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Определен статус метилирования генов, белковые продукты которых участвуют в про-
цессах клеточной пролиферации, в тканях сосудистой стенки больных атеросклерозом. Для 
тестирования использовались сонные и внутренние грудные артерии, большие подкожные 
вены нижних конечностей, различающиеся по морфофункциональным параметрам и подвер-
женности к атеросклеротическому процессу. Анализ статуса метилирования ДНК осущест-
влялся с помощью микрочипа «Infinium HumanMethylation27 BeadChip» («Illumina», США), 
метилчувствительной и метилспецифической полимеразной цепной реакции. В результате при 
сравнении тканей сосудистой стенки впервые установлено дифференциальное метилирование 
45 CpG-сайтов 36 генов. Наиболее существенные различия в уровне метилирования заре-
гистрированы в отношении отдельных CpG-динуклеотидов генов ALOX12, CARD11, DAB2IP, 
PTPRC, RASIP1, THRB, TLR4, TNFRSF9 и WNT16. Гипотеза эпигенетической дисрегуляции 
генов клеточного цикла (CDKN2A (p16INK4a и p14ARF), CDKN2B (p15INK4b)) при атеро-
склерозе не нашла подтверждения.
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ВВЕДЕНИЕ

В настоящее время становится все более 
очевидным, что наряду с генетической измен-
чивостью определенный вклад в риск развития 
и течение многофакторных заболеваний может 
вносить эпигенетическая вариабельность гено-

ма, представленная метилированием ДНК, мо-
дификацией гистоновых белков и РНК-опосре-
дованными механизмами. Однако в отличие от 
онкологических заболеваний, эпигенетические 
основы сердечно-сосудистой патологии остают-
ся относительно малоизученными [1].  
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Экспериментальные исследования, связан-
ные с оценкой вариабельности метилирования 
ДНК в тканях, пораженных атеросклеротическим  
процессом, немногочисленны. Работы с исполь-
зованием модельных животных и культур кле-
ток in vitro показали, что в атеросклеротических 
бляшках регистрируется как глобальное гипоме-
тилирование ДНК, так и гиперметилирование 
промоторных регионов некоторых генов одно-
временно, которое коррелирует с изменением их 
транскрипционной активности [2]. В тканях со-
судистой стенки больных атеросклерозом анализ 
профиля метилирования ДНК осуществлялся  с 
использованием микрочиповых технологий [3, 
4], другой подход был связан с изучением мети-
лирования отдельных генов-кандидатов [5–9]. 

Установлена надежная ассоциация локуса 
9p21.3 с риском развития синтропных заболе-
ваний сердечно-сосудистого континуума, в том 
числе тех, в основе развития которых лежит ате-
росклеротическое поражение сосудистой стенки 
[10–15]. Механизм такой ассоциации остается 
неизвестным, однако одним из направлений 
иссле дований в данной области является струк-
турно-функциональная характеристика ближай-
ших картированных генов, в том числе ингиби-
торов циклин-зависимых киназ CDKN2A (коди-
рует p16INK4a и p14ARF у человека или p19ARF 
у мыши) и CDKN2B (кодирует p15INK4b). Их 
белковые продукты играют важную роль в ре-
гуляции клеточного цикла и апоптоза. Потеря 
функции локуса INK4b-ARF-INK4a вследствие 
делеции и/или аберрантного метилирования яв-
ляется частым событием в опухолевой ткани. В 
то же время работы, посвященные исследова-
нию соматической изменчивости генов ингиби-
торов циклин-зависимых киназ при атероскле-
розе, единичны. Нокаут гена Сdkn2a (p19ARF) 
свя зан с увеличением темпов формирования 
атеросклеротических бляшек в определенных 
регионах аорты на модели заболевания у мыши 
[16]. Не исключено, что вариабельность метили-
рования данной категории генов может вносить 
вклад в предрасположенность к образованию и 
прогрессии атеросклеротической бляшки.

Цель настоящего исследования – определе-
ние статуса метилирования генов, белковые про-
дукты которых участвуют в процессах клеточ-
ной пролиферации, в тканях сосудистой стенки 
больных атеросклерозом. Время образования и 
темп прогрессии атеросклеротических бляшек, 
представляющих собой морфологический суб-
страт патологии, зависят от типа и района сосу-
да. В связи с этим представлялось актуальным 
провести исследование сосудов, различающихся 
по своим морфофункциональным параметрам 

и подверженности к развитию патологического 
процесса. 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

В группу обследования вошли 60 русских 
мужчин (средний возраст 62,3±6,7 года). В за-
висимости от степени сосудисто-мозговой не-
достаточности [17] больные распределились 
следующим образом: I степень – 21 (35 %), 
II степень – 3 (5 %), III степень – 19 (31,7 %), 
IV степень – 17 (28,3 %) человек. Инсульт или 
транзиторные ишемические атаки головного 
мозга в анамнезе регистрировались у 21 (35 %) 
пациента. Кроме этого все обследуемые имели 
ишемическую болезнь сердца и артериальную 
гипертензию, а у 26 (43,3 %) из них диагности-
рована хроническая ишемия нижних конечнос-
тей. Гиперхолестеринемия в анамнезе была у 53 
мужчин, что составило 88,3 %. Сахарный диабет 
2-го типа выявлен у 15 (25 %) больных. 

Банк тканей сформирован из образцов сон-
ных и внутренних грудных артерий, а также 
больших подкожных вен нижних конечностей. 
Образцы ткани сонных артерий, включая ате-
росклеротические бляшки и предлежащую мак-
роскопически неизмененную ткань, получены в 
результате каротидной эндартерэктомии. Био-
птаты внутренних грудных артерий и больших 
подкожных вен нижних конечностей собраны 
в результате аортокоронарного шунтирования. 
Каждый образец осмотрен, тщательно очищен 
от масс кальфикации, отложений липидов и 
тромбов, отмыт в стерильном физиологическом 
растворе. Биологический материал был заморо-
жен в жидком азоте и хранился при температу-
ре –80 °С. 

Выделение геномной ДНК из тканей со-
судистой стенки проводили после стандартной 
обработки протеиназой К в течение ночи при 
37 °С и экстракцией фенол/хлороформом.

Анализ статуса метилирования ДНК осу-
ществляли с помощью микрочипа «Infinium Hu-
manMethylation27 BeadChip» («Illumina», США), 
позволяющего проводить исследование 27578 
CpG-сайтов 14475 генов. Тестировали образцы 
ДНК, выделенные из области атеросклеротичес-
ких бляшек (n = 6) и предлежащей макроско-
пически неизмененной стенки сонных артерий 
(n = 2), а также образцы внутренней грудной 
артерии (n = 2) и большой подкожной вены 
нижних конечностей (n = 2), собранные у 9 па-
циентов. Бисульфитная модификация геномной 
ДНК выполнена с использованием набора «EZ 
DNA Methylation Kit» («Zymo Research», США). 
Дальнейшие этапы полногеномной амплифи-
кации, ферментативного расщепления ДНК на 
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фрагменты, очистки и гибридизации проводили 
согласно стандартному протоколу производителя 
[18]. Первичную обработку полученных данных 
осуществляли в пакете программ «GenomeStudio 
Methylation Module» («Illumina», США). Оцен-
кой статуса или уровня метилирования служи-
ла величина индекс-метилирования (β), которая 
соответствует отношению флюоресцентных сиг-
налов метилированных аллелей к сумме флюо-
ресцентных сигналов метилированных и неме-
тилированных аллелей. Индекс метилирования 
β варьирует от 0 (неметилированное состояние) 
до 1 (полное метилирование всех CpG-сайтов 
в данном положении). Статистический анализ 
данных выполнен с помощью программно-
го пакета «Partek Genomics Suite 6.6» («Partek 
Inc.», США). Статистически значимые различия 
(p < 0,05) индекса метилирования в исследуе-
мых группах выявляли с помощью однофактор-
ного дисперсионного анализа (ANOVA) с пос-
ледующей коррекцией ложноположительных ре-
зультатов (FDR) при множественном сравнении 
данных [19]. Для определения статистически 
значимых различий в индексе метилирования 
CpG-динуклеотидов между тканями использо-
вали показатель ∆β>|0,2| (20 %) [19]. Аннотацию 
метилочипа и выделение категории генов, бел-
ковые продукты которых участвуют в процес-
сах клеточной пролиферации (GO:0008283, cell 
proliferation), проводили с помощью Интернет-
ресурса ToppGene Suite (http://toppgene.cchmc.
org/). Для визуализации дифференциально-ме-
тилированных CpG-сайтов использовали пакет 
«gplots» в программной среде R.

Подтверждающее тестирование статуса ме-
тилирования локуса INK4b-ARF-INK4a выпол-
нялось методами метилспецифической и метил-
чувствительной полимеразной цепной реакции 
(ПЦР). Объем выборки составил 120 образцов 
ДНК, выделенных из тканей атеросклеротичес-
кой бляшки и предлежащей макроскопически 
неизмененной стенки сонной артерии. В ходе 
метилчувствительной ПЦР оценивали статус 
метилирования ДНК в области промоторов гена 
CDKN2A (p16INK4a и p14ARF). Для этого геномную 
ДНК, предварительно обработанную рестрикта-
зой HpaII («Fermentas», Литва), подвергали амп-
лификации с использованием соответствующих 
праймеров [20]. Кроме того, CpG-сайты в об-
ласти первых экзонов генов CDKN2A (p16INK4a и 
p14ARF) и CDKN2B (p15INK4b) проанализированы с 
помощью метилспецифической ПЦР. Структура 
праймеров, которые применялись для ампли-
фикации бисульфит-модифицированной ДНК, 
взята из литературы [21, 22]. Разделение про-
дуктов ПЦР производилось в 3%-м агарозном 
геле с добавлением бромистого этидия. Детек-

цию фрагментов ДНК осуществляли в проходя-
щем ультрафиолетовом свете с помощью гель-
документирующей установки «Gel Doc 2000» 
(«Bio-Rad», США).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Основным критерием выбора генов, белко-
вые продукты которых участвуют в процессах 
клеточной пролиферации, служила классифи-
кация базы данных Gene Ontology (GO:0008283, 
cell proliferation). Именно эти локусы (1301) и 
стали предметом дальнейшего анализа.  При 
сравнении статуса метилирования данных генов 
в тканях сонной (атеросклеротическая бляшка 
и предлежащая макроскопически неизмененная 
область) и внутренней грудной артерий, а также 
большой подкожной вены нижних конечностей 
больных атеросклерозом выявлены различия в 
уровне метилирования 45 CpG-сайтов (36 генов 
клеточной пролиферации), среди которых 24 
(53 %) CpG-динуклеотида расположены в CpG-
островках (рис. 1). Все гены картированы на 
аутосомах. Среди дифференциально метилиро-
ванных генов два – WT1 и H19 – относятся к 
категории импринтированных. 

При сравнении групп образцов атероскле-
ротических бляшек и прилежащих макроскопи-
чески неизмененных тканей сонных артерий не 
обнаружено CpG-сайтов с разностью среднего 
индекса метилирования ∆β не менее 20 %. Од-
нако сравнительный анализ тканей из облас-
ти атеросклеротической бляшки с внутренней 
грудной артерией и большой подкожной веной 
нижних конечностей выявил 9 дифференциаль-
но метилированных CpG-сайтов генов ALOX12, 
CARD11, DAB2IP, PTPRC, RASIP1, THRB, TLR4, 
TNFRSF9 и WNT16 (см. таблицу). В частности, в 
тканях атеросклеротических бляшек отмечалось 
гиперметилирование CpG-динуклеотидов генов 
ALOX12, CARD11, RASIP1 и WNT16, но гипо-
метилирование отдельных сайтов генов DAB2IP, 
PTPRC, THRB, TLR4 и TNFRSF9 по сравнению 
с внутренними грудными артериями и больши-
ми подкожными венами нижних конечностей.

С помощью метилочипа проанализировано 9 
CpG-сайтов двух CpG-островков гена CDKN2A 
(p16INK4a и p14ARF) и 10 CpG-сайтов двух CpG-
островков гена CDKN2B (p15INK4b). Во всех об-
следованных тканях, как в норме, так и при 
атеросклерозе, установлено гипометилирование 
большинства CpG-динуклеотидов анализируе-
мых генов (рис. 2). В то же время относительно 
высокие значения среднего индекса метилирова-
ния регистрировались для 6 CpG-сайтов, лока-
лизованных в CpG-островке 9:21995095-21996291 
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Рис. 1. Дифференциально-метилированные CpG-сайты генов, белковые продукты которых участвуют в 
процессах клеточной пролиферации в тканях сосудистой стенки больных атеросклерозом. АБ – атеро-
склеротическая бляшка сонной артерии; АН – макроскопически неизмененная стенка сонной артерии; 

ВГА – внутренняя грудная артерия; БПВ – большая подкожная вена нижних конечностей

Рис. 2. Средний индекс метилирования (β) отдельных CpG-сайтов генов CDKN2A (а – p14ARF и б – p16INK4a) 
и CDKN2B (в – p15INK4b) в тканях сосудистой стенки больных атеросклерозом. Номер хромосо мы и коор-
динаты CpG-островка, а также локализация CpG-сайта, согласно аннотации производителя ме тилочипа. 
АБ – атеросклеротическая бляшка сонной артерии; АН – макроскопически неизмененная стенка сонной 

артерии; ВГА – внутренняя грудная артерия; БПВ – большая подкожная вена нижних конечностей
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гена CDKN2B (p15INK4b), также во всех исследуе-
мых образцах тканей сосудистой стенки. Тем не 
менее статистически значимых различий в ин-
дексах метилирования всех CpG-сайтов между 
тестируемыми группами получено не было. 

Подтверждающий анализ статуса метилиро-
вания CpG-сайтов промоторов и первых экзо-
нов генов CDKN2A (p16INK4a и p14ARF) и CDKN2B 
(p15INK4b) с использованием метилспецифичес-
кой и метилчувствительной ПЦР проводился в 
большей по объему группе тканей сонных арте-
рий (n = 120). Показано отсутствие аберрантного 
метилирования анализируемых регионов генов в 
тканях из области атеросклеротических бляшек 
и предлежащей макроскопически неизмененной 
сосудистой стенки у тех же самых больных.   

Ранее в работе Post et al. был выявлен вы-
сокий уровень метилирования в промоторе и 
первом экзоне гена рецептора эстрогена (ESR1), 
который также относится к категории генов 
клеточной пролиферации в атеросклеротических 
бляшках коронарных артерий по сравнению с 
таковым в тканях аорты и внутренней грудной 
артерии [6]. В настоящем исследовании в состав 
микрочипа входили пробы для тестирования 
индекса метилирования отдельных CpG-сайтов 
гена ESR1. Выявлено, что индекс метилирова-

ния двух сайтов cg20253551 и cg02720618 данно-
го гена был ниже в тканях атеросклеротических 
бляшек сонных артерий (0,05 и 0,05) по срав-
нению с внутренней грудной артерией (0,12 и 
0,12) и большой подкожной веной нижних ко-
нечностей (0,09 и 0,08).  

ОБСУЖДЕНИЕ

Дисбаланс процессов пролиферации раз-
личных типов клеток играет важную роль при 
атеросклерозе [23]. Деление гладкомышечных 
клеток и синтез ими белков внеклеточного мат-
рикса вносит вклад в поддержание стабильности 
атеросклеротической бляшки. С другой сторо-
ны, избыточная пролиферация клеток обуслов-
ливает окклюзию просвета сосудов на поздних 
стадиях патологического процесса и вызывает 
рестеноз как осложнение оперативных вмеша-
тельств. В связи с этим понимание молекуляр-
ных механизмов клеточной пролиферации будет 
иметь особое значение для разработки новых 
диагностических и терапевтических подходов.

Впервые при сравнении тканей сосудистой 
стенки различной локализации у больных ате-
росклерозом выявлено дифференциальное ме-
тилирование 45 CpG-сайтов 36 генов, белковые 

 Гены, отдельные CpG-сайты которых показали разность среднего индекса метилирования ∆β > |0,2|, 
 в тканях сосудистой стенки больных атеросклерозом

Ген CpG-островок* CpG-сайт*
Средний индекс 

метилирования (β)  Продукт гена
АБ ВГА БПВ

ALOX12 17:6839463-
6841283

cg08946332 0,79 0,50 0,43 12-липоксигеназа

CARD11 – cg18321354 0,83 0,59 0,53
Белок 11 семейства CARD-со дер-
жащих белков

DAB2IP
9:123500662-
123502056

cg13060154 0,05 0,28 0,38
DAB2-взаимодействующий белок

PTPRC – cg13673094 0,28 0,55 0,62
Белковая тирозин-фосфатаза, 
рецеп торный тип, С

RASIP1
19:53936336-

53936649
cg26750002 0,65 0,38 0,39

Взаимодействующий с Ras белок 1

THRB
3:24510366-
24512597

cg08319404 0,21 0,41 0,68
β-Рецептор тиреоидного гормона 
(трийодтиронина)

TLR4 – cg05429895 0,09 0,30 0,52 Толл-подобный рецептор 4

TNFRSF9 – cg08840010 0,26 0,48 0,54
Белок 9 суперсемейства ре цеп-
торов фактора некроза опухоли

WNT16 – cg04106190 0,73 0,52 0,46
Белок 16 WNT-семейства 
сигнальных факторов

Примечание. * – номер хромосомы и координаты CpG-островка, а также локализация CpG-сайта, согласно 
аннотации производителя микрочипа. АБ – атеросклеротическая бляшка сонной артерии; ВГА – внутренняя грудная 
артерия; БПВ – большая подкожная вена нижних конечностей. Жирным шрифтом выделены CpG-сайты с индекса-
ми метилирования β ≤ 0,2 или β ≥ 0,6.
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продукты которых участвуют в клеточной про-
лиферации. Наиболее существенные различия в 
уровне метилирования зарегистрированы в от-
ношении отдельных CpG-сайтов генов ALOX12, 
CARD11, DAB2IP, PTPRC, RASIP1, THRB, TLR4, 
TNFRSF9 и WNT16 (см. таблицу). Связь генов 
ALOX12, RASIP1, TLR4 и TNFRSF9 с атеро скле-
розом установлена в ряде публикаций, дру гие 
же локусы в качестве генов-кандидатов па то ло-
гического процесса ранее не рассматривались.

Выявлено гиперметилирование отдельных 
CpG-сайтов генов ALOX12 и RASIP1 в тканях 
из области атеросклеротических бляшек сонных 
артерий по сравнению с внутренними грудны-
ми артериями и большими подкожными венами 
нижних конечностей (см. таблицу). 

Тромбоцитарная 12-липоксигеназа участвует 
в метаболизме арахидоновой кислоты и приво-
дит к образованию эйкозаноидов. Ген ALOX12 
практически не экспрессируется в сонных арте-
риях, пораженных атеросклерозом [24]. Иссле-
дования ассоциации полиморфных вариантов 
ге на с ишемическим инсультом, инфарктом мио-
карда и кальфикацией коронарных артерий про-
тиворечивы (http://hugenavigator.net/). 

Ген RASIP1 кодирует белок из семейства 
Ras, который участвует в морфогенезе и го-
мео стазе кровеносных сосудов, миграции эндо-
те лиальных клеток [25]. Показана ассоциация 
однонуклеотидных полиморфных вариантов 
гена с калибром вен сетчатки – эндофенотипом 
нарушения микроциркуляции, связанным с сер-
дечно-сосудистыми заболеваниями [26].  

Нами установлено гипометилирование отдель-
ных сайтов генов TLR4 и TNFRSF9 в тканях из 
области атеросклеротических бляшек сонных 
артерий по сравнению с внутренними грудны-
ми артериями и большими подкожными венами 
нижних конечностей (см. таблицу). 

Трансмембранный толл-подобный рецептор 4 
активно экспрессируется в различных клетках на 
ранних и поздних стадиях атеросклеротического 
поражения сосудистой стенки [27]. Причем 
более высокий уровень мРНК TLR4 выявляется 
в макрофагах и эндотелиальных клетках атеро-
скле ротических бляшек сонных артерий по 
сравнению с внутренними грудными артериями. 
Установлена ассоциация ряда полиморфных ва-
риантов данного гена с риском развития ате ро-
склероза и его осложнений (http://hugenavigator.
net/). Данный рецептор рассматривается в ка-
честве перспективной терапевтической мишени 
для предотвращения развития и уменьшения 
выраженности симптомов осложненного тече-
ния атеросклеротического процесса [28].

Ген TNFRSF9 кодирует белок 9 суперсе-
мейства рецепторов фактора некроза опухоли 
(CD137). Экспрессия гена выявлена в эндоте-
лиальных и гладкомышечных клетках атероскле-
ротических бляшек сонных и ренальных арте-
рий человека [29]. Увеличение экспрессии 
CD137 в моноцитах периферической крови мо-
жет отра жать нестабильность атеросклеротичес-
ких бляшек у больных с острым коронарным 
синдромом [30]. Полагают, что блокирование 
сиг нального пути рецептора и его лиганда явля-
ется терапевтической мишенью при атероскле-
розе [31].

В рамках настоящего исследования осу-
ществлена оценка статуса метилирования генов 
CDKN2A (p16INK4a и p14ARF) и CDKN2B (p15INK4b). 
Результаты количественного анализа на микро-
чипе были подтверждены методиками метилспе-
цифичной и метилчувствительной ПЦР. Пред-
положение о роли нарушения метилирования 
ДНК в данном локусе при атеросклеротическом 
поражении сонных артерий у человека не на-
шло подтверждения.

Поскольку существует зависимость между 
плотностью метилирования CpG-островков про-
моторных регионов генов и их функциональ-
ной активностью, полученные результаты со-
гласуются с данными литературы в отношении 
экспрессии. В частности, Holdt et al. показали, 
что гены CDKN2A (p16INK4a и p14ARF) и CDKN2B 
(p15INK4b) активно экспрессируются в области 
атеросклеротических бляшек и морфологически 
неизмененной стенке коронарных артерий [32]. 

Для идентификации информативных локу-
сов генома необходимо проведение скрининга 
одновременно большого числа сайтов в тканях 
при патологическом процессе. Решение такой 
задачи становится возможным с использова-
нием микрочиповых технологий, обеспечиваю-
щих высокопроизводительный анализ широкого 
спектра генов одновременно в нескольких об-
разцах. Такой подход применялся в отношении 
количественного анализа метилирования ДНК 
тканей сосудистой стенки при атеросклерозе у 
человека in vivo лишь в двух работах [3, 4].

При сравнении списков дифференциально-
метилированных генов, полученных в настоя-
щем исследовании и работах Castillo-Diaz et al. 
[3], Назаренко с соавт. [4], показано, что «общи-
ми» являются гены HOXC10 и SMAD2, а также 
гены H19 и PDGFRA соответственно. 

Уровень метилирования CpG-островков ге-
нов HOXC10 (12:52663262-52664017) и SMAD2 
(18:43041077-43041115) был ниже в тканях из 
области атеросклеротических бляшек коронар-
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ных артерий по сравнению с непораженной 
аортой [3]. В настоящем исследовании сайты 
cg08900043 и cg26153631, расположенные в CpG-
островке 12:52664872-52666801 гена HOXC10, 
были гиперметилированы в тканях атеросклеро-
тических бляшек сонных артерий по сравнению 
с внутренними грудными артериями и больши-
ми подкожными венами нижних конечностей. 

Существенное снижение уровня метилиро-
вания cg15886040 гена H19 выявлено в тканях 
из области атеросклеротической бляшки аорты 
по сравнению с сонной артерией [4]. Показа-
но гиперметилирование cg04715462, cg21167159 
и cg26808784, входящих в CpG-островок 
11:1973888-1974871 гена H19, во всех анализи-
руемых группах тканей сосудистой стенки. В 
тканях из области атеросклеротических бляшек 
сонной артерии регистрировалось гипометили-
рование cg20629161 гена PDGFRA по сравнению 
с аортой [4]. В настоящей работе более низкий 
уровень метилирования cg22736323 данного гена 
был характерен для сонной артерии, нежели для 
внутренних грудных артерий и больших под-
кожных вен нижних конечностей. 

Не исключено, что полученные различия 
могут быть обусловлены несколькими причина-
ми. Во-первых, тестируемые образцы взяты из 
различных мест сосудистого русла: коронарные, 
сонные и внутренние грудные артерии, аорта, 
большая подкожная вена нижних конечностей. 
Castillo-Diaz et al. [3] использовали в качестве 
контрольных образцы аорты здоровых индиви-
дов обоих полов, а в работах с микрочипами 
фирмы «Illumina» проводился анализ образцов 
сосудистого русла, различающихся по степени 
подверженности к патологическому процессу у 
мужчин, больных атеросклерозом. Во-вторых, 
исследование статуса метилирования ДНК про-
водили с использованием различных технологий 
и платформ, в частности микрочипа, содер-
жащего 14923 клона CpG-островков с набора-
ми HCGI8.1K и 6.8K, GoldenGate Methylation 
Cancer Panel I и Infinium Human Methylation27 
BeadChip. Кроме того, все три работы отлича-
лись в отношении использованных подходов к 
статистической обработке данных. 

Результаты настоящего исследования по 
оценке статуса метилирования гена-кандида-
та  ESR1 отличаются от работы Post et al. [6]. 
Причинами могут быть разная локализация ана-
лизируемых CpG-сайтов и другие тестируемые 
районы сосудистого русла.   

Для подтверждения выявленных различий в 
уровне метилирования ДНК при использовании 
микрочиповых технологий  необходимо приме-
нение верифицирующих методик, среди кото-

рых «золотым стандартом» является технология 
секвенирования (бисульфитное секвенирование, 
пиросеквенирование), что является предметом 
дальнейшего исследования. Кроме того, акту-
альной для решения в рамках продолжения ра-
бот представляется проблема, связанная с вы-
сокой межклеточной гетерогенностью тканей 
сосудистой стенки. Не менее важным вопросом 
предстоящих исследований будет выяснение 
специфичности и универсальности эпигенети-
ческих модификаций генома при патологичес-
ком процессе в тканях сосудов по сравнению 
с периферической кровью. Понимание эпигене-
тического влияния при атеросклерозе не может 
быть полным без связи с данными полногеном-
ных исследований ассоциаций и транскрипци-
онных профилей. 

ВЫВОДЫ

При сравнении статуса метилирования ДНК 
из тканей атеросклеротических бляшек и мак-
роскопически неизмененных сонных артерий, 
внутренних грудных артерий, а также больших 
подкожных вен нижних конечностей у  больных 
атеросклерозом выявлено дифференциальное 
метилирование 45 CpG-сайтов 36 генов, белко-
вые продукты которых участвуют в клеточной 
пролиферации. Полученные предварительные 
данные свидетельствуют о том, что наиболее 
существенные различия в уровне метилиро-
вания имеются в отношении отдельных CpG-
сайтов генов ALOX12, CARD11, DAB2IP, PT-
PRC, RASIP1, THRB, TLR4, TNFRSF9 и WNT16. 
Предположение об эпигенетической дисрегуля-
ции генов ингибиторов циклин-зависимых ки-
наз (CDKN2A (p16INK4a и p14ARF), CDKN2B 
(p15INK4b)) при атеросклеротическом пораже-
нии сонных артерий у человека не нашло под-
тверждения.

Работа выполнена при финансовой под-
держке Российского фонда фундаментальных 
исследований (грант № 10-04-00674) и гранта 
ФЦП «Научные и научно-педагогические кадры 
инновационной России» на 2009–2013 годы для 
проведения научных исследований коллектива-
ми НОЦ (соглашение № 8062).
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DNA METHYLATION STATUS OF THE CELL PROLIFERATION GENES IN ATHEROSCLEROSIS

M.S. Nazarenko, A.V. Markov, I.N. Lebedev, A.A. Sleptsov, 
A.V. Frolov, O.L. Barbarash, L.S. Barbarash, V.P. Puzyrev

The purpose of this study was to identify the features of methylation status of genes whose 
products are involved in the cell proliferation in vascular tissues of patients with atherosclerosis. We 
tested the vascular samples from carotid arteries, internal mammary arteries and saphenous veins, 
which differ in their morphological and functional characteristics and the degree of susceptibility to 
pathology. DNA methylation profiling was performed by using the microarray «Infinium Human-
Methylation27 BeadChip» («Illumina», USA), methylation-sensitive polymerase chain reaction and 
methylation-specific PCR. For the first time we identified 45 CpG-sites of 36 genes with differential 
DNA methylation between vascular tissues. The most pronounced differences in the DNA methyla-
tion level were registered for CpG-dinucleotides of genes ALOX12, CARD11, DAB2IP, PTPRC, RA-
SIP1, THRB, TLR4, TNFRSF9 and WNT16. Our data do not support the hypothesis of epigenetic 
dysregulation of cell-cycle genes (CDKN2A (p16INK4a and p14ARF), CDKN2B (p15INK4b)) in 
atherosclerosis.  

Keywords: DNA methylation, atherosclerosis, Infinium HumanMethylation27 BeadChip.
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