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Экспрессия генов фиброгенеза в тканях больных  
атеросклерозом сонных артерий
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У больных атеросклерозом сонных артерий проведен полногеномный сравнительный анализ экспрессии между клетками 
сонных артерий в области атеросклеротических бляшек (САБ, n=3) и интактными внутренними грудными артериями (ВГА, 
n=2) с использованием микрочипов HumanHT-12_V4 BeadChip (Illumina, США). Выполнена таргетная оценка экспрессии генов 
ADAMDEC1, ITGB5, TIMP2 и ММР3 в лейкоцитах крови пациентов с атеросклерозом сонных артерий (n=21). Выявлено что в САБ 
наблюдается существенное увеличение экспрессии генов внеклеточного матрикса (CD44, COL1A2, COL3A1, COL5A2, FMOD, HAPLN1, 
ITGA11, ITGAV, SPARC, SPP1, SULF1, TIMP1; |FC|≥2; pFDR=1,44×10-7). Гены ADAMDEC1, ITGB5 и TIMP2 характеризуются увеличением 
экспрессии в САБ по сравнению с ВГА (рFDR=0,018; рFDR=0,011; рFDR=0,006 соответственно). Гены ADAMDEC1, ITGB5 и TIMP2 
экспрессируются в лейкоцитах периферической крови больных, где набольший уровень экспрессии показан для гена TIMP2. 
Оценка изменения уровня экспрессии в зависимости от генотипов показала, что у носителей генотипа ТТ rs1007856 гена ITGB5 
наблюдается самый низкий уровень экспрессии гена по сравнению с носителями генотипов СС и СТ (p=0,034). Таким образом, 
атеросклероз сонных артерий связан с увеличением функциональной активности генов фиброгенеза в сосудах и лейкоцитах 
крови. Полиморфизм rs1007856 является eQTL для гена ITGB5 в лейкоцитах крови пациентов. 
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We performed a whole-genome comparative analysis of gene expression in tissues of patients with carotid artery atherosclerosis using 
HumanHT-12_V4 BeadChip (Illumina, USA) microarray. We compared the expression between cells of the carotid artery in the area of 
atherosclerotic plaques (CAP, n=3) and intact internal mammary arteries (IMA, n=2). The targeted expression assessment was performed 
for ADAMDEC1, ITGB5, TIMP2, and ММР3 genes in blood leukocytes of patients (n=21). A significant increase in expression of extracellular 
matrix organization genes (CD44, COL1A2, COL3A1, COL5A2, FMOD, HAPLN1, ITGA11, ITGAV, SPARC, SPP1, SULF1, TIMP1; |FC|≥2; pFDR=1,44×10-7)  
was detected in CAP. The ADAMDEC1, ITGB5, and TIMP2 genes, are characterized by increased expression in CAP, compared with IMA 
(рFDR=0.018; рFDR=0.011; рFDR=0.006, respectively). The ADAMDEC1, ITGB5, and TIMP2 genes are also expressed in peripheral blood 
leukocytes of patients; the highest level of expression is shown for the TIMP2 gene. Assessment of the expression level changes depending 
on genotypes showed that carriers of the TT genotype of rs1007856 in the ITGB5 gene have the lowest level of gene expression compared 
to carriers of the CC and CT genotypes (p=0.034). Thus, carotid atherosclerosis is associated with an increase in the functional activity of 
fibrogenesis genes in vessels and blood leukocytes. The rs1007856 polymorphism is an eQTL for the ITGB5 gene in patients’ blood leukocytes.
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Введение

Процессы фиброгенеза, протекающие в сосудах, 
являются неотъемлемой частью прогрессиро-
вания атеросклероза, который связан с воспа-

лением, накоплением липидов и, в конечном итоге, 
развитием сердечно-сосудистых заболеваний. Форми-
рование атеросклеротической бляшки – это сложный 
многоступенчатый процесс, включающий в себя ос-
новные этапы, характерные для фиброгенеза в других 
органах. Одной из характерных особенностей атеро-
склероза является то, что интенсивные фибротические 
процессы, увеличивающие плотность фиброзной по-
крышки, снижают риск развития фатальных осложне-
ний за счет большей стабильности атеросклеротиче-
ских бляшек. Формирование и плотность фиброзной 
покрышки бляшки зависят, в том числе, и от функци-
онирования генов, белковые продукты которых вовле-
чены в процессы фиброгенеза. В частности, повыше-
ние экспрессии металлопротеиназ приводит к истон-
чению фиброзной покрышки, увеличению риска 
разрыва атеросклеротической бляшки, развитию ин-
сульта или инфаркта миокарда (ИМ) [1].

Таким образом, целью настоящего исследования 
явилась оценка экспрессии генов фиброгенеза в раз-
личных тканях у больных атеросклерозом сонных ар-
терий.

Методы

Проведен полногеномный сравнительный анализ 
экспрессии между клетками сонных артерий в области 
атеросклеротических бляшек (САБ, n=3) и интактны-
ми внутренними грудными артериями (ВГА, n=2) с ис-
пользованием микрочипов HumanHT-12_V4 BeadChip 
(Illumina, США). Образцы САБ взяты во время прове-
дения каротидной эндатерэктомии, а ВГА взяты при 
проведении аортокоронарного шунтирования. Образ-
цы сосудов гомогенизировали с помощью TissueLyser 
(Qiagen, Германия) в Trizol (Thermo Scientific, США). 
Качество образцов оценивали с помощью системы 
капиллярного электрофореза Agilent 2100 Bioanalyzer 
(Agilent Technologies, США) и спектрофотометриче-
ского измерения на приборе NanoDrop 8000 (Thermo 
Scientific, США). Биоинформатический анализ дан-
ных по уровню экспрессии генов осуществлен с по-
мощью пакетов lumi, limma в программной среде R 
(Bioconductor). Дифференциально экспрессируемы-
ми считались гены с кратностью различий уровня экс-
прессии между группами образцов |FC|≥2 и pFDR<0,05.

Оценка экспрессии генов ADAMDEC1, TIMP2 
и ITGB5 дополнительно была выполнена в лейкоци-
тах крови пациентов с атеросклерозом сонных артерий 
(n=21). Для изучения экспрессии генов венозную кровь 
забирали в пробирки PAXgeneTM (Qiagen, Германия) 
и хранили в замороженном состоянии (-80°С) до про-
ведения эксперимента. Выделение РНК проводили на-
бором PAXgeneTM Blood RNA Kit (Qiagen). Измерение 
концентрации и оценку качества РНК выполняли на 
спектрофотометре NanoDrop 8000 и в 1% агарозном 
геле по соотношению интенсивности полос, соответ-
ствующих 18S и 28S рРНК. Уровень экспрессии генов 
измеряли методом капельной цифровой ПЦР (ddPCR) 
на приборе QX200 Droplet Digital PCR System (Bio-Rad, 
США) по протоколу фирмы-производителя с прайме-
рами и TaqMan-зондами производства Thermo Scientific 
(ADAMDEC1 − Hs00936068_m1; ITGB5 − Hs00174435_
m1; TIMP2 − Hs00234278_m1). Анализ экспрессии ге-
нов проводили путем оценки числа копий гена в ми-
кролитре. Во избежание влияния различного уровня 
белковых и химических примесей между образцами 
кДНК на конечный результат при оценке экспрессии 
генов с использованием технологии ddPCR по ранее 
предложенной рекомендации [2] была проведена нор-
мализация экспрессии изученных генов по отношению 
к экспрессии гена GAPDH (Hs99999905_m1). Сравне-
ние уровней экспрессии генов у носителей различных 
генотипов проводили с использованием однофактор-
ного дисперсионного анализа. Статистическую зна-
чимость различий уровня экспрессии генов оцени-
вали с помощью непараметрического критерия Вил-
коксона. Для расчетов использовали пакет программ 
STATISTICA v. 10.0 (StatSoft Inc.).

Результаты

Выявлено что в САБ наблюдается существенное 
увеличение экспрессии генов, белковые продукты ко-
торых обеспечивают организацию внеклеточного ма-
трикса (GO:0030198; CD44, COL1A2, COL3A1, COL5A2, 
FMOD, HAPLN1, ITGA11, ITGAV, SPARC, SPP1, SULF1, 
TIMP1; pFDR=1,44×10-7). Вместе с тем, гены ADAM-
DEC1, ITGB5 и TIMP2, полиморфизм которых ранее 
показал ассоциации с атеросклерозом коронарных 
артерий, его осложнениями и коморбидными фено-
типами [3, 4], также характеризуются увеличением 
экспрессии в САБ по сравнению с ВГА (рFDR=0,018; 
рFDR=0,011 и рFDR=0,006 соответственно).

Гены ADAMDEC1, ITGB5 и TIMP2 экспрессируют-
ся и в лейкоцитах периферической крови пациентов 
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с атеросклерозом сонных артерий. Также как и САБ, 
в лейкоцитах периферической крови набольший уро-
вень экспрессии среди изученных генов показан для 
гена TIMP2, полиморфный вариант rs2277698 которо-
го ассоциирован с «синтропией» сердечно-сосудисто-
го континуума и эхокардиографическими параметрами 
у больных атеросклерозом коронарных артерий [5, 6]. 

Проведена оценка  уровня экспрессии генов 
ADAMDEC1, ITGB5 и TIMP2 в лейкоцитах перифе-
рической крови больных атеросклерозом сонных ар-
терий в зависимости от генотипов по их полиморф-
ным вариантам ADAMDEC1 (rs10087305; rs3765124), 
ITGB5 (rs6778643, rs1007856) и TIMP2 (rs2277698; ри-
сунок). Показано, что только для rs1007856 гена ITGB5 
наблюдается изменение уровня экспрессии у носите-
лей разных генотипов (p=0,034; рисунок, А). У носите-
лей генотипа AA наблюдается самый низкий уровень 
экспрессии данного гена по сравнению с носителями 

генотипов GA и GG. Вместе с тем, ранее было пока-
зано, что генотип ТТ гена ITGB5 (rs1007856) предрас-
полагает к развитию атеросклероза коронарных арте-
рий (p=0,015) [4]. 

Полученные результаты согласуются с данными 
GTexPortal, где показано, что генотип ТТ rs1007856 
также связан с более низкой экспрессией гена ITGB5 
в тканях коронарной, большеберцовой артерий и аорте, 
но не в тканях сонной артерии и клетках крови. Кро-
ме этого, данный SNP влияет на изменение экспрес-
сии других генов (TYSND1, ADCY5, MBD4), которые 
косвенно могут быть связаны с развитием патологиче-
ских состояний. В частности, ген ADCY5 активно экс-
прессируется в поджелудочной железе у больных са-
харным диабетом 2 типа, и его полиморфный вариант 
rs11708067 ассоциирован с повышением уровня глюко-
зы в сыворотке индивидов натощак [7]. Ген MBD4 мо-
жет быть вовлечен в патогенез различных заболеваний, 

Изменение экспрессии генов ITGB5 (rs1007856:С>Т, rs6778643:С>Т), ADAMDEC1 (rs10087305:G>C; rs3765124:A>G), TIMP2 
(rs2277698:C>T) в лейкоцитах периферической крови больных атеросклерозом сонных артерий в зависимости от генотипа по 
указанным полиморфным маркерам.

Changes in the expression of ITGB5 (rs1007856:C>T, rs6778643:C>T), ADAMDEC1 (rs10087305:G>C; rs3765124:A>G), TIMP2 
(rs2277698:C>T) genes in peripheral blood leukocytes of patients with carotid atherosclerosis in depending on the genotype for the 
specified polymorphic markers.
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так как его белковый продукт участвует в эксцизион-
ной репарации, катализирует удаление тимина и ура-
цила в несовпадающих парах с гуанином в CpG-ме-
тилированных регионах, выполняет функции деме-
тилазы, контролирует экспрессию генов, мутагенез, 
канцерогенез и играет важную роль в поддержании ста-
бильности генома [8]. При аневризме брюшной аорты 
зарегистрировано увеличение уровня экспрессии гена 
MBD4 в регуляторных Т-клетках периферической кро-
ви больных по сравнению со здоровыми донорами [9].

Для остальных полиморфных вариантов не было 
показано изменения уровня экспрессии генов в зависи-
мости от генотипов: ADAMDEC1 (rs3765124) p = 0,179; 
ADAMDEC1 (rs10087305)  p = 0,525; TIMP2 (rs2277698)  
p = 1; ITGB5 (rs6778643) - p = 0.835 (рисунок, Б, В, Г, Д).

Таким образом, на поздних стадиях патологическо-
го процесса формирование атеросклеротических пора-
жений сонных артерий связано с увеличением функ-
циональной активности генов, белковые продукты 
которых принимают участие в процессах фиброгене-
за (CD44, COL1A2, COL3A1, COL5A2, FMOD, HAPLN1, 
ITGA11, ITGAV, SPARC, SPP1, SULF1, TIMP1, ADAM-
DEC1, ITGB5 и TIMP2). Полиморфизм rs1007856, рас-
положенный в  интроне 1 гена ITGB5, является eQTL 
в лейкоцитах крови пациентов с атеросклерозом сон-
ных артерий.
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