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Àòåðîñêëåðîç — ìíîãîôàêòîðíîå âîçðàñòçàâèñèìîå çàáîëåâàíèå ñ îïðåäåëåííûì âêëàäîì ýïèãåíåòè÷åñêèõ ôàêòîðîâ. Ñíèæå-
íèå îáùåãî óðîâíÿ ìåòèëèðîâàíèÿ ÄÍÊ, îöåíåííîãî ïî ìåòèëèðîâàíèþ ðåòðîòðàíñïîçîíà LINE-1, â ëåéêîöèòàõ êðîâè àññîöèèðîâà-
íî ñ ðèñêîì îñëîæíåíèé àòåðîñêëåðîçà, íî íåäîñòàòî÷íî èçó÷åí ýïèãåíåòè÷åñêèé ñòàòóñ LINE-1 â î÷àãå ïîðàæåíèÿ — ñòåíêå àðòå-
ðèè. Öåëü — àíàëèç âàðèàáåëüíîñòè îáùåãî óðîâíÿ ìåòèëèðîâàíèÿ ÄÍÊ (îöåíåííîãî ïî ìåòèëèðîâàíèþ ðåòðîòðàíñïîçîíà LINE-1)
â êëåòêàõ êðîâè è ñîííûõ àðòåðèé ïðè àòåðîñêëåðîçå ó ÷åëîâåêà. Îöåíêà ìåòèëèðîâàíèÿ LINE-1 â êëåòêàõ ñîííûõ àðòåðèé, ïîðàæåí-
íûõ àòåðîñêëåðîçîì, è ëåéêîöèòàõ êðîâè òåõ æå ïàöèåíòîâ (n = 92), à òàêæå ëåéêîöèòàõ êðîâè çäîðîâûõ èíäèâèäîâ ñîïîñòàâèìîãî
âîçðàñòà (n = 60) âûïîëíåíà ìåòîäîì áèñóëüôèòíîãî ïèðîñåêâåíèðîâàíèÿ. Îáùèé óðîâåíü ìåòèëèðîâàíèÿ ÄÍÊ ïî ýëåìåíòó LINE-1
â ëåéêîöèòàõ êðîâè áûë íèæå ó ïàöèåíòîâ ñ êëèíè÷åñêè âûðàæåííûì àòåðîñêëåðîçîì ñîííûõ àðòåðèé (66,2%) ïî ñðàâíåíèþ ñî çäî-
ðîâûìè èíäèâèäàìè (68,2%; p<0,05). Â êëåòêàõ ñîííûõ àðòåðèé, ïîðàæåííûõ àòåðîñêëåðîçîì, íàáëþäàëîñü áîëåå âûðàæåííîå ñíè-
æåíèå óðîâíÿ ìåòèëèðîâàíèÿ LINE-1 îòíîñèòåëüíî òîãî æå ïîêàçàòåëÿ â ëåéêîöèòàõ êðîâè (64,8% ïðîòèâ 66,2% ñîîòâåòñòâåííî,
p<0,05). Óðîâåíü ìåòèëèðîâàíèÿ LINE-1 îáðàòíî êîððåëèðîâàë c õðîíîëîãè÷åñêèì âîçðàñòîì â ãðóïïå çäîðîâûõ èíäèâèäîâ, à òàêæå
ñ èíäåêñîì ìàññû òåëà è êîýôôèöèåíòîì àòåðîãåííîñòè ó çäîðîâûõ ëèö è ïàöèåíòîâ ñ âûðàæåííûì àòåðîñêëåðîçîì ñîííûõ àðòå-
ðèé. Ñíèæåíèå îáùåãî óðîâíÿ ìåòèëèðîâàíèÿ ÄÍÊ, îöåíåííîãî ïî ìåòèëèðîâàíèþ ðåòðîòðàíñïîçîíà LINE-1, â ëåéêîöèòàõ êðîâè è
êëåòêàõ àðòåðèé ñâÿçàíî ñ êëèíè÷åñêè âûðàæåííûì àòåðîñêëåðîçîì ñîííûõ àðòåðèé è åãî ôàêòîðàìè ðèñêà.
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Rationale. Atherosclerosis is a complex age-dependent disease developed under contribution of epigenetic factors. Decreasing of global
DNA methylation, estimated by methylation level of retrotransposon LINE-1 in blood leukocytes is associated with a risk of complications of
atherosclerosis, but epigenetic status of LINE-1 in the lesion of artery wall is under-investigated. Aim. Analysis of the global DNA methylation
variability (using methylation level of LINE-1) in human blood cells and carotid arteries in atherosclerosis. Materials and methods. Quantifica-
tion of LINE-1 methylation level in match pairs of carotid arteries affected by atherosclerosis and blood leukocytes collected from patients
(n = 92), as well as in white blood cells of the same-aged healthy individuals (n = 60) was performed using bisulfite pyrosequencing. Results.
Global DNA methylation estimated as LINE-1 methylation level was lower in blood leukocytes of patients with advanced carotid atherosclerosis
(66.2%) in comparison with healthy individuals (68.2%; p<0.05). Further decrease of LINE-1 methylation level was observed in cells of carotid
atherosclerotic lesions compared to matched samples of blood leukocytes (64.8% vs. 66.2%, respectively, p<0.05). LINE-1 methylation level
was negatively correlated with the chronological age of healthy individuals, as well as with the body mass index and the atherogenic index of
both healthy individuals and patients with advanced carotid atherosclerosis. Conclusion. The decrease of global DNA methylation estimated as
hypomethylation of LINE-1 in blood leukocytes and arterial cells was associated with advanced carotid atherosclerosis and its risk factors.
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Àêòóàëüíîñòü

Ñåðäå÷íî-ñîñóäèñòûå çàáîëåâàíèÿ, ñâÿçàííûå ñ àòå-
ðîñêëåðîòè÷åñêèì ïîðàæåíèåì àðòåðèé, îñòàþòñÿ âåäó-
ùåé ïðè÷èíîé ñìåðòíîñòè è çàáîëåâàåìîñòè íàñåëåíèÿ
âî âñåì ìèðå ïîñëåäíèå 50 ëåò [1]. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ
ñëîæèëîñü ïðåäñòàâëåíèå îá àòåðîñêëåðîçå êàê ìíîãî-
ôàêòîðíîì çàáîëåâàíèè, â îñíîâå êîòîðîãî ëåæèò íå-
ïðåðûâíàÿ ÷åðåäà ìîëåêóëÿðíûõ è êëåòî÷íûõ ñîáûòèé
â òå÷åíèå âñåé æèçíè ÷åëîâåêà. Íåñìîòðÿ íà áîëüøèå
óñïåõè â èçó÷åíèè àòåðîñêëåðîçà, îáùåïðèíÿòûå òåîðèè
(äèñôóíêöèè ýíäîòåëèÿ, ëèïèäíîé èíôèëüòðàöèè,
àóòîèììóííîé ðåàêòèâíîñòè è äð.) íå ìîãóò â ïîëíîé
ìåðå îïèñàòü ñëîæíóþ êàðòèíó ðàçâèòèÿ àòåðîñêëåðîòè-
÷åñêîé áëÿøêè, à òàêæå å¸ îñëîæíåíèé. Èññëåäîâàíèå
ýïèãåíåòè÷åñêèõ ìîäèôèêàöèé ãåíîìà êëåòîê, ñîñòàâ-
ëÿþùèõ ïîðàæåííóþ ñòåíêó àðòåðèè, ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç
ïåðñïåêòèâíûõ, íî íåäîñòàòî÷íî èçó÷åííûõ ìåõàíèç-
ìîâ â ðàçâèòèè àòåðîñêëåðîçà [2].

Îäíèì èç ìåõàíèçìîâ ýïèãåíåòè÷åñêîé ðåãóëÿöèè
àêòèâíîñòè ãåíîâ ÿâëÿåòñÿ ìåòèëèðîâàíèå ÄÍÊ, êîòî-
ðîå â ñîìàòè÷åñêèõ êëåòêàõ âçðîñëîãî ÷åëîâåêà ïðåä-
ñòàâëåíî, â îñíîâíîì, êîâàëåíòíîé ìîäèôèêàöèåé
îñòàòêîâ öèòîçèíà â CpG-ñàéòàõ [3]. Ìåòèëèðîâàíèå
ÄÍÊ ó ìëåêîïèòàþùèõ îáíàðóæèâàåòñÿ â îáëàñòè ïå-
ðèöåíòðîìåðíûõ è ãåòåðîõðîìàòèíîâûõ ðàéîíîâ õðî-
ìîñîì, è, îñîáåííî, â ïîâòîðÿþùèõñÿ ãåíåòè÷åñêèõ
ýëåìåíòàõ, òàêèõ, êàê òðàíñïîçîíû è ðåòðîâèðóñû [4].
Òðàíñïîçîíû ïðåäñòàâëåíû äëèííûìè è êîðîòêèìè
äèñïåðãèðîâàííûìè ïîâòîðàìè (LINE è SINE), çàíè-
ìàþùèìè ïî÷òè ïîëîâèíó (äî 45%) ãåíîìà ÷åëîâåêà.
Ïîýòîìó âûñîêîêîïèéíûå ýëåìåíòû ãåíîìà îáû÷íî
èñïîëüçóþòñÿ äëÿ îöåíêè òàê íàçûâàåìîãî îáùåãî
óðîâíÿ ìåòèëèðîâàíèÿ ÄÍÊ. Îäíèìè èç íàèáîëåå ÷àñ-
òî èñïîëüçóåìûõ ñ äàííîé öåëüþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé
ÿâëÿþòñÿ ïðåäñòàâèòåëè ñåìåéñòâà ðåòðîòðàíñïîçîíîâ
LINE-1, êîòîðûå ðàâíîìåðíî ðàñïðåäåëåíû ïî ãåíîìó
÷åëîâåêà (ñîñòàâëÿÿ îêîëî 17% îò íåãî) è â íîðìå ãè-
ïåðìåòèëèðîâàíû â ðàçíûõ òêàíÿõ îðãàíèçìà [5]. Äî
íåäàâíåãî âðåìåíè áûëî ïðèíÿòî ðàññìàòðèâàòü ðåòðî-
òðàíñïîçîíû êàê áåñïîëåçíûå èëè âðåäíûå ïàðàçèòíûå
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, îäíàêî â ïîñëåäíèå ãîäû íàêàï-
ëèâàþòñÿ ñâåäåíèÿ î ðîëè äàííûõ ýëåìåíòîâ ãåíîìà
â ðåãóëÿöèè ýêñïðåññèè ãåíîâ, îñîáåííî íà ðàííèõ ýòà-
ïàõ îíòîãåíåçà ÷åëîâåêà [6]. Äèñðåãóëÿöèÿ íà ýïèãåíå-
òè÷åñêîì óðîâíå ýëåìåíòîâ LINE-1 ìîæåò ïðèâîäèòü
ê ãåíîìíîé íåñòàáèëüíîñòè, âíîñÿ âêëàä â ðàçâèòèå
ðàçëè÷íûõ çàáîëåâàíèé ÷åëîâåêà, ñâÿçàííûõ ñ èçìåíå-
íèÿìè êëåòî÷íîãî ôåíîòèïà, â òîì ÷èñëå, è ïðè àòåðî-
ñêëåðîòè÷åñêîì ïîðàæåíèè àðòåðèé. Ãèïîìåòèëèðîâà-
íèå LINE-1 â ëåéêîöèòàõ êðîâè ñâÿçàíî ñ ðèñêîì ðàç-
âèòèÿ è ðàííèì íåáëàãîïðèÿòíûì èñõîäîì èøåìè÷å-
ñêîé áîëåçíè ñåðäöà (ÈÁÑ) è èøåìè÷åñêîãî èíñóëüòà
[7—9]. Îäíàêî íåÿñíî, êàê äàííîå ÿâëåíèå ñîîòíîñèòñÿ
ñ èçìåíåíèÿìè, íàáëþäàåìûìè â ïîðàæåííûõ àòåðîñê-
ëåðîçîì àðòåðèÿõ.

Ïîýòîìó öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû ÿâëÿëñÿ àíàëèç âà-
ðèàáåëüíîñòè îáùåãî óðîâíÿ ìåòèëèðîâàíèÿ ÄÍÊ (ïî
ìåòèëèðîâàíèþ ðåòðîòðàíñïîçîíà LINE-1) â êëåòêàõ
êðîâè è ñîííûõ àðòåðèé ïðè àòåðîñêëåðîçå ó ÷åëîâåêà.
Â çàäà÷è èññëåäîâàíèÿ âõîäèëî ñîïîñòàâëåíèå óðîâíåé
ìåòèëèðîâàíèÿ ðåòðîòðàíñïîçîíà LINE-1 â êëåòêàõ
êðîâè è ïîðàæåííûõ ñîííûõ àðòåðèé ïàöèåíòîâ ñ àòå-
ðîñêëåðîçîì, à òàêæå ëåéêîöèòîâ îòíîñèòåëüíî çäîðî-
âûõ èíäèâèäîâ; îöåíêà ñâÿçè óðîâíÿ ìåòèëèðîâàíèÿ
LINE-1 ñ ôàêòîðàìè ðèñêà è êëèíè÷åñêèìè ïðîÿâëåíè-
ÿìè àòåðîñêëåðîçà.

Ìàòåðèàëû è ìåòîäû

Âûáîðêà ïàöèåíòîâ ñ êëèíè÷åñêè âûðàæåííûì àòå-
ðîñêëåðîçîì ñîííûõ àðòåðèé áûëà ñôîðìèðîâàíà íà áà-
çå ÔÃÁÍÓ «Íàó÷íî-èññëåäîâàòåëüñêèé èíñòèòóò êîìï-
ëåêñíûõ ïðîáëåì ñåðäå÷íî-ñîñóäèñòûõ çàáîëåâàíèé» è
ñîñòîÿëà èç 92 ìóæ÷èí (âîçðàñò 63 ± 8 ëåò). Ïðîâåäåíèå
èññëåäîâàíèÿ áûëî îäîáðåíî Êîìèòåòîì ïî áèîìåäè-
öèíñêîé ýòèêå èíñòèòóòà. Âñå èíäèâèäû ïîäïèñàëè äîá-
ðîâîëüíîå ñîãëàñèå íà ó÷àñòèå â èññëåäîâàíèè. Ó âñåõ
ïàöèåíòîâ â àíàìíåçå èìåëàñü àðòåðèàëüíàÿ ãèïåðòåí-
çèÿ, ýïèçîäû îñòðîãî íàðóøåíèÿ ìîçãîâîãî êðîâîñíàá-
æåíèÿ — ó 37 (40%) îáñëåäîâàííûõ, ïðè÷åì 89 (97%) ïà-
öèåíòîâ äîïîëíèòåëüíî ñòðàäàëè ÈÁÑ, à 39 (42%) ïåðå-
íåñëè èíôàðêò ìèîêàðäà. Èçáûòî÷íóþ ìàññó òåëà èëè
îæèðåíèå èìåëè 79 (85%), ñàõàðíûé äèàáåò 2 òèïà — 26
(29%) ïàöèåíòîâ. Ôàêò êóðåíèÿ îòìå÷àëñÿ ó 78 (85%)
îáñëåäîâàííûõ. Â ðåçóëüòàòå êàðîòèäíîé ýíäàðòåðýêòî-
ìèè îò ïàöèåíòîâ ñ àòåðîñêëåðîçîì ñîííûõ àðòåðèé ïî-
ëó÷åíû àòåðîñêëåðîòè÷åñêèå áëÿøêè, ïðåäñòàâëÿþùèå
ñîáîé îáëàñòü íåîèíòèìû ñ ïîäëåæàùèì ñëîåì ìåäèè
âïëîòü äî íàðóæíîé ýëàñòè÷åñêîé ìåìáðàíû. Îáðàçöû
àòåðîñêëåðîòè÷åñêèõ áëÿøåê òùàòåëüíî î÷èùåíû îò
ìàññ êàëüöèôèêàöèè, îòëîæåíèé ëèïèäîâ è òðîìáîâ,
îòìûòû â ñòåðèëüíîì ôèçèîëîãè÷åñêîì ðàñòâîðå è,
âìåñòå ñ îáðàçöàìè ïåðèôåðè÷åñêîé âåíîçíîé êðîâè,
ïîëó÷åííîé îò òåõ æå ïàöèåíòîâ, çàìîðîæåíû â æèäêîì
àçîòå äëÿ òðàíñïîðòèðîâêè.

Íàáîð îáðàçöîâ ëåéêîöèòàðíîé ÄÍÊ îòíîñèòåëüíî
çäîðîâûõ ëèö, ñëóæàùèõ êîíòðîëåì, à òàêæå îñíîâíûå
ýòàïû èññëåäîâàíèÿ âûïîëíåíû íà áàçå Öåíòðà êîëëåê-
òèâíîãî ïîëüçîâàíèÿ íàó÷íî-èññëåäîâàòåëüñêèì îáîðó-
äîâàíèåì è ýêñïåðèìåíòàëüíûì áèîëîãè÷åñêèì ìàòåðè-
àëîì «Ìåäèöèíñêàÿ ãåíîìèêà» ÍÈÈ ìåäèöèíñêîé ãåíå-
òèêè Òîìñêîãî ÍÈÌÖ. Êîíòðîëüíàÿ âûáîðêà ñîñòîÿëà
èç 60 ìóæ÷èí (âîçðàñò 58 ± 13 ëåò) è áûëà ñôîðìèðîâàíà
íà îñíîâàíèè îòñóòñòâèÿ êëèíè÷åñêîé ñèìïòîìàòèêè çà-
áîëåâàíèÿ, à òàêæå ðåçóëüòàòîâ óëüòðàçâóêîâîãî èññëåäî-
âàíèÿ ñîííûõ àðòåðèé (êîìïëåêñ èíòèìà-ìåäèà â ïðåäå-
ëàõ íîðìàëüíûõ çíà÷åíèé). Ïðè ýòîì 21 èíäèâèä (35%)
èìåë èçáûòî÷íóþ ìàññó òåëà, ôàêò êóðåíèÿ îòìå÷àëñÿ
ó 53 (88%) ÷åëîâåê. Âåñü áèîëîãè÷åñêèé ìàòåðèàë õðà-
íèëñÿ ïðè òåìïåðàòóðå -80°C äî ìîìåíòà ïðîâåäåíèÿ ìî-
ëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷åñêîãî èññëåäîâàíèÿ.
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Âûäåëåíèå ÄÍÊ èç ëåéêîöèòîâ êðîâè áûëî ïðîâåäå-
íî ñòàíäàðòíûì ôåíîë-õëîðîôîðìíûì ìèêðîìåòîäîì.
Äëÿ âûäåëåíèÿ ÄÍÊ èç êëåòîê àðòåðèàëüíîé ñòåíêè çà-
ìîðîæåííûå îáðàçöû áûëè ãîìîãåíèçèðîâàíû íà ïðè-
áîðå Minilys (Bertin Tech, ÑØÀ). Ãîìîãåíàò èíêóáèðî-
âàëè 2 ÷àñà ïðè 55°Ñ â 350 ìêë áóôåðà (100 mM NaCl,
1 mM ÝÄÒÀ pH 8,0, 10 mM Tris-HCl pH 8,0) ñ äîáàâëå-
íèåì 10 ìêë ïðîòåèíàçû Ê (10 ìã/ìë) è 40 ìêë 10% SDS.
Ïîñëå èíêóáàöèè îõëàæäàëè ìèêðîïðîáèðêó äî êîì-
íàòíîé òåìïåðàòóðû, äàëåå äåéñòâîâàëè ïî ïðîòîêîëó
âûäåëåíèÿ ÄÍÊ èç ëåéêîöèòîâ êðîâè.

Àíàëèç ìåòèëèðîâàíèÿ LINE-1 ìåòîäîì áèñóëüôèò-
íîãî ïèðîñåêâåíèðîâàíèÿ âûïîëíåí íà ïðèáîðå Pyro-
Mark Q24 System (Qiagen, ÑØÀ). Ïîñëå áèñóëüôèòíîé
ìîäèôèêàöèè ÄÍÊ ñ èñïîëüçîâàíèåì íàáîðà EZ DNA
Methylation Kit (Zymo Research, ÑØÀ) ïðîâîäèëàñü àìï-
ëèôèêàöèÿ îäíîé èç öåïåé ÄÍÊ ñ ïðèìåíåíèåì ñïåöè-
ôè÷åñêèõ äëÿ LINE-1 ïðàéìåðîâ (ïðÿìîãî
5’-TTTTGAGTTAGGTGTGGGATATA-3’ è îáðàòíîãî
5’-[Áèîòèí]-CAAAAAATCAAAAAATTCCCTTTCC-3’)
[10]. Äëÿ ýòîãî â 25 ìêë ñìåñè, ñîäåðæàùåé 40—50 íã ìî-
äèôèöèðîâàííîé ÄÍÊ, 0,2 ìêÌ êàæäîãî ïðàéìåðà è
12,5 ìêë ìàñòåð-ìèêñà «ÁèîÌàñòåð HS-Taq ÏÖÐ-Color»
(Áèîëàáìèêñ, Ðîññèÿ), áûëà ïðîâåäåíà ÏÖÐ ïî ïðîãðàì-
ìå: 95°C — 7 ìèí, 45 öèêëîâ (94°C, 56,3°Ñ è 72°C — ïî
30 ñ), 72°Ñ — 5 ìèí. Ïèðîñåêâåíèðîâàíèå ñî ñïåöèôè÷å-
ñêèì ïðàéìåðîì (5’- AGTTAGGTGTGGGATATAGT-3’)
áûëî âûïîëíåíî ïî ïðîòîêîëó ïðîèçâîäèòåëÿ ïðèáîðà
[11]. Óðîâåíü ìåòèëèðîâàíèÿ îòäåëüíûõ CpG-ñàéòîâ,
ïðåäñòàâëÿþùèé ñîáîé äîëþ ìåòèëèðîâàííûõ îñòàòêîâ
öèòîçèíà â äàííûõ ïîçèöèÿõ ãåíîìà, îïðåäåëåí ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì ïðîãðàììû PyroMark Q24 Software 2.0.7
(Qiagen, ÑØÀ).

Ñòàòèñòè÷åñêàÿ îáðàáîòêà ðåçóëüòàòîâ ïðîâåäåíà
â ïðîãðàììíîì ïàêåòå SPSS Statistics 17.0 (IBM, ÑØÀ).
Ñðàâíåíèå óðîâíåé ìåòèëèðîâàíèÿ â ãðóïïàõ èññëåäî-
âàíèÿõ ïðîâîäèëîñü ñ èñïîëüçîâàíèåì êðèòåðèåâ Âèë-
êîêñîíà äëÿ ñâÿçíûõ âûáîðîê è Âèëêîêñîíà—Ìàí-
íà—Óèòíè íà óðîâíå çíà÷èìîñòè 0,05. Ðåçóëüòàòû, ïî-
ëó÷åííûå ïðè ìíîæåñòâåííûõ ñðàâíåíèÿõ äàííûõ, áû-
ëè ñêîððåêòèðîâàíû ïî ìåòîäó Áîíôåððîíè. Äëÿ îöåí-

êè êîððåëÿöèîííûõ îòíîøåíèé ìåæäó êîëè÷åñòâåííû-
ìè ïîêàçàòåëÿìè èñïîëüçîâàëñÿ êîýôôèöèåíò ðàíãîâîé
êîððåëÿöèè Ñïèðìåíà.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Â ðåçóëüòàòå ïðîâåäåííîãî èññëåäîâàíèÿ áûë îöåíåí
óðîâåíü ìåòèëèðîâàíèÿ òð¸õ CpG-ñàéòîâ â 5’-íåòðàíñ-
ëèðóåìîé îáëàñòè ðåòðîòðàíñïîçîíà LINE-1 (L1Hs), ñî-
îòâåòñòâóþùèõ ïîçèöèÿì 318 (CpG1), 321 (CpG2) è 328
(CpG3) â ïîñëåäîâàòåëüíîñòè X58075 áàçû äàííûõ Gen-
Bank. Êðîìå òîãî, áûë ðàññ÷èòàí óñðåäí¸ííûé óðîâåíü
ìåòèëèðîâàíèÿ ïî àíàëèçèðóåìîìó ðåãèîíó ÄÍÊ
(òàáë. 1).

Ìåæäó óðîâíÿìè ìåòèëèðîâàíèÿ òðåõ CpG-ñàéòîâ è
óñðåäí¸ííûì ïî ðåãèîíó çíà÷åíèåì âî âñåõ àíàëèçèðóå-
ìûõ òêàíÿõ íàáëþäàëàñü ñèëüíàÿ ïîëîæèòåëüíàÿ êîððå-
ëÿöèÿ (êîýôôèöèåíò êîððåëÿöèè � âàðüèðîâàë îò 0,85
äî 0,97; p<0,05). Ïðè ñðàâíåíèè ìåòèëèðîâàíèÿ îòäåëü-
íûõ CpG-ñàéòîâ ìåæäó ñîáîé è ñî ñðåäíèì óðîâíåì ìå-
òèëèðîâàíèÿ ïî àíàëèçèðóåìîìó ðåãèîíó LINE-1 çíà-
÷èìûå ðàçëè÷èÿ â ìåòèëèðîâàíèè áûëè ïîëó÷åíû òîëü-
êî äëÿ êðàéíèõ CpG-ñàéòîâ. Â ÷àñòíîñòè, óðîâåíü ìåòè-
ëèðîâàíèÿ CpG3 áûë íèæå ïî ñðàâíåíèþ ñ CpG1 â àòå-
ðîñêëåðîòè÷åñêèõ áëÿøêàõ ñîííûõ àðòåðèé (p = 0,006) è
ëåéêîöèòàõ (p = 0,036) áîëüíûõ, à òàêæå êëåòêàõ êðîâè
îòíîñèòåëüíî çäîðîâûõ èíäèâèäîâ (p = 0,012). Ó÷èòû-
âàÿ ãåòåðîãåííîñòü ìåòèëèðîâàíèÿ ÄÍÊ ïî îòäåëüíûì
CpG-ñàéòàì è ñèëüíóþ êîððåëÿöèþ ìåæäó íèìè â ðÿäó
áèîëîãè÷åñêèõ îáðàçöîâ, óñðåäíåííûé óðîâåíü ìåòèëè-
ðîâàíèÿ LINE-1 ìîæíî èñïîëüçîâàòü â êà÷åñòâå ïîêàçà-
òåëÿ âàðèàáåëüíîñòè ìåæäó ðàçíûìè òêàíÿìè è ñîñòîÿ-
íèÿìè, íî íå äëÿ îðèåíòèðà ïðè îöåíêå àáñîëþòíîé âå-
ëè÷èíû îáùåãî óðîâíÿ ìåòèëèðîâàíèÿ ÄÍÊ.

Ïðè ñîïîñòàâëåíèè óðîâíåé ìåòèëèðîâàíèÿ îòäåëü-
íûõ CpG-ñàéòîâ â èññëåäóåìûõ òêàíÿõ ïàöèåíòîâ ñ êëè-
íè÷åñêè âûðàæåííûì àòåðîñêëåðîçîì âûÿâëåíî ñíèæå-
íèå óðîâíÿ ìåòèëèðîâàíèÿ CpG1 è CpG3 ïî ñðàâíåíèþ
ñ îáðàçöàìè ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè (p<0,001 â îáîèõ
ñëó÷àÿõ; òàáë. 1). Ñðåäíèé ïî ðåãèîíó óðîâåíü ìåòèëè-
ðîâàíèÿ ÄÍÊ áûë òàêæå äîñòîâåðíî íèæå â êëåòêàõ àòå-
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Òàáëèöà 1
Óðîâåíü ìåòèëèðîâàíèÿ LINE-1 (%) â àòåðîñêëåðîòè÷åñêèõ áëÿøêàõ è ëåéêîöèòàõ êðîâè

ïàöèåíòîâ ñ êëèíè÷åñêè âûðàæåííûì àòåðîñêëåðîçîì è çäîðîâûõ èíäèâèäîâ

Ìàòåðèàë èññëåäîâàíèÿ n CpG1 CpG2 CpG3 Óñðåäíåííûé
óðîâåíü

Ëåéêîöèòû çäîðîâûõ èíäèâèäîâ 60 72,3
(65,8—75,6)

64,3
(53,7—76,6)

68,6
(61,1—73,5)

68,2
(60,7—75,7)

Ëåéêîöèòû ïàöèåíòîâ ñ àòåðîñêëåðîçîì 92 68,6
(62,3—73,2)

67,5
(54,7—74,7)

65,9
(57,7—70,7)

66,2
(59,1—72,9)

Àòåðîñêëåðîòè÷åñêèå áëÿøêè ñîííûõ àðòåðèé 92 63,9
(59,4—69,8)

68,2
(48,5—73,4)

61,9
(51,7—66,8)

64,8
(53,5—70,1)

Ïðèìå÷àíèå. Ðåçóëüòàòû ïðåäñòàâëåíû â ôîðìàòå «Me(Q1-Q3)», ãäå Me — ìåäèàíà, Q1-Q3 — ïåðâûé è òðåòèé êâàðòè-
ëè; n — ÷èñëî îáðàçöîâ â ãðóïïå èññëåäîâàíèÿ.



ðîñêëåðîòè÷åñêèõ áëÿøåê ïî ñðàâíåíèþ ñ êëåòêàìè
êðîâè (p<0,001). Âìåñòå ñ òåì, áûëà âûÿâëåíà ñòàòèñòè-
÷åñêè çíà÷èìàÿ êîððåëÿöèîííàÿ çàâèñèìîñòü ìåæäó
óðîâíåì ìåòèëèðîâàíèÿ LINE-1 â àòåðîñêëåðîòè÷åñêèõ
áëÿøêàõ ñîííûõ àðòåðèé è êëåòêàõ êðîâè (� âàðüèðîâàë
îò 0,41 äî 0,66 äëÿ ðàçíûõ CpG-ñàéòîâ; p<0,01). Ñëåäî-
âàòåëüíî, óðîâåíü ìåòèëèðîâàíèÿ ðåòðîòðàíñïîçîíà
LINE-1 â êëåòêàõ êðîâè ïàöèåíòîâ ñ êëèíè÷åñêè âûðà-
æåííûì àòåðîñêëåðîçîì ñîííûõ àðòåðèé èçìåíÿåòñÿ
íàðÿäó ñ èçìåíåíèåì óðîâíÿ ìåòèëèðîâàíèÿ â ïàòîëîãè-
÷åñêîì î÷àãå — àòåðîñêëåðîòè÷åñêîé áëÿøêå. Äàííûé
ðåçóëüòàò íå óäèâèòåëåí, åñëè ó÷èòûâàòü âåäóùóþ ðîëü
õðîíè÷åñêîãî âîñïàëåíèÿ â ðàçâèòèè àòåðîñêëåðîòè÷å-
ñêîé áëÿøêè, âêëþ÷àÿ èíôèëüòðàöèþ èíòèìû àðòåðèè
ìîíîíóêëåàðíûìè ëåéêîöèòàìè.

Ìåòèëèðîâàíèå LINE-1 â êëåòêàõ êðîâè ïàöèåíòîâ
ñ àòåðîñêëåðîçîì ñîííûõ àðòåðèé îòëè÷àëîñü îò òîãî æå
ïîêàçàòåëÿ ó çäîðîâûõ èíäèâèäîâ. Ñòàòèñòè÷åñêè çíà-
÷èìîå ñíèæåíèå óðîâíÿ ìåòèëèðîâàíèÿ áûëî îáíàðóæå-
íî ïî CpG-ñàéòó CpG1 (p = 0,002), òîãäà êàê CpG3 è
óñðåäíåííûé ïî ðåãèîíó óðîâåíü ìåòèëèðîâàíèÿ èìåëè
òåíäåíöèþ ê ãèïîìåòèëèðîâàíèþ â êëåòêàõ êðîâè ïðè
àòåðîñêëåðîçå ñîííûõ àðòåðèé (p = 0,060 è 0,068 ñîîò-
âåòñòâåííî; òàáë. 1). Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñîãëàñóþò-
ñÿ ñ äàííûìè äðóãèõ èññëåäîâàòåëåé, êîòîðûå òàêæå ïî-
êàçàëè ñíèæåíèå óðîâíÿ ìåòèëèðîâàíèÿ ðåòðîòðàíñïî-
çîíà LINE-1 ïðè àòåðîñêëåðîçå è ñâÿçàëè ñ ðèñêîì ðàç-
âèòèÿ åãî îñëîæíåíèé, ïðè÷åì çíà÷èìûå àññîöèàöèè
ñ òàêèìè îñëîæíåíèÿìè àòåðîñêëåðîçà, êàê èíôàðêò
ìèîêàðäà è èíñóëüò, áûëè íàéäåíû òîëüêî ó ìóæ÷èí [7,
8, 12].

Äëÿ îöåíêè ñâÿçè êëèíè÷åñêîé êàðòèíû àòåðîñêëå-
ðîçà ñ îáùèì óðîâíåì ìåòèëèðîâàíèÿ ÄÍÊ áûë ïðîâå-
äåí êîððåëÿöèîííûé àíàëèç ñòàòóñà ìåòèëèðîâàíèÿ
ðåòðîòðàíñïîçîíà LINE-1 â êëåòêàõ ïàöèåíòîâ è çäîðî-
âûõ èíäèâèäîâ ñ êëèíèêî-àíàìíåñòè÷åñêèìè (âîçðàñò,
èíäåêñ ìàññû òåëà, êóðåíèå, èíôàðêò ìèîêàðäà, ýïèçî-
äû îñòðîãî íàðóøåíèÿ ìîçãîâîãî êðîâîîáðàùåíèÿ
â àíàìíåçå) è áèîõèìè÷åñêèìè ïîêàçàòåëÿìè (óðîâåíü
ãëþêîçû, ëèïèäíûé ïðîôèëü). Îáíàðóæåíà ñòàòèñòè÷å-

ñêè çíà÷èìàÿ ñëàáàÿ îòðèöàòåëüíàÿ êîððåëÿöèÿ óðîâíÿ
ìåòèëèðîâàíèÿ LINE-1 â êëåòêàõ êðîâè è àòåðîñêëåðî-
òè÷åñêèõ áëÿøåê ñ èíäåêñîì ìàññû òåëà ïàöèåíòîâ
(ð<0,05; òàáë. 2). Êðîìå òîãî, ó ïàöèåíòîâ îáíàðóæåíà
ñâÿçü ìåòèëèðîâàíèÿ CpG1, à òàêæå óñðåäíåííîãî ïî ðå-
ãèîíó óðîâíÿ ìåòèëèðîâàíèÿ LINE-1 â êëåòêàõ ïîðà-
æåííûõ ñîííûõ àðòåðèé ñ êîýôôèöèåíòîì àòåðîãåííî-
ñòè. Ñâÿçü ìåæäó ìåòèëèðîâàíèåì LINE-1 â êëåòêàõ
êðîâè è ëèïèäíûì ïðîôèëåì, âêëþ÷àþùèì êîýôôèöè-
åíò àòåðîãåííîñòè, áûëà ïîêàçàíà ðàíåå â íåñêîëüêèõ
ðàáîòàõ, îäíàêî íå âûÿâëåíà ïî ðåçóëüòàòàì íàñòîÿùåãî
èññëåäîâàíèÿ [13, 14]. Èíòåðåñíî, ÷òî óñòîé÷èâûå êîð-
ðåëÿöèîííûå îòíîøåíèÿ óðîâíÿ ìåòèëèðîâàíèÿ
LINE-1 ñ èíäåêñîì ìàññû òåëà è êîýôôèöèåíòîì àòåðî-
ãåííîñòè áûëè óñòàíîâëåíû òàêæå ó ôåíîòèïè÷åñêè
çäîðîâûõ èíäèâèäîâ (òàáë. 2). Â äðóãîé ðàáîòå óæå áûëà
îáíàðóæåíà îòðèöàòåëüíàÿ çàâèñèìîñòü ìåæäó ìåòèëè-
ðîâàíèåì LINE-1 è ìàññîé ïîäêîæíîãî æèðà (êîòîðûé
â íåìàëîé ñòåïåíè âíîñèò âêëàä â çíà÷åíèÿ ÈÌÒ)
ó ìóæ÷èí è æåíùèí ìîëîäîãî âîçðàñòà [15]. Òàêèì îá-
ðàçîì, ïî ðåçóëüòàòàì íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ íå âû-
ÿâëåíî óíèêàëüíûõ àññîöèàöèé îáùåãî óðîâíÿ ìåòèëè-
ðîâàíèÿ ÄÍÊ ñ ýíäîôåíîòèïàìè, êîòîðûå áûëè áû õà-
ðàêòåðíû òîëüêî äëÿ ïàöèåíòîâ ñ àòåðîñêëåðîçîì ñîí-
íûõ àðòåðèé, íî ñëåäóåò ó÷èòûâàòü ñóùåñòâóþùóþ êîâà-
ðèàöèþ ìåæäó ìåòèëèðîâàíèåì LINE-1 è êëèíè÷åñêè-
ìè ïîêàçàòåëÿìè, ïðèâåäåííûìè â òàáë. 2.

Â âûáîðêå çäîðîâûõ ëèö íàáëþäàëàñü ñëàáàÿ îòðè-
öàòåëüíàÿ êîððåëÿöèÿ óðîâíÿ ìåòèëèðîâàíèÿ LINE-1
â ëåéêîöèòàõ ñ âîçðàñòîì (òàáë. 2), íî ñðåäè ïàöèåíòîâ
ñ êëèíè÷åñêè âûðàæåííûì àòåðîñêëåðîçîì ïîäîáíîé
çàâèñèìîñòè íå îáíàðóæåíî. Àññîöèàöèÿ ñíèæåíèÿ
óðîâíÿ ìåòèëèðîâàíèÿ LINE-1 ñ âîçðàñòîì áûëà îáíà-
ðóæåíà ðàíåå [9, 16]. Îòñóòñòâèå ñâÿçè îáùåãî óðîâíÿ
ìåòèëèðîâàíèÿ ñ õðîíîëîãè÷åñêèì âîçðàñòîì â âûáîðêå
áîëüíûõ ïî ðåçóëüòàòàì íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ îò÷à-
ñòè ìîæíî îáúÿñíèòü ìåíüøèì ðàçáðîñîì ïî âîçðàñòó
â äàííîé ãðóïïå. Êðîìå òîãî, â èçìåí÷èâîñòü óðîâíÿ ìå-
òèëèðîâàíèÿ LINE-1 ïðè ðàçâèòèè êëèíè÷åñêè âûðà-
æåííîãî àòåðîñêëåðîçà áîëüøèé âêëàä ìîãóò âíîñèòü
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Òàáëèöà 2
Êîððåëÿöèîííûå îòíîøåíèÿ ìåæäó óðîâíåì ìåòèëèðîâàíèÿ LINE-1

è êîëè÷åñòâåííûìè êëèíè÷åñêèìè ïðèçíàêàìè

Ìàòåðèàë èññëåäîâàíèÿ Êëèíè÷åñêèé
ïîêàçàòåëü

CpG1 CpG2 CpG3 Óñðåäíåííûé
óðîâåíü

Ëåéêîöèòû çäîðîâûõ èíäèâèäîâ Âîçðàñò -0,324* -0,445** -0,369** -0,391**

ÈÌÒ -0,393** -0,431** -0,356* -0,421**

ÊÀ -0,293* -0,274* -0,266 -0,299*

Ëåéêîöèòû ïàöèåíòîâ ñ àòåðîñêëåðîçîì ÈÌÒ -0,289** -0,272** -0,263* -0,259*

Àòåðîñêëåðîòè÷åñêèå áëÿøêè ñîííûõ àðòåðèé ÈÌÒ -0,166 -0,255* -0,209* -0,209*

ÊÀ -0,355** -0,259 -0,195 -0,297*

Ïðèìå÷àíèå. ÈÌÒ — èíäåêñ ìàññû òåëà, ÊÀ — êîýôôèöèåíò àòåðîãåííîñòè. Çâåçäî÷êàìè îòìå÷åí óðîâåíü çíà÷èìîñòè
íåðàâåíñòâà êîýôôèöèåíòà êîððåëÿöèè íóëþ: * — p<0,05, ** — p<0,01.



äðóãèå ôàêòîðû ðèñêà äàííîãî çàáîëåâàíèÿ è åãî îñëîæ-
íåíèé (ãåíåòè÷åñêèå, ñðåäîâûå, ðàöèîí ïèòàíèÿ è îáðàç
æèçíè ïàöèåíòà), îïðåäåëÿþùèå èíäèâèäóàëüíûå ôå-
íîòèïû ïàöèåíòîâ [16].

Âûâîäû

Â íàñòîÿùåì èññëåäîâàíèè óñòàíîâëåíà òåíäåíöèÿ
ê ñíèæåíèþ îáùåãî óðîâíÿ ìåòèëèðîâàíèÿ ÄÍÊ, îöå-
íåííîãî ïî ìåòèëèðîâàíèþ ðåòðîòðàíñïîçîíà LINE-1,
â ëåéêîöèòàõ êðîâè ïðè íàëè÷èè êëèíè÷åñêè âûðàæåí-
íîãî àòåðîñêëåðîçà ñîííûõ àðòåðèé. Ïîëó÷åíû íîâûå
ñâåäåíèÿ â îòíîøåíèè îáùåãî óðîâíÿ ìåòèëèðîâàíèÿ
â êëåòêàõ ñîííûõ àðòåðèé, ïîðàæåííûõ àòåðîñêëåðîçîì,
êîòîðûé îêàçàëñÿ íèæå ïî ñðàâíåíèþ ñ ëåéêîöèòàìè
êðîâè òåõ æå ïàöèåíòîâ, íî êîððåëèðîâàë ñ íèì ïðè
îöåíêå ìåæèíäèâèäóàëüíîé âàðèàáåëüíîñòè äàííûõ ïî-
êàçàòåëåé. Îáíàðóæåíà îáðàòíàÿ êîððåëÿöèÿ óðîâíÿ ìå-
òèëèðîâàíèÿ LINE-1 c âîçðàñòîì â ãðóïïå çäîðîâûõ èí-
äèâèäîâ, à ñ èíäåêñîì ìàññû òåëà è êîýôôèöèåíòîì
àòåðîãåííîñòè — ó çäîðîâûõ ëèö è ïàöèåíòîâ ñ àòåðîñê-
ëåðîçîì ñîííûõ àðòåðèé.
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