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ВВЕДЕНИЕ

Атеросклероз и  аневризма аорты длительное 
время протекают бессимптомно и являются отно-
сительно частыми патологическими состояниями, 
которые приводят к жизнеугрожающим и инвали-
дизирующим осложнениям. Коморбидность ате-
росклероза и аневризмы грудной аорты варьирует 
в широких пределах. Обе патологии имеют одни 
и те же факторы риска (артериальная гипертензия, 
курение, мужской пол, возраст), а также некоторые 
патогенетические механизмы. Атеросклероз счита-
ется одной из причин возникновения аневризмы 
и расслоения аорты, однако данные, поддержива-
ющие это предположение, противоречивы.

С  одной стороны, атеросклеротическое пора-
жение грудной аорты нередко возникает при муль-
тифокальном атеросклерозе, и 87.6% пациентов 

с атеросклерозом аорты имеют атеросклеротиче-
ское поражение других сосудов, а степень атеро-
склероза аорты коррелирует с количеством пора-
женных сосудов при ишемической болезни сердца 
(ИБС) [1]. С другой стороны, получены некоторые 
свидетельства в пользу гипотезы о существовании 
обратной коморбидности между аневризмой вос-
ходящего отдела аорты и атеросклерозом сосудов 
других бассейнов, поскольку пациенты с аневриз-
мой восходящего отдела аорты имеют более низ-
кие общие показатели толщины комплекса инти-
ма-медиа сонных артерий [2] и характеризуются 
более низкими значениями кальцификации коро-
нарных артерий по сравнению c лицами без сер-
дечно-сосудистых заболеваний независимо от дру-
гих факторов риска атеросклероза [3]. Более того, 
у пациентов с аневризмой грудной аорты реже ре-
гистрировались такие клинические осложнения 
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Атеросклероз и аневризма аорты – относительно частые патологические состояния, которые дли-
тельное время протекают бессимптомно и приводят к жизнеугрожающим и инвалидизирующим ос-
ложнениям. Представлены результаты анализа метилирования ДНК в различных участках восходя-
щей аорты (дилатированном, в нерасширенной области и в атеросклеротической бляшке) у пациен-
тов с аневризмой аорты. Метилирование ДНК определяли методом бисульфитного секвенирования 
ограниченных наборов геномных локусов (RRBS). Выявлены различия в уровне метилирования двух 
CpG-сайтов гена NR2F1-AS1 (|Δβ| ≥ 0.2 и FDR < 0.05) в дилатированной и нормальной ткани аорты. 
В образцах атеросклеротических бляшек и тканях дилатированной/нормальной аорты обнаружено 
586/480 дифференциально метилированных CpG-сайтов: в атеросклеротических бляшках гиперме-
тилированы 323/234 и гипометилированы 263/246 CpG-сайтов. Дифференциально метилированные 
CpG-сайты локализованы в основном в интронах и межгенных регионах, 88.2% – в сайтах связы-
вания факторов транскрипции, среди которых ZNf263, ZFP148, PATZ1, NRF1, TCF12, EGR1 свя-
заны с патогенезом атеросклероза различных артерий, а ELK1, ETS1, KLF15 – с аневризмой аорты. 
Шестнадцать дифференциально метилированных CpG-сайтов локализованы в области генов CMIP, 
RPH3AL, XRCC1, GATA5, EXD3, KCNC2, HIVEP3, ADCY9, CDCP2, FOLR1, WT1, MGMT, GAS2, CA1, 
PRSS16, ANK3, белковые продукты которых вовлечены в развитие как расслоения аорты, так и атеро-
склероза сосудов различных бассейнов. Белковые продукты этих генов участвуют в различных биоло-
гических процессах, в том числе в развитии мезенхимы (GO:0060485, FOLR1, WT1, GATA5, HIVEP3, 
KCNC2) и регуляции метаболизма ДНК (GO:0051054, MGMT, WT1, XRCC1).
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атеросклероза коронарных артерий, как ИБС и ин-
фаркт миокарда [4].

Несиндромальные спорадические случаи анев-
ризмы и расслоения грудной аорты и атеросклеро-
тическое поражение артерий различных бассейнов 
сопровождаются разнообразными структурными 
изменениями генома лейкоцитов и клеток сосудов 
[5–8]. Около 10% пациентов с ранним спорадиче-
ским расслоением грудной аорты имеют патоген-
ные варианты генов наследственных форм анев-
ризмы, а у 28% пациентов зарегистрированы ге-
нетические варианты с неизвестной клинической 
значимостью [9]. Однако в большинстве случаев 
при аневризме грудной аорты, как и  при атеро-
склеротических поражениях артерий, не выявлено 
специфичных генетических вариантов, которые 
можно рассматривать как потенциальные маркеры 
заболевания. Одним из перспективных направле-
ний поиска молекулярных маркеров данных пато-
логий считается изучение эпигенетического про-
филя клеток аорты в  регионах, различающихся 
степенью дилатации/расслоения, и сосудов других 
бассейнов при их атеросклеротическом поражении.

К настоящему времени показано, что уровень 
и  рисунок метилирования ДНК в  пораженных 
атеросклерозом сосудах отличается от этих пара-
метров в нормальных тканях артерий [10, 11]. Эпи-
генетическим механизмам атерогенеза посвящены 
многочисленные исследования, тогда как особен-
ности метилирования ДНК в  тканях аорты при 
аневризме и  расслоении ее восходящего отдела 
описаны в единичных работах. Установлены раз-
личия в  профиле метилирования ДНК в  тканях 
аорты пациентов с аневризмой аорты с различным 
строением аортального клапана, а также в тканях 
аорты с расслоением и дилатацией [12, 13]. Наи-
более существенные различия выявлены в уровне 
метилирования гена PTPN22, белковый продукт 
которого вовлечен в сигнальный путь рецептора 
T-клеток.

Chen Y. и соавт. сравнили метилирование ДНК 
в  тканях грудной аорты (расслоение/интактная 
ткань) и выявили 589 дифференциально метили-
рованных CpG-сайтов (ДМС) в генах сигнальных 
путей MAPK (митоген-активируемые протеинки-
назы), TNF (фактор некроза опухолей), в  генах, 
связанных с апоптозом, ангиогенезом, развитием 
сердца, ключевыми из которых являются гены FAS, 
ANGPT2, DUSP6, FARP1 и CARD6 [14].

Анализ метилирования ДНК эндотелиальных 
клеток у пациентов с дилатацией аорты и двуствор-
чатым аортальным клапаном выявил 681 кластер 
ДМС; при этом максимально различались уров-
ни метилирования генов, продукты которых уча-
ствуют в эпителиально-мезенхимальном переходе 
и процессах развития [15].

Описаны попытки идентификации биомар-
керов аортопатий, основанные на определении 

специфичных для аорты паттернов метилирования 
внеклеточной ДНК, циркулирующей в сыворотке 
крови [16, 17]. Однако существенным ограничени-
ем этого подхода является низкая специфичность, 
обусловленная малым количеством метиломов 
аорты, полученных от пациентов и здоровых ин-
дивидов. К настоящему времени в доступной нам 
научной литературе нет работ, в которых анализи-
руется профиль метилирования ДНК у пациентов 
с  аневризмой аорты как в  изолированной фор-
ме, так и в сочетании с ее атеросклеротическим 
поражением.

Таким образом, в настоящем исследовании изу-
чен специфический профиль метилирования ДНК 
в различных участках восходящей аорты при ко-
морбидности аневризмы и атеросклероза аорты.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

В исследование включены пациенты с несин-
дромальными спорадическими формами анев-
ризмы восходящей аорты. Всем пациентам про-
ведено открытое хирургическое лечение в НИИ 
кардиологии г. Томска в период 2020–2023 гг. Ин-
траоперационно проведено взятие биоптатов, со-
ответствующих трем зонам восходящей аорты 
(дилатированная часть аорты в  зоне максималь-
ного расширения; нерасширенный фрагмент из 
проксимальной части дуги аорты; атеросклероти-
ческая бляшка, локализованная в  дилатирован-
ной части аорты). Биоптаты помещали в RNAlater 
(“Termo Fisher Scientific”, США) и хранили при 
температуре –80°C

Критериями включения пациентов в исследова-
ние были расширение восходящей аорты > 5.5 см 
без сочетанного поражения аортального клапана, 
расширение восходящей аорты > 4.5 см при выра-
женном стенозе аортального клапана или его недо-
статочности (2+ степень). Из исследования исклю-
чены пациенты с расслоением аорты, с ложными 
аневризмами аорты, а также пациенты, требующие 
повторных вмешательств на проксимальных отде-
лах грудной аорты.

Уровень метилирования ДНК определен у ше-
сти пациентов с аневризмой аорты: у четырех из 
них в  трех участках восходящей аорты (дилати-
рованная часть, нерасширенная проксимальная 
часть дуги (нормальная ткань), атеросклеротиче-
ская бляшка, локализованная в дилатированной 
части); у двух пациентов в дилатированной части 
и нерасширенной проксимальной части дуги (нор-
мальная ткань). Группа обследованных включала 
мужчин (возраст 48–64 г.) с аортальным клапаном 
нормального строения. У всех пациентов наблю-
далась артериальная гипертензия, у трех – стено-
кардия, у четырех – ожирение, у одного пациента 
был сахарный диабет второго типа. Атеросклероз 
коронарных или сонных артерий (степень стеноза 
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больше 60%) выявлен у трех, в доклинической ста-
дии (30%) – у двух пациентов. Атеросклеротиче-
ские бляшки восходящей аорты находились на раз-
ных стадиях развития: стадия “липидных полос” 
(один пациент) и стадия фиброзных бляшек (три 
пациента).

Метилирование ДНК определяли с помощью 
бисульфитного секвенирования ограниченных на-
боров геномных локусов (RRBS). ДНК (100 мкг/ 
образец) расщепляли рестриктазой MspI (“Сибэн-
зим”, Россия). Репарацию концов и поли(A)-по-
следовательностей фрагментов осуществляли с ис-
пользованием набора для подготовки библиотеки 
ДНК NEBNext Ultra для Illumina с последующим 
лигированием метилированных адаптеров (IDT) 
и очисткой продукта. Далее проводили отбор фраг-
ментов по размеру (150–500 п. н.) при помощи маг-
нитных шариков (Agencourt AMPure XP, “Beckman 
Coulter”, США). Лигированную с адаптером и очи-
щенную ДНК обрабатывали бисульфитом натрия 
(D5001 EZ DNA Methylation Kit) и амплифициро-
вали с помощью ПЦР (NEBNext Q5U Master Mix, 

“NEB”, США) с использованием универсальных 
и индексных праймеров (NEBNext Multiplex Oligos 
для Illumina). Продукт ПЦР очищали на магнит-
ных шариках (Agencourt AMPure XP). После кон-
троля качества (Bioanalyzer 2100, “Agilent”) библи-
отеку RRBS секвенировали на приборе Illumina 
HiSeq1500 (2 × 150 п. н.).

Результаты RRBS-секвенирования обрабатыва-
ли с помощью DRAGEN Bio-IT v.3.9.5 (“Illumina”) 
и сопоставляли с нуклеотидными последователь-
ностями генома человека (сборка GRCh38). Для 
оценки качества использовали программу MultiQC 
v.1.11. На один образец приходилось 51.9 [47.45; 
63.6] млн прочтений. Дифференциальное мети-
лирование ДНК анализировали с использованием 
пакетов methylKit (версия 1.26.0) и limma (версия 
3.56.2). Минимальное покрытие – ×10. Для анали-
за сохраняли позиции, представленные минимум 
в двух образцах каждой группы. Дифференциально 
метилированными считали CpG-сайты с разницей 
среднего уровня метилирования между группами 
образцов |Δβ| ≥ 0.2 и FDR < 0.05. Аннотацию ре-
гуляторных элементов транскрипционных факто-
ров (ТФ) и CpG-островков проводили в браузере 
UCSC (https://genome.ucsc.edu/), а биологических 
процессов и функций белковых продуктов диффе-
ренциально метилированных генов (ДМГ) – в бра-
узере UniProt (https://www.uniprot.org/).

Анализ обогащения метаболических путей 
и биологических процессов, в которых задейство-
ваны белковые продукты ДМГ, выполнен в браузе-
ре Metascape (https://metascape.org/gp) с использо-
ванием следующих источников онтологий: KEGG 
Pathway, GO Biological Processes, Reactome Gene 
Sets, Canonical Pathways, CORUM, WikiPathways 
и PANTHER Pathway. Для проведения обогащения 

использовали все гены, значимыми считали ре-
зультаты при p < 0.01. Построение функциональ-
ных сетей белковых продуктов ДМГ выполнено 
в браузере STRING (https://string-db.org/).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В  каждом из включенных в  анализ образцов 
проанализировано 2322700 CpG-сайтов. Диффе-
ренциальное метилирование оценено путем по-
парного сравнения уровня метилирования каждого 
СрG-сайта в образцах (группах) тканей восходящей 
аорты (атеросклеротическая бляшка аорты/анев-
ризма аорты (АБ/АА); аневризма аорты/нормаль-
ная ткань аорты (АА/НA); атеросклеротическая 
бляшка аорты/нормальная ткань аорты (АБ/НА)).

Сравнение групп АА и  НА выявило 17 ДМС 
с разницей в уровне метилирования Δβ от 0.03 до 
0.42. После установки фильтра |Δβ| ≥ 0.2 остают-
ся два ДМС (chr5:93573113 и chr5:93573147, сборка 
GRCh38), локализованных в интронах гена длин-
ной некодирующей РНК (днРНК) NR2F1-AS1 
в пределах CpG-островка (chr5:93570534–93573169). 
Оба эти сайта гипометилированы в дилатирован-
ной относительно нерасширенной части аорты. 
Средний уровень метилирования chr5:93573113 
в дилатированной части аорты – 4.6 ± 3.4%, в не-
расширенной части – 34.9 ± 7.6%, Δβ= –0.30. 
Средний уровень метилирования chr5:93573147 
в  дилатированной – 10.1  ± 4.1%, в  нерасширен-
ной части – 53.0 ± 6.8%, Δβ= –0.43. В целом в ана-
лиз включены 60 CpG-сайтов, локализованных 
в  указанном CpG-островке (от  chr5:93570861 до 
chr5:93573168). В дилатированной части аорты все 
эти сайты гипометилированы по сравнению с не-
расширенной частью (Δβ от –0.19 до –0.43).

За последние годы показано, что днРНК регули-
руют экспрессию генов путем различных механиз-
мов, модулируя развитие и прогрессию большого 
числа заболеваний, в том числе сердечно-сосуди-
стых [18]. В тканях аорты, пораженных при рассло-
ении, выявлена аберрантная экспрессия днРНК, 
связанных с  функционированием гладкомышеч-
ных клеток (ГМК) и деградацией внеклеточного 
матрикса [19]. В частности, NR2F1-AS1 регулирует 
дифференцировку ГМК, модулируя уровень мРНК 
сократительных белков: сверхэкспрессия этой днР-
НК приводит к увеличению экспрессии маркеров 
сократительного фенотипа ГМК коронарных арте-
рий [20]. Однако в тканях межпозвоночных дисков 
повышенная экспрессия NR2F1-AS1 способствует 
апоптозу клеток студенистого ядра и деградации 
внеклеточного матрикса [21].

Нами показано, что при аневризме восходящей 
аорты уровень метилирования гена NR2F1-AS1 
в дилатированных тканях ниже, чем в нормальных, 
что косвенно может указывать на более высокую 
транскрипционную активность этого гена. Однако 
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для понимания механизмов связи между метили-
рованием ДНК и экспрессией этой днРНК необхо-
димо детальное экспериментальное исследование 
уровня метилирования в области гена NR2F1-AS1 
и активности этой молекулы в клетках.

Выявлено 7508 CpG-сайтов, уровень метили-
рования которых различается в тканях атероскле-
ротически пораженной и дилатированной аорты 
(АБ/АА) (Δβ от 0.02 до 0.69). Более чем на 20% раз-
личаются 586 CpG-сайтов, из которых 323 гипер-
метилированы и 263 гипометилированы в клетках 
атеросклеротической бляшки по сравнению с ди-
латированной аортой (табл. 1). Основное количе-
ство как гипер-, так и гипометилированных ДМС 
локализовано в интронах генов и межгенных ре-
гионах (табл. 1). В экзонах генов атеросклероти-
ческой бляшки выявлено больше гиперметилиро-
ванных CpG-сайтов (7.7% гиперметилированных 
и 3.8% гипометилированных; p = 0.049), а интро-
ны генов некодирующих РНК (нкРНК) содер-
жат больше гипометилированных CpG-сайтов 
(10.3% гипометилированных и 4.6% гиперметили-
рованных; p = 0.01). Эти данные косвенно свиде-
тельствуют в пользу активности нкРНК при фор-
мировании атеросклеротической бляшки аорты, 
что согласуется с результатами изучения роли этих 
регуляторных молекул в развитии атеросклероза 
сосудов различных бассейнов [22]. В  атероскле-
ротических бляшках гиперметилированные ДМС 
чаще локализованы в  CpG-островках (11.4% ги-
перметилированных, 5.7% гипометилированных; 
р = 0.02; табл. 1).

В клетках атеросклеротической бляшки аорты 
относительно нормальной ткани аорты (АБ/НА) 
выявлено 7189 CpG-сайтов с разницей в уровне ме-
тилирования Δβ от 0.01 до 0.6. К ДМС (|Δβ| ≥ 0.2) 
относятся 480 CpG-сайтов, из которых 234 гипер-
метилированы и 246 гипометилированы в атеро-
склеротических бляшках аорты. Локализация ги-
пер- и гипометилированных CpG-сайтов в геноме 
клеток атеросклеротической бляшки не отличает-
ся от их распределения в нормальной ткани аорты 
(табл. 1).

Из всех ДМС, выявленных в настоящем иссле-
довании, детально охарактеризованы CpG-сайты 
в генах, дифференциально метилированных в тка-
нях грудной аорты при расслоении (CMIP, RPH3AL, 
XRCC1, GATA5, EXD3, KCNC2, HIVEP3, ADCY9) [13, 
14] и в атеросклеротических бляшках коронарных 
(КА) и сонных (СА) артерий (CDCP2, FOLR1, WT1, 
MGMT, GAS2, CA1, PRSS16, ANK3) [10, 23] (рис. 1, 
табл. 2). (Далее эти гены определены как общие).

Показано, что основная масса ДМС (АБ/АА 
и АБ/НА) в общих генах локализована в интронах 
(8 из 17 (47%)) и межгенных регионах (7 (41.2%)) 
и только четыре (23.5%) – в пределах CpG-остров-
ков (табл. 2). Девять (52.9%) ДМС располагаются 
непосредственно внутри регуляторных элементов 
(промотор, энхансер, инсулятор) или на расстоянии 
менее 1000 п. н. от них. Пятнадцать (88.2%) лока-
лизованы в сайтах связывания ТФ. Среди этих ТФ 
чаще всего встречаются факторы типа ZNF (белки, 
участвующие в регуляции транскрипции многих 
генов, в  опосредуемой убиквитином деградации 

Таблица 1. Локализация дифференциально метилированных CpG-сайтов (ДМС; |Δβ| ≥  0.2) в  клетках 
атеросклеротической бляшки аорты относительно дилатированной и нормальной тканей аорты

Локализация 
CpG-сайтов

Гиперметилированные ДМС, кол-во (%) Гипометилированные ДМС, кол-во (%)

АБ/АА (323) АБ/НА (234) АБ/АА (263) АБ/НА (246)
Экзон гена 25 (7.7) 10 (4.3) 10 (3.8) 19 (7.7)
Интрон гена 145 (44.9) 110 (47.0) 102 (38.7) 112 (45.5)
Межгенный регион 115 (35.6) 84 (35.9) 106 (40.3) 82 (33.3)

5'-UTR 4 (1.2) 2 (0.8) 1 (0.4) – CNOT6 
(chr5:180541732) 6 (2.4)

3'-UTR 3 (0.9) 5 (2.1) 7 (2.7) 2 (0.8)
 “Выше” гена 12 (3.7) 3 (1.3) 5 (1.9) 7 (2.8)

 “Ниже” гена 1 (0.3) – MIR12118
chr5:173304804 4 (1.7) 4 (1.5) 4 (1.6)

Сайт сплайсинга 0 1 (0.4) – PCYT2, 
chr17:81906759

1 (0.4) – PCYT2, 
chr17:81906759 0

нкРНК, экзон 3 (0.9) 0 0 2 (0.8)
нкРНК, интрон 15 (4.6) 15 (6.4) 27 (10.3) 12 (4.9)
CpG-островок 36 (11.4) 5 (2.1) 15 (5.7) 5 (2.0)

Примечание. Дифференциальное метилирование оценено путем попарного сравнения уровня метилирования каждого 
СрG-сайта в образцах (группах) тканей (атеросклеротическая бляшка аорты/аневризма аорты (АБ/АА); атеросклероти-
ческая бляшка аорты/нормальная ткань аорты (АБ/НА).
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белков, передаче сигнала, репарации ДНК, мигра-
ции клеток) [24], из которых ZNf263 и ZFP148 яв-
ляются репрессорами транскрипции и играют роль 
в формировании атеросклеротических поражений 
сонных артерий [25]. Кроме того, в патогенез атеро-
склероза различных артерий вовлечены такие ТФ, 
как PATZ1, NRF1, TCF12, EGR1 [25–28]; аневриз-
мы аорты – ELK1, ETS1, KLF15 [29–31].

В атеросклеротической бляшке аорты 12 из 16 
общих генов содержат CpG-сайты, гиперметили-
рованные по сравнению с нормальной и дилати-
рованной тканью аорты (табл.  2). Гипометили-
рованные сайты локализованы в генах, белковые 
продукты которых вовлечены в репарацию ДНК 
(XRCC1), эмбриональное развитие (CMIP, FOLR3/
FOLR1) и регуляцию экспрессии (ANK3) (табл. 2, 
табл. S1, см. Дополнительные материалы на сай-
те http://www.molecbio.ru/downloads/2024/3/supp_
Goncharova_rus.pdf).

СpG-сайты общих генов в  сравниваемых ис-
следованиях не перекрываются, поскольку ме-
тилирование ДНК в них определяли с помощью 
метилочипов Illumina [10, 13, 14]. В  настоящем 
исследовании непосредственно в последователь-
ности гена (восемь сайтов в интронах, один в эк-
зоне) локализовано 50% ДМС. Значительная часть 
СpG-сайтов в атеросклеротических бляшках аор-
ты находится в межгенных регионах общих генов 
(табл. 2), тогда как в атеросклеротических бляшках 
коронарных и сонных артерий ДМС генов CDCP2, 

GAS2, FOLR1, CA1, PRSS16 локализованы в 5’-не-
транслируемой области (UTR), а ANK3 – в промо-
торе [23, 32]. Вместе с тем в атеросклеротических 
бляшках аорты ДМС генов CDCP2, FOLR1 и CA1 
локализованы на расстоянии менее 5000 п. н. от 
ДМС в атеросклеротических бляшках коронарных 
и сонных артерий, а ДМС гена WT1 при атероскле-
розе всех исследованных сосудов находятся в од-
ном и том же интроне.

Сравнение направленности метилирования 
CpG-сайтов общих генов, выявленной в настоящем 
исследовании, с данными по метилированию в тка-
нях грудной аорты при расслоении показало, что 
ДМС генов RPH3AL, EXD3, HIVEP3, KCNC2 харак-
теризуются однонаправленными изменениями и ги-
перметилированием как в клетках атеросклеротиче-
ских бляшек восходящей аорты (табл. 2), так и в тка-
нях аорты при остром расслоении [14]. ДМС генов 
GATA5, XRCC1, CMIP, ADCY9 имеют разнонаправ-
ленный уровень метилирования: CpG-сайты генов 
GATA5 и ADCY9 гиперметилированы в атеросклеро-
тической бляшке аорты (табл. 2) и гипометилирова-
ны при ее расслоении, а CpG-сайты генов XRCC1, 
CMIP гипометилированы в бляшке аорты (табл. 2), 
но гиперметилированы при ее расслоении [13, 14].

Анализ направленности метилирования 
CpG-сайтов общих генов при атеросклерозе аор-
ты, коронарных и  сонных артерий выявил од-
нонаправленные изменения уровня метилиро-
вания CpG-сайтов в  генах WT1, CDCP2 и  GAS2, 

CLIC3, PLEKHG5, PMAIP1,
NROB2, AQP1, ADCY2, GCNT2

Рис. 1. Диаграмма Венна, показывающая общие ДМГ, выявленные в данной работе, при расслоении аорты относи-
тельно нормальной ткани аорты [13, 14], при атеросклерозе коронарных и сонных артерий относительно интактных 
сосудов [10, 23].
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гиперметилированных в  атеросклеротических 
бляшках этих сосудов, а MGMT и PRSS16 – в ате-
росклеротических бляшках сонных артерий и аор-
ты (табл.  2)  [23]. Выявлено разнонаправленное 
метилирование CpG-сайтов генов ANK3, FOLR1 
и  CA1 в  бляшках аорты и  коронарных/сонных 
артерий, где ANK3, FOLR1 гиперметилированы 
в бляшках сонных артерий и гипометилированы 
в атеросклеротических бляшках аорты, а CA1 гипо-
метилирован в атеросклеротических бляшках сон-
ных артерий и гиперметилирован в бляшках аорты 
(табл. 2) [10, 23].

Анализ сетей белковых продуктов, кодируемых 
общими генами, в браузере STRING показал, что 
они не объединяются одной функциональной се-
тью. Аннотация биологических процессов и  мо-
лекулярных функций в браузере UniProt показа-
ла, что белки, кодируемые генами RPH3AL, EXD3, 
HIVEP3, KCNC2, CA1, вовлечены в  связывание 
или трансмембранный транспорт ионов металлов 
(GO:0046872; GO:0071805; GO:0008270; табл. S1, см. 
Дополнительные материалы).

Известно, что метаболизм ионов металлов, 
в том числе калия и кальция, обеспечивает функ-
ционирование кальций-активируемых калиевых 
каналов, являющихся компонентом проводящей 
системы миокарда, нарушение которой приводит 
к развитию аритмии, фибрилляции предсердий, 
сердечной недостаточности и инфаркта миокар-
да [33]. При атеросклерозе грудной и брюшной 
аорты содержание ионов различных металлов, 
в  том числе кальция и  цинка, коррелирует со 
стадией атеросклеротического поражения сосу-
да [34]. Однако можно отметить, что в число об-
щих ДМГ входят гены, белковые продукты ко-
торых вовлечены в регуляцию экспрессии генов 
(GATA5, HIVEP3, WT1, ANK3), в эмбриональное 
развитие (CMIP, ADCY9, FOLR1) и  репарацию 
ДНК (XRCC1, MGMT).

Проведенный в браузере Metascape анализ обо-
гащения метаболических путей и биологических 
процессов, в  которые вовлечены белковые про-
дукты ДМГ, показал, что основными процессами, 
в которых участвуют белковые продукты общих ге-
нов, являются развитие мезенхимы (GO:0060485, 
FOLR1, WT1, GATA5, HIVEP3, KCNC2) и  регуля-
ция метаболизма ДНК (GO:0051054, MGMT, WT1, 
XRCC1).

Как показано в ассоциативных и эксперимен-
тальных исследованиях, мутации, структурные 
полиморфизмы, изменение функциональной ак-
тивности большинства общих генов или уровня 
кодируемых ими белков ассоциированы с  раз-
витием аневризмы аорты или ИБС. В  частно-
сти, патогенные варианты в гене GATA5 приводят 
к  наследственным формам аневризмы грудной 
аорты [35]. Полиморфизм генов XRCC1 и CDCP2 
ассоциирован с  риском развития ИБС [36, 37]. 

Однонуклеотидные варианты (SNP) в генах KCNC2 
и HIVEP3 связаны с уровнем артериального давле-
ния [38, 39], в генах ADCY9 и CMIP – с уровнем 
и  функционированием липопротеинов высокой 
плотности [40,  41], в  гене RPH3AL – с  уровнем 
триглицеридов, циркулирующих в сыворотке кро-
ви [42].

Изменение уровня белков Wt1 и Gas2 обнару-
жено в  коронарных артериях или кардиомиоци-
тах экспериментальных животных при инфаркте 
миокарда [43–45]. Экспрессия гена CA1 в клетках 
цельной крови изменяется при остром коронар-
ном синдроме [46]. В доступной нам научной ли-
тературе отсутствуют данные о связи гена ANK3 
с  развитием сердечно-сосудистых заболеваний. 
Однако анкирины являются важнейшими компо-
нентами ионных каналов и сигнальных комплек-
сов-транспортеров в сердечно-сосудистой системе 
[47], а ANK3 и LAMA2 маркируют один из двух 
различных фенотипов ГМК сонных артерий при 
атеросклерозе [48].

Вместе с тем ни один из генов, определенных 
ранее как ключевые ДМГ при расслоении аорты 
[12–14], а также как наиболее частые при различ-
ных сердечно-сосудистых заболеваниях [11], не 
входит в число ДМГ в изученных в настоящем ис-
следовании участках аорты при аневризме. При-
чинами низкой воспроизводимости результатов 
различных исследований могут быть различия кле-
точного состава использованных участков сосудов, 
гетерогенность, обусловленная этнотерриториаль-
ными особенностями (стиль питания, распределе-
ние частот SNP-маркеров, воздействие внешнесре-
довых факторов), влияющими на метилирование 
ДНК, а также применение разных методов и тех-
нических платформ. Кроме того, в разных иссле-
дованиях, привлеченных нами к проведению срав-
нительного анализа, показано дифференциальное 
метилирование разных CpG-сайтов в одних и тех 
же генах, поэтому в настоящий момент не пред-
ставляется возможным провести корректный срав-
нительный анализ, оценить характер и  выявить 
особенности метилирования гена при различных 
патологических фенотипах.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, при аневризме аорты выявлено 
сходство профиля метилирования ДНК в дилати-
рованной и нормальной тканях аорты, за исклю-
чением CpG-сайтов гена NR2F1-AS1. В  клетках 
атеросклеротической бляшки аорты по сравнению 
с  ее дилатированной и  нормальной областями 
большее число гиперметилированных CpG-сай-
тов обнаружено в экзонах генов и СрG-островках, 
а большее число гипометилированных – в интро-
нах генов нкРНК.
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В атеросклеротической бляшке, в дилатирован-
ной и нормальной тканях аорты 52.9% ДМС рас-
полагаются непосредственно внутри регулятор-
ных элементов (промотор, энхансер, инсулятор) 
или на расстоянии менее 1000 п. н. от них, а 88.2% 
локализованы в сайтах связывания ТФ, в том чис-
ле в ZNf263 и ZFP148 PATZ1, NRF1, TCF12, EGR1, 
вовлеченных в патогенез атеросклероза различных 
артерий, а ELK1, ETS1, KLF15 – аневризмы аорты.

Сравнительный анализ спектра ДМГ в  атеро-
склеротических бляшках аорты и  тканях аорты 
при ее аневризме/расслоении, а также в атероскле-
ротических бляшках коронарных и сонных арте-
рий выявил общие гены (CMIP, RPH3AL, XRCC1, 
GATA5, EXD3, KCNC2, HIVEP3, ADCY9, CDCP2, 
FOLR1, WT1, MGMT, GAS2, CA1, PRSS16, ANK3), 
вовлеченные в  развитие как расслоения аорты, 
так и атеросклероза сосудов различных бассейнов. 
Показано преимущественное гиперметилирование 
ДМС общих генов в атеросклеротической бляшке 
по сравнению с дилатированными и нормальными 
участками аорты. Эти ДМС локализуются в интро-
нах и межгенных регионах вблизи регуляторных 
элементов или в  сайтах связывания ТФ. Белки, 
кодируемые общими генами, участвуют в  широ-
ком спектре биологических процессов, в том числе 
в развитии мезенхимы (GO:0060485, FOLR1, WT1, 
GATA5, HIVEP3, KCNC2) и регуляции метаболизма 
ДНК (GO:0051054, MGMT, WT1, XRCC1).

Ограничением нашего исследования явля-
ется невозможность введения поправки на кле-
точный состав в связи с низким и неоднородным 
покрытием участков генома, специфичных для 
типа клеток, которое наблюдается при анализе 
метилирования с помощью RRBS, что затрудня-
ет использование классических алгоритмов де-
конволюции, построенных на основании данных 
метилочипов.

Вместе с тем следует отметить, что это первое 
исследование, в котором определен профиль ме-
тилирования ДНК у пациентов со спорадической 
формой аневризмы восходящего отдела грудной 
аорты – в трех ее участках с разной степенью по-
ражения – в непораженном сосуде, дилатирован-
ной области и в атеросклеротической бляшке.

Работа получила финансовую поддержку Рос-
сийского научного фонда (грант № 22‑25‑00701).

Все процедуры, выполненные в  исследова-
нии с участием людей, соответствуют этическим 
стандартам институционального и/или нацио-
нального комитета по исследовательской эти-
ке и  Хельсинкской декларации 1964  года и  ее 
последующим изменениям или сопоставимым 
нормам этики. От всех участников получено ин-
формированное письменное согласие на обсле-
дование. Исследование одобрено этическим ко-
митетом Научно-исследовательского института 
медицинской генетики Томского национального 

исследовательского медицинского центра Рос-
сийской академии наук (Регистрационный номер 
191, протокол № 13 от 15.11.2021 г.).
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DNA METHYLATION PROFILE IN COMORBIDITY OF ANEURYSM 
AND ATHEROSCLEROSIS OF THE ASCENDING AORTA
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This study presents the results of DNA methylation analysis in different regions of the ascending aorta 
(dilated, non-dilated area, atherosclerotic plaque) in patients with aortic aneurysm. DNA methylation 
was analyzed by reduced representation bisulfite sequencing (RRBS). Differences in methylation 
levels between dilated and normal aortic tissues were detected for two CpG sites of the NR2F1-AS1 
gene (|Δβ| ≥ 0.2 and FDR < 0.05). Between atherosclerotic plaque samples and dilated/normal aortic 
tissues, 586/480 differentially methylated CpG sites (DMSs) were identified, among which 323/234 
were hypermethylated and 263/246 were hypomethylated in atherosclerotic plaques. DMSs were located 
mainly in introns and intergenic regions, 88.2% in the binding sites of TFs, among which ZNf263, 
ZFP148, PATZ1, NRF1, TCF12, EGR1 play a role in the pathogenesis of atherosclerosis of various 
arteries, and ELK1, ETS1, KLF15 play a role in aortic aneurysms. Sixteen DMSs are located in the 
region of genes (CMIP, RPH3AL, XRCC1, GATA5, EXD3, KCNC2, HIVEP3, ADCY9, CDCP2, FOLR1, 
WT1, MGMT, GAS2, CA1, PRSS16, ANK3) whose protein products are involved in the development of 
both aortic dissection and atherosclerosis in different arterial circulation regions. The protein products 
of these genes are involved in a wide range of biological processes, including mesenchyme development 
(GO:0060485, FOLR1, WT1, GATA5, HIVEP3, KCNC2) and positive regulation of DNA metabolic 
process (GO:0051054, MGMT, WT1, XRCC1).
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