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Недавно в результате полногеномных исследо�
ваний ассоциаций (GWAS) была установлена
связь однонуклеотидных полиморфных вариан�
тов (SNPs) локуса 9p21.3 с риском развития и
прогрессии синтропных заболеваний “сердечно�
сосудистого континуума”, в том числе тех, в осно�
ве развития которых лежит атеросклеротическое
поражение сосудистой стенки [1–6]. Выявленная
ассоциация была подтверждена в последующих
работах дизайна “случай–контроль” в различных
этнических группах и при мета�анализе данных. 

Механизм, лежащий в ее основе, остается не�
известным. Одним из направлений исследований
является детальная структурно�функциональная
характеристика ближайших картированных ге�
нов, включая ингибиторы циклин�зависимых ки�
наз CDKN2A (кодирует p16INK4a и p14ARF у челове�
ка или p19ARF у мыши) и CDKN2B (кодирует
p15INK4b). Их белковые продукты играют важную
роль в регуляции клеточного цикла и апоптоза. 

Потеря функции локуса INK4b�ARF�INK4a,
связанная с делецией и/или аберрантным мети�
лированием, является частым событием в тканях
опухолей различной локализации. В то же время
работы, посвященные установлению роли инги�
биторов циклин�зависимых киназ при атероскле�
розе, единичны [7]. Нокаут гена Cdkn2a (p19ARF)
связан с увеличением темпов формирования ате�
росклеротических бляшек в определенных регио�
нах аорты на модели заболевания у мыши [8]. Не

исключено, что вариабельность метилирования
данной категории генов может вносить вклад в
предрасположенность к развитию и прогрессии
атеросклеротического поражения артерий у чело�
века.

Таким образом, цель настоящей работы заклю�
чалась в оценке профиля метилирования локуса
INK4b�ARF�INK4a в тканях сонных артерий у
больных атеросклерозом.

Всего в группу обследования вошло 60 русских
мужчин (средний возраст 62.3 ± 6.7 лет). В зави�
симости от степени сосудисто�мозговой недоста�
точности [9] больные распределились следую�
щим образом: I степень – 21 (35%), II степень – 3
(5%), III степень – 19 (31.7%), IV степень – 17
(28.3%) человек. Инсульт или транзиторные ише�
мические атаки головного мозга в анамнезе реги�
стрировались у 21 (35%) индивида. Кроме этого,
все пациенты имели ишемическую болезнь серд�
ца и артериальную гипертензию, а у 26 (43.3%) из
них диагностирована хроническая ишемия ниж�
них конечностей. Гиперхолестеринемия в ана�
мнезе была у 53 индивидов, что составило 88.3%.
Сахарный диабет 2�го типа выявлен у 15 (25%)
больных. 

Биоптаты тканей получены в результате эн�
дартерэктомии из сонных артерий. У каждого
больного взяты образцы из двух областей сосуди�
стой стенки: атеросклеротическая бляшка и пред�
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лежащая макроскопически неизмененная ткань.
Биологический материал был заморожен в жид�
ком азоте и хранился при температуре –80°С
вплоть до исследования.

Геномная ДНК выделена из тканей сосудистой
стенки после стандартной обработки протеина�
зой К в течение ночи при 37°С и экстракцией фе�
нол/хлороформом. 

Анализ профиля метилирования широкого
спектра генов, включая локус INK4b�ARF�INK4a,
осуществлялся с помощью метилочипа “Infinium
HumanMethylation27 BeadChip” (“Illumina”,
США). Для тестирования были выбраны образцы
ДНК, выделенные из области атеросклеротиче�
ских бляшек (n = 6) и предлежащей макроскопи�
чески неизмененной стенки сонных артерий
(n = 2). При проведении исследования с исполь�
зованием метилочипа получены средние значе�
ния индекса метилирования (β) широкого спек�
тра генов, в том числе 19 CpG�сайтов, входящих в
четыре CpG�островка локуса INK4b�ARF�INK4a.
Анализ выполнен согласно протоколу произво�
дителя [10].

Подтверждающее тестирование статуса мети�
лирования в области промоторов и первых экзо�
нов анализируемых генов проводилось с помо�
щью методов метилспецифической и метилчув�
ствительной ПЦР. Объем выборки составил
120 образцов ДНК, выделенных из тканей атеро�
склеротической бляшки и предлежащей макро�
скопически неизмененной стенки сонной арте�
рии. В ходе метилчувствительной ПЦР оценивал�
ся статус метилирования ДНК в области
промоторов и первых экзонов генов CDKN2A
(p16INK4a и p14ARF) и CDKN2B (p15INK4b). Для этого
геномную ДНК, предварительно обработанную
рестриктазой HpaII (“Fermentas”, Литва), подвер�
гали амплификации с использованием соответ�
ствующих праймеров [11–14]. Кроме того, CpG�
сайты в области первых экзонов генов CDKN2A

(p16INK4a и p14ARF) и CDKN2B (p15INK4b) проанали�
зированы с помощью метилспецифической ПЦР.
Бисульфитная обработка ДНК проводилась с ис�
пользованием набора “EZ DNA MethylationTM

Kit” (“Zymo Research”, США) по протоколу про�
изводителя. Структура праймеров, которые при�
менялись для амплификации модифицирован�
ной ДНК, заимствована из данных литературы
[15, 16]. 

Таким образом, в настоящем исследовании в
тканях сонных артерий больных атеросклерозом
была проведена оценка профиля метилирования
локуса INK4b�ARF�INK4a с помощью трех раз�
личных методик: метилочип, метилспецифиче�
ская и метилчувствительная ПЦР (рисунок).

Согласно данным метилочипа, в тканях сон�
ных артерий выявлено гипометилирование девя�
ти CpG�сайтов двух CpG�островков (9:21958106�
21958899 и 9:21983444�21986348) гена CDKN2A
(p16INK4a и p14ARF) и четырех CpG�сайтов одного
CpG�островка (9:21998555�21999615) гена
CDKN2B (p15INK4b). В то же время относительно
высокие значения среднего индекса метилирова�
ния регистрировались для шести CpG�сайтов од�
ного CpG�островка (9:21995095�21996291) гена
CDKN2B (p15INK4b) как в образцах тканей из обла�
сти атеросклеротических бляшек, так и в предле�
жащей макроскопически неизмененной стенке
(таблица).

Результаты количественного анализа были
подтверждены при тестировании статуса метили�
рования генов CDKN2A (p14ARF) и CDKN2B
(p15INK4b) в большей по размеру выборке больных
с использованием метилспецифической и метил�
чувствительной ПЦР. Во всех образцах показано
отсутствие аберрантного метилирования CpG�
сайтов промоторов и первых экзонов генов.

Поскольку существует зависимость между
плотностью метилирования CpG�островков про�
моторных регионов генов и их функциональной

Структура локуса INK4b�ARF�INK4a. Визуализация CpG�островков проводилась с помощью программы “CpG Island
Finder” [http://dbcat.cgm.ntu.edu.tw/]. Критерии идентификации CpG�островков: наблюдаемое/ожидаемое отноше�
ние CpG больше 60%, минимальная протяженность 200 пн. 

CpG�островок

Ген CDKN2B
E1 E2

CDKN2A

метилспецифическая ПЦР
метилчувствительная ПЦР
метилочип (гипометилированное

E3E2E1αE1β

метилочип  (гиперметилированное
состояние)

состояние)
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активностью, полученные результаты согласуют�
ся с данными литературы в отношении экспрес�
сии. В частности, Holdt et al. [17] показали, что ге�
ны CDKN2A (p16INK4a и p14ARF) и CDKN2B
(p15INK4b) активно экспрессируются в области
атеросклеротических бляшек и морфологически
неизмененной стенке коронарных артерий.

Образцы тканей, полученные в результате эн�
дартерэктомии из сонных артерий, имеют опре�
деленное преимущество для исследования. Дан�
ное оперативное вмешательство предполагает
удаление интимы и внутренней части медиально�
го слоя сосуда, т.е. всех основных клеток, которые
вовлекаются в патологический процесс. С другой

стороны, следует отметить, что артерии как в пре�
делах одного, так и разных бассейнов сосудистого
русла существенно различаются в подверженно�
сти к атеросклеротическому процессу. В связи с
этим для дальнейших исследований необходимо
расширить спектр тестируемых тканей. Напри�
мер, это могут быть образцы коронарных арте�
рий, аорты. Актуальным для решения в рамках
продолжения работ представляется вопрос, свя�
занный с высокой межклеточной гетерогенно�
стью тканей сосудистой стенки.

В настоящей работе исследован один из эпиге�
нетических феноменов – метилирование ДНК. Из�
вестно, что локус 9p21.3 содержит последователь�

Средний индекс метилирования отдельных CpG�сайтов генов CDKN2A (p16INK4a и p14ARF) и CDKN2B (p15INK4b)
в тканях сонных артерий у больных атеросклерозом

Ген CpG�островок*/локализация в гене CpG'�сайт*

Средний индекс метилирования (β) 

макроскопически 
неизмененная 

сосудистая стенка

область 
атеросклероти�
ческих бляшек

CDKN2B
(p15INK4b)

9:21998555�21999615/промотор, экзон E1

cg01716061 0.07 0.04

cg02400248 0.01 0.04

cg19133618 0.04 0.01

cg19764407 0.04 0.07

9:21995095�21996291/экзон E2

cg06421800 0.58 0.62

cg10210238 0.50 0.57

cg18979223 0.65 0.71

cg08390209 0.57 0.66

cg04675937 0.61 0.69

cg19481686 0.57 0.66

CDKN2A
(p14ARF) 9:21983444�21986348/промотор, экзон E1β

cg00718440 0.03 0.02

cg26673943 0.07 0.05

cg03079681 0.05 0.04

cg13479669 0.16 0.14

CDKN2A
(p16INK4a)

9:21958106�21958899/экзон E3

cg10895543 0.08 0.12

cg07752420 0.12 0.18

cg09099744 0.07 0.11

cg12840719 0.14 0.14

cg11653709 0.18 0.21

* Локализация CpG�островка и CpG�сайта указана согласно аннотации производителя метилочипа.
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ность длинной некодирующей РНК (ANRIL). В ря�
де работ были установлены различия в экспрессии
некоторых транскриптов ANRIL в тканях сосуди�
стой стенки и клетках периферической крови в за�
висимости от генотипа больных. Не исключено, что
ANRIL регулирует функциональную активность ге�
нов локуса 9p21.3 через взаимодействие с комплек�
сами белков группы Polycomb [5].

Экспериментальные работы, посвященные
изучению эпигенетической вариабельности при
атеросклерозе у человека in vivo, единичны [18]. В
тканях сосудистой стенки больных оценивался
статус метилирования лишь ограниченного спек�
тра генов�кандидатов. Это гены 15�липоксигена�
зы (ALOX15), рецепторов эстрогена (ESR1 и
ESR2), транспортера 3 монокарбоксилата (MCT3)
и ингибитора 2 метаболического пути тканевого
фактора (TFPI2). В рамках настоящего исследо�
вания осуществлен анализ профиля метилирова�
ния генов CDKN2A (p16INK4a и p14ARF) и CDKN2B
(p15INK4b). Однако предположение о роли нару�
шения метилирования ДНК в данном локусе при
атеросклеротическом поражении сонных арте�
рий у человека не нашло подтверждения. Воз�
можно, что увеличение спектра генов, в том числе
кодирующих белки клеточного цикла, позволит
получить принципиально новую информацию о
механизмах формирования подверженности к
атеросклерозу.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Российского фонда фундаментальных исследова�
ний (грант № 10�04�00674) и гранта ФЦП “Науч�
ные и научно�педагогические кадры инноваци�
онной России” на 2009–2013 годы для проведе�
ния научных исследований коллективами НОЦ
по теме “Феномен парадоминантного наследова�
ния в этиологии многофакторных заболеваний
человека” (соглашение № 8062).
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Methylation Profile of INK4B�ARF�INK4A Locus in Atherosclerosis

M. S. Nazarenkoa, c, A. V. Markova, I. N. Lebedeva, c, A. A. Sleptsova, Yu. A. Korolevaa, A. V. Frolovb, 
O. L. Barbarashb, L. S. Barbarashb, and V. P. Puzireva, c

a Research Institute of Medical Genetics, Siberian Branch of Russian Academy of Medical Sciences, Tomsk, 634050 Russia
e�mail: maria.nazarenko@medgenetics.ru

b Research Institute for Complex Issues of Cardiovascular Diseases, Siberian Branch,
Russian Academy of Medical Sciences, Kemerovo, 650002 Russia

c Siberian State Medical University, Tomsk, 634050 Russia

Single�nucleotide polymorphisms (SNPs) in the 9p21.3 locus have recently been demonstrated to be strongly
associated with the risk of developing human atherosclerotic lesions. However, the pathophysiology of this
locus is insufficiently studied. Here, the methylation profile of the nearest mapped genes for cyclin�depen�
dent kinase inhibitors CDKN2A (p16INK4a, p14ARF) and CDKN2B (p15INK4b) in the tissues of the carotid ar�
tery in patients with atherosclerosis was evaluated for the first time. Aberrant DNA methylation of the ana�
lyzed loci was not established in either the atherosclerotic plaques and in the tissues from the macroscopically
unchanged previa vascular wall in the same patients.
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