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Введение. Атеросклероз и связан-
ные с ним случаи ишемии головного 
мозга остаются главной причиной за-
болеваемости и смертности во всём 
мире, включая Россию. В последние 
годы понимание молекулярных меха-
низмов патогенеза этих заболеваний 
достигло значительного прогресса.

В настоящее время самым надеж-
ным генетическим маркером атеро-

склеротических сосудистых заболе-
ваний считается локус 9p21 [9]. SNP, 
ассоциированные с этими заболевани-
ями, расположены в непосредственной 
близости от генов CDKN2A (кодирует 
ингибитор циклин-зависимой киназы 
p16INK4a и его транскрипционные ва-
рианты при изменении рамки считыва-
ния – p14ARF у человека и p19ARF у 
мыши) и CDKN2B (кодирует ингибитор 
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Проведен анализ статуса метилирования промоторов и первых экзонов генов CDKN2A (p16INK4a, p14ARF), CDKN2B (p15INK4b) и 
RB1 в 120 образцах сонных артерий с применением двух различных технологий: метилчувствительной полимеразной цепной реакции 
(МЧ-ПЦР) и метилспецифичной ПЦР (МС-ПЦР). Метилирование ДНК не было выявлено в выраженных атеросклеротических бляшках или 
прилежащих макроскопически неизменённых тканях сосудистой стенки тех же самых больных. Установлено, что статус метилирования 
генов CDKN2A, CDKN2B и RB1 не может быть использован в качестве маркера атеросклероза в сонных артериях человека.
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циклин-зависимой киназы p15INK4b). 
Белковые продукты этих генов вовле-
чены в регуляцию клеточного цикла 
и апоптоз. Делеции и аберрантное 
метилирование ДНК в локусе INK4b-
ARF-INK4a часто наблюдаются при 
опухолях. Последние исследования 
на модельных животных показали, что 
потеря белков, связанных с контролем 
клеточного цикла, таких как p19ARF и 
Rb, обусловливает прогрессию атеро-
склеротического поражения, которое 
совпадает с изменением клеточного 
состава [10,13].

Кроме того, аберрантная эпигене-
тическая регуляция локуса 9р21 пос-
редством антисмысловой некодиру-
ющей РНК, названной ANRIL, также 
способствует развитию атеросклероза 
[9]. Вполне возможно, что этот меха-
низм функционирует не изолированно, 
а в тесной связи с другими эпигенети-
ческими модификациями, такими как 
метилирование ДНК. Аберрантное ме-
тилирование промоторов приводит к 
транскрипционной инактивации генов, 
вовлечённых в клеточный цикл регу-
ляторным p15INK4b-p16INK4a-циклин 
D/CDK4-RB1-опосредованным путём 
(RB1-путём) в злокачественных опу-
холях человека. В то же время статус 
метилирования этих генов при атерос-
клерозе не был исследован ранее.

Цель исследования: оценить статус 
метилирования промоторов и первых 
экзонов генов CDKN2A (p16INK4a, 
p14ARF), CDKN2B (p15INK4b) и RB1 в 
образцах сонных артерий у пациентов 
с атеросклерозом.

Материалы и методы. В группу 
обследования включено 60 мужчин 
(средний возраст 62,3±6,7 лет) с диа-
гнозом стеноза >70% сонной артерии 
(критерий NASCET), отобранных для 
хирургического лечения тяжёлого сте-
ноза сонной артерии в ФГБУ «НИИ 
комплексных проблем сердечно-сосу-
дистых заболеваний». Ишемические 
инсульты головного мозга были заре-
гистрированы в анамнезе у 21 пациен-
та (35%). У всех пациентов были обна-
ружены ишемическая болезнь сердца 
и артериальная гипертензия. У 26 муж-
чин (43,3%) наблюдался атеросклероз 
периферических артерий, 53 пациента 
(88,3%) имели гиперлипидемию. Са-
харный диабет 2 типа выявлен у 50% 
больных. На момент операции были 
зарегистрированы факторы риска сер-
дечно-сосудистых заболеваний и ис-
тории болезни. Данное исследование 
одобрено местным этическим комите-
том, и от всех пациентов было полу-
чено письменное информированное 

согласие.
Образцы сосудов были получены 

из выраженных атеросклеротических 
бляшек и прилежащей макроскопичес-
ки неизменённой ткани у одних и тех 
же пациентов. Сразу же после эндар-
терэктомии образцы были осмотрены, 
тщательно очищены от масс кальци-
фикации, отложений липидов, тромбов 
и отмыты в стерильном физиологичес-
ком растворе. Все образцы, содержа-
щие интиму и внутреннюю мышечную 
оболочку, замораживались в жидком 
азоте и хранились при температуре 
-80ºC до проведения молекулярного 
анализа.

Геномная ДНК выделена при помо-
щи стандартной обработки протеина-
зой К и последующей экстракции фе-
нол/хлороформным методом.

Статус метилирования промоторов 
генов CDKN2A (p16INK4a, p14ARF) и 
RB1 был определён методом метил-
чувствительной полимеразной цепной 
реакции (МЧ-ПЦР) [1]. Перед прове-
дением ПЦР образцы геномной ДНК 
были обработаны рестриктазой HpaII 
(Fermentas, Литва). Фрагмент промо-
тора CDKN2A (p16INK4a) размером 
351 п.о. содержит 4 сайта рестрикции 
HpaII, фрагмент промотора CDKN2A 
(p14ARF) размером 283 п.о. содержит 
6 сайтов рестрикции HpaII и фрагмент 
промотора RB1 размером 239 п.о. 
содержит 4 сайта рестрикции HpaII, 
амплифицируемых в ПЦР. В качестве 
внутреннего ПЦР-контроля были ис-
пользованы фрагмен-
ты экзона 8 EXT2 (253 
п.о.) и микросателлит 
D9S145 (144 п.о.).

В дополнение к МЧ-
ПЦР для анализа ста-
туса метилирования 
экзона 1 генов CDKN2A 
(p16INK4a, p14ARF) и 
CDKN2B (p15INK4b) 
был использован другой 
подход – метил-специ-
фичная ПЦР (МС-ПЦР). 
Первоначально прово-
дилась бисульфитная 
обработка ДНК с ис-
пользованием набора 
«EZ DNA Methylation™ 
Kit» («Zymo Research», 
США). Модифициро-
ванная бисульфитом 
ДНК амплифицирова-
лась в ПЦР с двумя 
наборами праймеров, 
специфичных для ме-
тилированной после-
довательности ДНК и 

двумя наборами праймеров, специ-
фичных для неметилированной после-
довательности, как описано в работах 
Herman с соавт. (1996) [12] и Amatya 
с соавт. (2004) [2]. В общей сложнос-
ти с помощью МС-ПЦР было изучено 
23 CpG-динуклеотида в экзоне 1 ге-
нов CDKN2A (p16INK4a, p14ARF) и 
CDKN2B (p15INK4b).

Результаты и обсуждение. Мети-
лирование CDKN2A, CDKN2B и RB1 
было проанализировано в 120 образ-
цах сонных артерий пациентов, боль-
ных атеросклерозом, двумя различ-
ными методами: МЧ-ПЦР и МС-ПЦР. 
В обработанных HpaII образцах ДНК 
из атеросклеротических бляшек (AP) 
и макроскопически неизменённой тка-
ни (IT) сонных артерий продуктов ПЦР 
не наблюдалось (рис.1). В экспери-
менте с использованием МС-ПЦР для 
всех образцов определялось наличие 
только неметилированных аллелей 
(рис.2).

Атеросклероз является распростра- 
нённым заболеванием, в патогенезе 
которого важную роль играет клеточ-
ная пролиферация. Этот биологичес-
кий процесс лежит в основе прогрессии 
поражения на всех этапах: от отложе-
ния липидов до осложнений атеро-
склеротической бляшки [4]. Уникаль-
ная роль генов CDKN2A (p16INK4a, 
p14ARF), CDKN2B (p15INK4b) и RB1 
в клеточной пролиферации позволяет 
предположить их возможную роль и в 
атерогенезе.

Рис. 1. Анализ МЧ-ПЦР метилирования промотора генов 
CDKN2A (p16INK4a – a, p14ARF – b) и RB1 (c) в атеросклеро-
тической бляшке (AP) и макроскопически неизменённой тка-
ни (IT) сонных артерий пациентов, больных атеросклерозом. 
Показана метилчувствительная рестриктаза (HpaII), исполь-
зованная для МЧ-ПЦР; необработанная ДНК (Control) взята 
в качестве положительного контроля; фрагменты экзона 8 
EXT2 и D9S145 использованы как внутренний контроль ПЦР
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Многочисленные исследования 
подчёркивают важность изменений 
состояния метилирования ДНК при 
атеросклерозе [3, 6]. Тем не менее на 
сегодняшний день лишь некоторые ис-
следования сообщили об изменениях 
метилирования ДНК в сосудистых тка-
нях пациентов с атеросклерозом, ис-
пользуя подход «кандидатных генов» 
[5,7,11,14,15] и полногеномный анализ 
на основе микрочипов [8].

Основным результатом данного 
исследования является то, что про-
моторы и/или первые экзоны генов 
CDKN2A (p16INK4a, p14ARF), CDKN2B 
(p15INK4b) и RB1 в атеросклеротичес-
ких бляшках и близлежащих макроско-
пически неизменённых тканях сонных 
артерий у одних и тех же пациентов 
являются неметилированными.

Метилирование ДНК в пределах 
промоторов генов позволяет предполо-
жить наличие его наибольшего функци-
онального отношения к контролю экс-
прессии генов. Результат нашей работы 
согласуется с данными других авторов, 
показавших, что CDKN2A (p16INK4a, 

p14ARF) и CDKN2B 
(p15INK4b) экспрес-
сируются в гладко-
мышечных клетках 
атеросклеротичес-
ких бляшек сонных 
артерий и в нор-
мальном состоянии 
артерий человека 
[9].

Данное исследо-
вание имеет неко-
торые ограничения. 
На профиль ме-
тилирования ДНК 
может оказывать 
влияние различное 
соотношение типов 
клеток, входящих в 
состав сосудистой 
стенки в разных 
артериальных бас-
сейнах, что не было 
охарактеризовано в 
настоящем исследо-
вании. Информацию 
о метилировании 
ДНК, специфичную 
для разных типов 
клеток, могла бы 
предоставить ла-
зерная микродис-
секция в сочетании 
с соответствующим 
к ол и ч е с т ве н н ы м 
методом (например, 
пиросеквенирова-
ние).

Заключение. Исследование па-
циентов с выраженным атеросклеро-
зом сонных артерий свидетельствует, 
что статус метилирования CDKN2A, 
CDKN2B и RB1, скорее всего, не яв-
ляется важным фактором, определя-
ющим развитие атеросклероза сонных 
артерий у человека.
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Рис. 2. Анализ МС-ПЦР метилирования 1 экзона генов CDKN2A 
(p16INK4a – a, p14ARF – b) и CDKN2B (p15INK4b – c) в атеро-
склеротической бляшке (AP) и макроскопически неизменённой 
ткани (IT) сонных артерий пациентов, больных атеросклерозом. 
ДНК, обработанная бисульфитом (bis), амплифицирована со 
специфичными праймерами, соответствующими метилирован-
ному (M) и неметилированному (U) состоянию интересующего 
локуса

          pUC19/Mspl                IT/bis                           AP/bis
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