциированное с возрастом изменение характера метилирования считается важным предиктором 
биологического возраста человека. Изменение уровня метилирования CpG-динуклеотидов 
способствует сдвигу в  работе ряда генов, в  том числе ассоциированных с  функционированием 
иммунной системы. В число этих генов входит ген CSF1, белковый продукт которого ассоциирован 
с  воспалительным старением, что делает его важным биомаркером возрастзависимых 
заболеваний. Методом MALDI-TOF масс-спектрометрии определен профиль метилирования 
ассоциированного с промотором CpG-островка гена CSF1. Проведен поиск зависимостей между 
характером метилирования CpG-сайтов внутри исследуемых регионов и относительным уровнем 
мРНК гена CSF1 и  его белковым продуктом у  лиц разных возрастных групп. Показан высокий 
уровень корреляции двух CpG-сайтов с исследуемыми параметрами и установлено, что эти CpG-
динуклеотиды входят в состав сайтов связывания факторов транскрипции семейства NFI и фактора 
EGR1. Предполагается, что эти CpG-сайты играют важную роль в регуляции экспрессии гена CSF1.
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ВВЕДЕНИЕ
Старение – биологический процесс, характе

ризующийся возрастным снижением функций, 
которое захватывает все уровни организации ор-
ганизма [1]. При старении изменяется экспрес-
сия генов, часть из которых, например генов, 
связанных с  репарацией ДНК, активируется, 
а генов, ответственных за трансляцию, и генов, 
кодирующих белки цепи переноса электронов, 
напротив, подавляется [2]. Сдвиги в экспрессии 
генов связаны не только с накопленными в те-
чение жизни мутациями, но и  с  генетической 
программой онтогенеза [3]. 

Важную роль в регуляции активности генов 
играют эпигенетические изменения. Метилиро-
вание ДНК считается наиболее точным из всех 
эпигенетических меток предиктором биологи-
ческого возраста [4]. Известно, что с  возрас-
том происходит глобальное гипометилирова-
ние генома с локальным гиперметилированием 
промоторных областей некоторых генов [5]. 
К генам, степень метилирования которых изме-

няется с возрастом, относятся гены, связанные 
с функционированием иммунной системы [6].

Важную роль в регуляции транскрипции ге-
нов играют промоторы, расположенные выше 
точки начала транскрипции [7, 8], подвержен-
ной различным модификациям. Метилирование 
промоторного региона, как правило, ингибиру-
ет экспрессию гена [9]. Считается, что степень 
модификации промоторной области гена не-
гативно коррелирует с уровнем его транскрип-
ции  [10]. Гены, содержащие CpG-островки 
в  промоторной области, характеризуются, как 
правило, относительно стабильным уровнем 
экспрессии во многих типах клеток. К  таким 
генам относятся так называемые гены домаш-
него хозяйства и гены, связанные с регуляцией 
развития [11]. Еще одним участком, который 
может быть ассоциирован с транскрипционной 
активностью гена, считается первый интрон. 
Снижение уровня метилирования CpG-
динуклеотидов внутри этого участка способно 
активировать внутренние сайты транскрипции, 
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приводя к  образованию альтернативных вари
антов мРНК [12–14]. 

Процесс старения характеризуется повыше-
нием синтеза провоспалительных цитокинов, 
таких как интерлейкины (IL)-6 и  -12, фактор 
некроза опухолей-α (TNF-α) и др. [15]. Наибо-
лее заметно с возрастом ассоциированы макро-
фагальный колониестимулирующий фактор-1 
(CSF1), CXCL1, CXCL9, IL-6, фактор роста 
сосудистого эндотелия А (VEGFA) [16, 17]. Со-
гласно существующим представлениям CSF, 
или М-CSF1 ассоциирован с  возрастзависи-
мыми патологиями, такими как болезнь Аль-
цгеймера, сердечно-сосудистые заболевания, 
катаракта и хронические болезни почек [17, 18]. 
Повышение экспрессии гена CSF1 в опухолях, 
в частности в таких, как рак молочной железы, 
предстательной железы и яичников, усиливает 
онкогенность опухоли, способствует ее ускорен-
ному метастазированию и  инвазивности  [19]. 
Показано также, что возрастзависимое повыше-
ние содержания CSF1 в крови замедляет зажив-
ление ран у мышей [20]. 

В норме M-CSF отвечает за дифференци-
ровку, пролиферацию и выживаемость макро-
фагов и  их предшественников, участвует в  ре-
гуляции пролиферации и  дифференцировки 
остеокластов, а  также в  резорбции костной 
ткани. M-CSF участвует в  стимуляции высво-
бождения провоспалительных цитокинов при 
воспалительных процессах. Основными клет-
ками, способными к  синтезу M-CSF, являют-
ся остеобласты и  остеоциты. Альтернативный 
сплайсинг мРНК гена M-CSF приводит к обра-
зованию трех вариантов биологически активных 
молекул: мембраносвязанного гликопротеина, 
секретируемого гликопротеина и секретируемо-
го протеогликана [21, 22]. 

В представленной работе определен уровень 
метилирования двух регуляторных участков гена 
CSF1, относительный уровень мРНК и количе-
ство белка CSF1 в периферической крови доно-
ров разного возраста.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Из биобанка, содержащего 486 образцов 

периферической крови условно здоровых 
доноров, произвольным образом выбраны 26 
(19 от доноров женского пола, 7  – мужского). 
Возраст доноров составил 48.1 (23.0; 58.3) 
лет. Согласно возрастной классификации 
Всемирной организации здравоохранения, 
исследуемая выборка была разделена на три 
группы: до 45 лет (13 человек), 45–59 лет (семь 
человек), 60–85 лет (шесть человек).

Геномную ДНК выделяли с  помощью 
набора ДНК-Экстран-1 (“Синтол”, Россия) 

по инструкции производителя. Концентра-
цию нуклеиновой кислоты определяли на 
флуориметре Qubit 4 с использованием набора 
Qubit 1X dsDNA HS Assay Kit (“ThermoFish-
er”, США). Геномную ДНК (1 мкг) подвергали 
бисульфитной конверсии с  использованием 
набора BisQuick (“Евроген”, Россия). Образец, 
полученный после конверсии, использовали 
в полимеразной цепной реакции (ПЦР). 

Праймеры для оценки метилирования под
бирали с  использованием сервиса EpiDesigner 
(“Agena Bioscience”, США).

Праймеры к промотору:
prom_f:  aggaagagagGTTAGTATTGAATTAGT

TTGGAGAG;
prom_r: cagtaatacgactcactatagggagaaggctAAAAA

ACCCAAACAAACTTTCACTT.
К интрону: 
i n t _ f :  a g g a a g a g a g G G G AT T G T TA G -

GTTTTTTTGGG;
int_r: cagtaatacgactcactatagggagaaggctAATTA-

ACCCCCTAAACTTTCCCTAC. 
К обратным праймерам добавлены после

довательности промотора Т7-полимеразы для 
последующих этапов синтеза РНК. 

Исследуемый GC-богатый фрагмент гена 
CSF1 амплифицировали с  использованием 
2 × Tersus буфера (“Евроген”), 1 U SynTaq 
ДНК-полимеразы (“Синтол”). Амплифика-
цию проводили по следующей программе: 
предварительная денатурация – 5 мин при 95°С; 
45 циклов: 95°С –30 с, 56°С – 30 с, 72°С – 1 мин, 
затем финальная элонгация при 72°С в течение 
7 мин. 

После ПЦР неприсоединенные dNTP де
фосфорилировали при помощи щелочной 
фосфатазы креветки (SAP, “Agena Biosci-
ence”, США). На следующем этапе проводили 
специфическую реакцию MassCLEAVE, в  ходе 
которой происходят две совмещенные реакции: 
in vitro транскрипция РНК с  последующим 
урацилспецифичным гидролизом. Результаты 
оценивали на MALDI-TOF масс-спектрометре 
MassARRAY (“Agena Bioscience”) с использова-
нием программного обеспечения EpiTYPER. 

Относительный уровень мРНК CSF1 оцени
вали методом ПЦР в реальном времени. В ка
честве референсного гена использовали ген 
TBP, кодирующий TATA-связывающий белок. 
мРНК выделяли с  помощью набора РНК-
Экстран (“Синтол”) по инструкции производи-
теля. После этого проводили обратную транс-
крипцию, используя набор ОТ-1 (“Синтол”) 
и  специфические обратные праймеры. ПЦР 
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в реальном времени проводили со следующими 
праймерами:

CSF_fw 5´-gggctccctgctgttgtt-3´
CSF_rv 5´-gcacactggatctttcaact -3´;
TBP_fw 5´-cgaatataatcccaagcggtt-3´
TBP_rv 5´-ctggactgttcttcactctt-3´.
Амплификацию проводили на ампли

фикаторе CFX96 Touch (“Bio-Rad”, США) 
по следующей программе: предварительная 
денатурация  – 5 мин при 95°С; затем 45 ци-
клов – 30 с при 95°С, 20 с при 58°С и 30 с при 
72°С, с  последующим считыванием интен
сивности флуоресценции. ПЦР проводили 
с  использованием готовой 2.5 × смеси SYBR 
Green  I (“Синтол”). Данные обрабатывали 
методом ΔΔCt. Данные нормировали с использ
ованием гена TBP в качестве референсного.

Количество CSF1 в плазме крови определяли 
по технологии xMAP (“LUMINEX”, США) 
с  использованием коммерческого набора Mil-
liplex MAP (“Millipore”, США) в  соответствии 
с инструкцией производителя. Панель включа-
ла оценку 47 цитокинов, включая CSF1. Плаз-
му крови с  иммобилизованными антителами 
инкубировали при перемешивании в  течение 
ночи (16–18 ч) при 2–8°С. Для регистрации 
и  анализа данных использовали стандартный 
набор программ на приборе Luminex MAGPIX 

(“LUMINEX”). Коэффициент детерминации 
каждого аналита был не ниже 0.95.

Cтатистическую обработку проводили 
с  помощью пакета программ Statistica 10. Для 
оценки корреляции использовали коэффициент 
Спирмена. Сравнение групп проводили с  ис
пользованием критериев Манна–Уитни 
и  Краскела–Уоллиса. Поиск мест посадки 
транскрипционных факторов проводили с ис
пользованием GenomeBrowser. 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Ге н  C S F 1  к а р т и р о в а н  в   о б л а с т и 

chr1:110,453,233-110,473,616 (GRCh37/hg19). 
На первом этапе исследования для анализа 
метилирования были выбраны два фрагмента 
СрG-островков в  регуляторной области гена, 
локализованные в  промоторе (chr1: 110453116-
110453510) и в первом интроне (chr1: 110453889-
110454155) гена CSF1. Схема целевых регионов 
представлена на рис. 1. 

Всего проанализированы 29 CpG-сайтов 
(последовательно названных CpG1–29), неко
торые CpG-динуклеотиды, расположенные 
в этих регионах, не были эпитипированы из-за 
ограничения технологии MassARRAY. Опре-
делены средние уровни метилирования CpG-
сайтов в  обоих регионах (рис. 2). Уровень 
метилирования составил 42% (26%; 50%).  

Промотор Экзон Интрон

Регион II
267 п.н.

8 CpG-сайтов

Регион I
394 п.н.

21 CpG-сайт

Рис. 1. Схема участков гена CSF1, выбранных для анализа метилирования. Регион I находится в  промоторе 
и частично в первом экзоне гена CSF1, он содержит 21 анализируемый CpG-динуклеотид. Регион II расположен 
в первом интроне гена и содержит восемь анализируемых CpG-сайтов.
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Рис. 2. Диаграмма разброса уровня метилирования CpG-сайтов в  исследуемых регионах гена CSF1. Красным 
обозначены CpG-сайты с высоким уровнем метилирования; желтым – со средним; cиним – с низким.
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Уровень метилирования CpG-сайтов, распо
ложенных в регионе I, составил 20% (8%; 40%), 
причем ближе к  точке начала транскрипции 
уровень метилирования был ниже. В  регионе 
II уровень метилирования CpG-сайтов соста
вил 18% (8%; 40%). Внутри регионов все 
CpG-сайты были разделены на три группы, 
достоверно различающиеся (p <0.05) по уровню 
метилирования. Для CpG-динуклеотидов с высо
ким уровнем метилирования медиана составила 
50% (40%; 74%), со средним уровнем – 22% (12%; 
30%), с низким – 10% (2%; 18%) (рис. 3).

Установлено влияние возраста на метили
рование CpG-сайтов региона II в группах CpG 
с высоким (r = 0.84, р <0.05) и низким (r = 0.92, 
p < 0.05) уровнями метилирования в группе 45–
59 лет. Обнаружена положительная корреляции 
уровней метилирования CpG12 (r  =  0.46, 
p  <  0.05), CpG17 (r = 0.42, p <  0.05), CpG18 
(r = 0.39, p < 0.05) и CpG29 (r = –0.65, p < 0.05) 
с возрастом доноров (рис. 4).

Затем в соответствии с новой классификацией 
ВОЗ сформировали возрастные группы 
доноров. Выявили корреляции между уровнями 
метилирования CpG-сайтов и  возрастом. 
В  группе 15–44 года установлена корреляция 
уровней метилирования сайтов CpG7, CpG8 
(r  =  0.74, p <0.05), CpG12 (r = 0.58, p <0.05) 
и CpG29 (r = 0.43, p <0.05) с возрастом. 

В группе 45–59 лет выявлена зависимость 
уровня метилирования сайтов CpG22 (r = 0.84, 
p < 0.05) и CpG29 (r = = –0.53, p < 0.05) от воз-
раста доноров. В  группе 60–85 лет установле-
на корреляция между уровнем метилирования 
CpG29 (r = –0.84, p < 0.05) и возрастом. 

Обнаружено, что уровни метилирования 
CpG18 (H = 6.35, p  <  0.05), CpG19 (H = 6.04,  

p < 0.05) и CpG29 (H = 12.16, p < 0.05) различались 
в зависимости от возраста доноров (рис. 5). 

Относительный уровень мРНК гена CSF1 
составил 0.85 (0.37; 1.38). Не найдено корреляции 
между уровнем мРНК и возрастом доноров как 
во всей выборке, так и в выделенных возрастных 
группах. 

Установлены корреляции между метилиро
ванием некоторых CpG-сайтов и относительным 
уровнем мРНК CSF1. В  группе доноров 45–
59 лет выявлено влияние метилирования CpG22 
(r = 0.8, p < 0.05) и CpG24 (r = 0.98, p < 0.05) на 
относительный уровень мРНК CSF1. В  группе 
60–85 лет такая зависимость обнаружена для 
CpG18 (r = –0.9, p < 0.05) и CpG29 (r = –0.94, 
p < 0.05) (рис. 6).

Проведенный на следующем этапе ана
лиз выявил положительную зависимость между 
количеством M-CSF (CSF1) в плазме и возрастом 
доноров (r = 0.63, p < 0.05) (рис. 7).
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Нами не обнаружено зависимости между 
уровнем мРНК CSF1 и количеством белка как 
во всей выборке, так и внутри разных возраст-
ных групп. В  регионе I показана корреляция 
между уровнем белка и степенью метилирования 
группы CpG с низким уровнем метилирования 
(r  = –0.82, p <  0.05). В  регионе II обнаружена 
зависимость между уровнем метилирования 

CpG в группе с высоким уровнем и количеством 
белка M-CSF в плазме (r = –0.94, p < 0.05).

Также внутри возрастных групп установлены 
корреляции между метилированием отдельных 
CpG-сайтов и  количеством белка M-CSF 
в  плазме. В  группе 15–44 лет выявлена зави-
симость как метилирования CpG27 (r =  0.59, 
p < 0.05), так и медианного уровня метилирования 
региона II (r = 0.62, p < 0.05) от уровня белка. 
В  группе 45–59 лет обнаружена корреляция 
между метилированием CpG7, CpG8 (r = –0.82, 
p  <  0.05), медианным уровнем метилирования 
региона I (r = –0.85, p < 0.05) и уровнем CSF1 
в плазме. В группе 60–85 лет установлена зави-
симость между уровнем метилирования CpG29 
(r = –0.94, p < 0.05) и количеством CSF1.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
В нашей работе проведен поиск CpG-сай

тов – маркеров активации гена CSF1, имеющего 
принципиальное значение для идентификации 
возрастзависимых изменений в организме чело
века и развития ряда патологий. 

Изучена взаимосвязь между уровнями мети
лирования двух регионов, расположенных 
внутри CpG-островка гена CSF1, относительным 
уровнем мРНК данного гена, количеством белка 
в плазме и возрастом доноров. Целевая область 
региона I включает 21 CpG-сайт, доступный для 
эпитипирования, регион II содержит восемь 
таких сайтов. Общий профиль метилирования 
обоих регионов в  выборке характеризуется 
средней степенью метилирования (рис. 8). 
Ближе к  точке начала транскрипции уровень 
метилирования региона I заметно ниже, что, 
по-видимому, может быть связано с  необхо
димостью посадки транскрипционных факторов. 
В регионе II такой зависимости не наблюдается. 
Регион II локализован внутри интрона, по
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Рис. 5. Уровни метилирования CpG18 (а), CpG19 (б) 
и CpG29 (в) в разных возрастных группах.
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этому относительно невысокий уровень его ме
тилирования может указывать на его исполь
зование в  качестве альтернативного сайта 
начала транскрипции, или, напротив, приводить 
к  раннему прерыванию транскрипции. Еще 
одной возможной функцией этого региона 
может быть помощь цис-регуляторным эле-
ментам в регуляции транскрипции [23]. В инт
роне  1  гена CSF1 расположен энхансер, кото-
рый, предположительно, может быть усилен 
внутренним CGI. 

В профиле метилирования исследуемых 
регионов CpG-островка гена CSF1 выделены 
три группы CpG-сайтов с  разным уровнем 
метилирования. Отсутствие различий в общем 
уровне метилирования этих групп между воз
растными группами доноров может говорить 
о  том, что, возможно, метилирование от
дельных CpG-сайтов играет более важную роль 
в  регуляции CSF1. Обнаружено изменение 
уровня модификации некоторых CpG-сайтов 
в  зависимости от возраста доноров. Однако 
метилирование большей части CpG-сайтов 
не изменялось с  возрастом. Возможно, что 
модификация конкретных сайтов в  данном 
случае более важна для транскрипции, чем 
профиль метилирования в целом. Так, например, 
согласно данным S. Ogushi и  соавт., уровень 
метилирования CpG-сайтов, локализующихся 
рядом с  сайтами посадки транскрипционных 
факторов, влияет на активность гена метал
лотионеина-1 [24].

Деление выборки на возрастные группы 
позволило обнаружить некоторые зависимости 
между уровнями метилирования и  другими 
параметрами. Наиболее заметные изменения 
наблюдали в  группе 45–59 лет. Возможно, 
в этот период происходят активные изменения 
гомеостатического профиля, которые приве-
дут в  дальнейшем к  состоянию, называемому 
воспалительным старением [25]. 

Отсутствие корреляции между относительным 
уровнем мРНК и  степенью метилирования, 
а также уровнем белка в плазме может говорить 
о более существенном влиянии на транскрипцию 
гена CSF1 других эпигенетических факторов, на-
пример, микроРНК, кольцевых РНК, длинных 
некодирующих РНК или модификации гистонов 
[26–29]. 

Наиболее выражена корреляция уровней 
метилирования CpG18 и  CpG29 с  другими 
показателями. В  старшей возрастной группе 
показана зависимость между метилированием 
этих сайтов и уровнем мРНК. Выявлена также 
зависимость между степенью метилирования 
сайта CpG29 и белковым продуктом гена CSF1 
у лиц 60–85 лет. Методом поиска сайтов посадки 
установлено, что CpG18 входит в сайт связыва-
ния факторов семейства NFI, а CpG29 ассоци-
ирован с транскрипционным фактором EGR1. 

Транскрипционные факторы NFI необ
ходимы для привлечения BAF-комплекса 
к промотору с его последующей активацией [30]. 
Установлено, что члены семейства NFI активно 
экспрессируются в  разных видах опухолей, 
а также при возрастных изменениях [31]. L.M. 
Reynolds и  соавт. показали, что экспрессия 
NFIA в моноцитах зависит от ассоциированной 
с возрастом степени метилирования ряда CpG-
сайтов [32].

EGR1 участвует в  регуляции факторов 
роста, генов репарации ДНК, а  также при 
повреждениях тканей и фиброзе [33]. Показано, 
что фосфорилирование EGR1 приводит к бло-
кированию транскрипции SP1-зависимых ге-
нов [34]. Известна связь воспаления с  EGR1. 
Данный транскрипционный фактор способен 
подавлять активацию макрофагов путем бло-
кировки активности усилителей воспаления 
[35]. Сайты связывания EGR1 локализованы 
как в  промоторах (41.6% всех сайтов), так 
и в интронах (26.4%). Часто (31%) сайт связы-

CpG1-2 CpG3-4 CpG5-6 CpG7-8 CpG9-11 CpG12 CpG13-15 CpG16 CpG17 CpG18 CpG19 CpG20-21 CpG22 CpG23 CpG24 CpG25-26 CpG27 CpG28 CpG29

Промотор Сайт начала
транскрипции

Первый интрон

NFI EGR1

Рис. 8. Схема исследуемого региона CpG-островка гена CSF1. Красным цветом обозначены CpG с высоким уров-
нем метилирования, желтым – со средним, синим – с низким. Стрелка показывает направление транскрипции. 
Серыми кругами указаны транскрипционные факторы, в сайты посадки которых входят указанные CpG-дину-
клеотиды. CpG1–21 относятся к промотору, CpG22–29 – к интрону. Транскрипционные факторы семейства NFI 
и фактор EGR1 ассоциированы с регуляцией гена CSF1. 
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вания данного фактора находится в  пределах 
CpG-островков [36]. 

В гене CSF1, сайт связывания EGR1 нахо
дится в  пределах первого интрона и  входит 
в состав CpG-островка 

Показано, что экспрессия факторов EGR1 
и NFI увеличивается с возрастом [37]. Это по
зволяет предположить, что эти белки играют 
важную роль в  регуляции транскрипции гена 
CSF1. CpG-18 и CpG-29, локализованные в гене 
CSF1, ассоциированы с данными транскрипци-
онными факторами. Возрастзависимое измене-
ние уровня метилирования CpG-сайтов, входя-
щих в  состав сайтов связывания EGR1 и  NFI, 
может изменять активность транскрипции гена. 
Таким образом, высокоточным методом MAL-
DI-TOF показана потенциальная возможность 
использования уровня метилирования СрG18 
и СpG29 в промоторной и интронной областях 
гена CSF1 в качестве маркера возрастзависимых 
изменений.
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Methylation of Selected CpG-Sites of the Gene CSF1  
as a Factor of Regulation of its Expression  
and a Marker of Human Biological Aging
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Age-associated transformation of the methylation pattern is considered to be an important predictor of 
human biological age. Changes in the level of CpG-dinucleotide methylation contribute to a shift in the 
function of a number of genes, including those associated with the functioning of the immune system. One 
of such gene is CSF1. The protein product of this gene is associated with inflammatory aging, making it an 
important biomarker of age-related diseases. We studied the methylation profile of the promoter-associated 
CpG island of the CSF1 gene by MALDI-TOF mass spectrometry. The dependences between the character 
of CpG-site methylation within the investigated regions and the relative level of the gene mRNA and its 
protein product in people of different age groups were searched. For two CpG sites, a high level of correlation 
with the studied parameters is shown. A search for the landing sites of transcription factor binding sites 
associated with gene transcription showed that these CpG dinucleotides are part of motifs for the NFI family 
transcription factors and the EGR1 factor. We hypothesize that these CpG sites play an important role in the 
regulation of CSF1 gene expression.
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