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Статус метилирования ДНК в геноме человека изменяется в патогенезе распространенных заболе-
ваний и выступает в качестве предиктора ожидаемой продолжительности жизни. В связи с этим
представляет интерес исследование уровня метилирования регуляторных регионов генов, отвечаю-
щих за общебиологические процессы, потенциально значимые для развития возраст-ассоцииро-
ванных заболеваний. Среди них гены белков различных систем репарации ДНК, продукты которых
характеризуются плейотропными эффектами. В исследовании представлены результаты таргетного
анализа метилирования двух регионов генома (промоторного участка гена MLH1 и энхансерного ‒
вблизи гена ATM) в разных тканях пациентов с атеросклерозом сонных артерий. В результате ана-
лиза профилей метилирования исследованных генов в различных тканях одних и тех же индивидов
выявлено наличие выраженных различий между лейкоцитами и тканями сосудистой стенки. Разли-
чия по уровням метилирования в нормальных и пораженных атеросклерозом тканям сонных арте-
рий обнаружены только для двух исследованных CpG-сайтов в гене ATM (chr11:108089866 и
chr11:108090020, сборка GRCh37/hg19). На основании этих данных можно предполагать участие
ATM в развитии атеросклероза. “Нагруженность” изученных регионов сайтами связывания тран-
скрипционных факторов (по данным ReMapp2022) свидетельствует о том, что тканеспецифичный
характер метилирования регуляторных участков генов MLH1 и ATM может быть связан с уровнем их
экспрессии в конкретной ткани. Показано, что межиндивидуальные различия в уровнях метилиро-
вания CpG-сайтов ассоциированы с достаточно удаленными нуклеотидными заменами.
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Метилирование ДНК в позиции С5 цитозино-
вого кольца в CрG-динуклеотидах с образованием
5-метилцитозина ‒ один из наиболее изученных
механизмов эпигенетической регуляции генома.
Функциональное значение метилирования ДНК
заключается в транскрипционной инактивации
хроматина, обусловленной надмолекулярными
изменениями его компактизации. В соматиче-
ских клетках метилирование ДНК ответственно
за поддержание и реализацию таких фундамен-

тальных биологических процессов, как инактива-
ция Х-хромосомы, геномный импринтинг, регу-
ляция тканеспецифичной экспрессии генов, ре-
прессия ретротранспозонов [1].

Известно, что некоторые из локусов генома
обладают свойством сохранять относительно ста-
бильный уровень метилирования продолжитель-
ное время и статус их метилирования коррелиру-
ет с изменчивостью ряда клинических признаков,
значимых для развития заболеваний различной
природы [2–5]. Появляется все больше свиде-
тельств тесной связи эпигенетического возраста
ДНК в крови с заболеваниями, проявляющимися

1 Дополнительная информация для этой статьи доступна по
doi 10.31857/S002689842304002X для авторизованных поль-
зователей.
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в течение жизни человека (сердечно-сосудистыми,
неврологическими, онкологическими и др.) [6].
В связи с этим предполагают, что эпигенетиче-
ский полиморфизм, наряду со структурным, мо-
жет быть еще одним из значимых факторов риска
многофакторных заболеваний [1, 7]. В частности,
было высказано предположение, что в роли пус-
кового механизма атеросклероза выступают абер-
рантные проатерогенные паттерны метилирова-
ния ДНК в тканях артерий [8]. Действительно, в
ряде исследований показано, что профиль мети-
лирования CpG-сайтов ряда генов пораженной
атеросклерозом сосудистой стенки отличается от
такового в интактной ткани [4, 9, 10].

Нами выполнен таргетный анализ метилиро-
вания двух регионов генома (промоторный уча-
сток гена MLH1 и энхансерный ‒ вблизи гена
ATM). Оба гена кодируют компоненты систем ре-
парации ДНК и задействованы во многих биоло-
гических процессах, в том числе и таких, как от-
вет на окислительный стресс, иммунный ответ,
онкогенез [11]. Роль генов MLH1 и ATM при ате-
росклерозе изучена недостаточно. Известно, что
соматические мутации в гене ATM ассоциирова-
ны с клональным гемопоэзом с неопределенным
потенциалом ‒ фактором риска возрастзависи-
мых заболеваний, включая атеросклероз [12].

Цель исследования заключалась в выявлении
особенностей метилирования регуляторных ре-
гионов двух генов систем репарации ДНК: MLH1
и ATM ‒ в разных тканях пациентов с атероскле-
ротическим поражением сонных артерий.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Группа исследования. Выборка пациентов с
клинически выраженным атеросклерозом сон-
ных артерий была сформирована на базе НИИ
кардиологии Томского НИМЦ. В выборку было
включено 27 пациентов (21 мужчина и 6 женщин,
средний возраст – 64.4 ± 7.1 лет), которым по по-
казаниям была проведена операция каротидной
эндартерэктомии. У всех пациентов стеноз опе-
рируемой сонной артерии при ультразвуковом
исследовании превышал 70% просвета сосуда.
Для каждого пациента получены образцы цель-
ной венозной крови, а также образцы тканей со-
судов: удаленной атеросклеротической бляшки
сонной артерии (на поздних стадиях патологиче-
ского процесса), прилежащего морфологически
неизмененного участка сонной артерии, фраг-
мента большой подкожной вены (используемой
для пластики сонной артерии).

Выделение ДНК из образцов крови и тканей.
Материалом для исследования служила ДНК, вы-
деленная как из лейкоцитов цельной венозной
крови, собранной в пробирки с консервантом
ЭДТА, так и из тканей сосудистой стенки.

Для выделения ДНК из образцов цельной ве-
нозной крови использовали метод фенол‒хло-
роформной экстракции [13]. Ткани сосудов
(площадью примерно 1 см2) гомогенизировали в
жидком азоте, обрабатывали протеиназой K
(“СибЭнзим”, Россия) и проводили экстракцию
ДНК фенол‒хлороформом. Для дальнейшего
анализа ДНК подвергали бисульфитной модифи-
кации с использованием набора EZ DNA Methyl-
ation Kit (“Zymo Research”, США), согласно про-
токолу производителя.

Целевые регионы. Выбор целевых регионов для
анализа метилирования ДНК исследуемых локу-
сов выполнен согласно следующим критериям:
локализация участка ДНК вблизи гена; регуля-
торная роль данного участка в отношении соот-
ветствующего гена; локализация в исследуемом
участке генома энхансера или активного промо-
тора, а также вариабельность статуса метилирова-
ния ДНК по данным консорциума ENCODE
(https://www.encodeproject.org). Активные регуля-
торные регионы генома выбраны согласно опре-
деляемым по наличию соответствующих сигна-
лов в данных DNase-seq (участки открытого хро-
матина) и ChIP-seq на гистоновые модификации:
H3K27Ac (активный хроматин), H3K4me1 (эн-
хансеры), H3K4me3 (промоторы) (http://www.ge-
nome.ucsc.edu/) – в разных клеточных культурах,
использованных консорциумом ENCODE [14].
Дополнительно учтена информация по локализа-
ции предсказанных энхансерных элементов и
точках начала транскрипции генов из базы дан-
ных GeneHancer [15].

При выборе целевых регионов также учитыва-
ли их расположение относительно CpG-остров-
ков. В первую очередь это CpG-берега (в пределах
±2000 п.н. от CpG-островка) и CpG-шельфы (в
пределах ±4000 п.н. от CpG-островка), которые
обогащены функциональными CpG-сайтами и
для которых характерны более динамичные уров-
ни метилирования [16, 17]. В силу особенностей
первичной структуры анализируемых последова-
тельностей ДНК уровень метилирования был
изучен в промоторном регионе гена MLH1 и в эн-
хансерном – гена ATM.

Для гена MLH1 был выбран фрагмент, содер-
жащий 9 CpG-сайтов (табл. 1), расположенных в
пределах 500‒1000 п.н. в 5'-направлении от
CpG-островка в промоторной области. Исследу-
емый участок промотора (GH03J036988 по базе
данных GeneHancer) приходится на область уме-
ренной гиперчувствительности к ДНКазе I и ло-
кализации гистоновых меток H3K27. Кроме того,
по данным проекта ENCODE, в этой области вы-
явлено вариабельное метилирование CpG-сайтов
в разных клеточных линиях (рис. S1, см. Допол-
нительные материалы на сайте http://www.molec-
bio.ru/downloads/2023/4/supp_Babushkina_rus.pdf).
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Таблица 1. Изученные регионы генов MLH1 и ATM и структура использованных праймеров

a Категории в соответствии с плотностью расположения CpG-сайтов: CpG-берег (в пределах ±2000 п.н. от CpG-островка),
CpG-шельф (в пределах ±4000 п.н. от CpG-островка).

b Координаты приведены согласно сборке генома человека GRCh37/hg19;
c cg02103401 (ID на метилочипах Illumina);
d cg09191173;
e cg24607398,
f cg10990993;
g праймеры подобраны с помощью программы MethPrimer (https://www.urogene.org/cgi-bin/methprimer2/MethPrimer.cgi;

https://www.urogene.org/cgi-bin/methprimer/methprimer.cgi); F ‒ прямой праймер, R ‒ обратный праймер (синтезированы
“ДНК-Синтез”, Россия).

Рассматриваемые 
параметры MLH1 ATM

Регуляторный элемент Промотор Энхансер
Локализация относи-
тельно гена

“Выше по течению” “Выше по течению”

Категория CpG-регионаa CpG-берег CpG-шельф
Геномные координатыb start chr3:37033249 start chr11:108089569

CpG_1 chr3:37033323 CpG_1 chr11:108089803
CpG_2 chr3:37033373c CpG_2 chr11:108089866
CpG_3 chr3:37033394 CpG_3 chr11:108090015
CpG_4 chr3:37033489 CpG_4 chr11:108090020
CpG_5 chr3:37033562 CpG_5 chr11:108090130
CpG_6 chr3:37033600 CpG_6 chr11:108090159d

CpG_7 chr3:37033625e end chr11:108090311
CpG_8 chr3:37033632f

CpG_9 chr3:37033662
end chr3:37033762

Структура праймеровg

(5' → 3')
F: AATTTTTTTGAGGGTAGGAAAGTTTGTTAG F: ATAATAGAAAAGATAAAATGGGTAAGGATT
R: CCCCAACTATTAAAATATCATTCATTATTC R: AACAAACTTCAAAAATTCTAAAAATCCCC

ПЦР-продукт (п.н.) 514 743

Предполагаемая регуляторная область гена
ATM находится на расстоянии 3 т.п.н. в 5'-на-
правлении от точки начала транскрипции гена и
приходится на область открытого и активного
хроматина (согласно данным проекта ENCODE)
и энхансера (GH11J108220), согласно базе данных
GeneHancer (рис. S2, см. Дополнительные мате-
риалы на сайте http://www.molecbio.ru/down-
loads/2023/4/supp_Babushkina_rus.pdf). В этом ре-
гионе локализовано 6 CpG-сайтов (табл. 1).

Генотипирование однонуклеотидных поли-
морфизмов (SNP) в генах MLH1 и ATM проводи-
ли методами ПЦР с последующим анализом по-
лиморфизма длин рестрикционных фрагментов
(ПДРФ) и ПЦР в режиме реального времени
(табл. 2). Целевые фрагменты ДНК амплифици-
ровали с использованием набора БиоМастер HS-
Taq ПЦР-Color (2×) (“БиоЛабМикс”, Россия) со
специфическими парами праймеров (табл. 1).

Дальнейший анализ проведен методом би-
сульфитного секвенирования ампликонов (Bisul-
fite Amplicon Sequencing, BSAS) с использованием
технологии массового параллельного секвениро-

вания в соответствии с методикой D. Masser с соавт.
[18]. Ампликоны, полученные после ПЦР одного
и того же образца ДНК, пулировали эквимолярно.
Очистку пулированных ампликонов для подго-
товки библиотек проводили с использованием
набора для очистки ПЦР-продуктов GeneJET
NGS Cleanup Kit (“Thermo Fisher Scientific”,
США). Концентрацию очищенных ампликонов
измеряли на флуориметре Qubit 3.0 (“Thermo
Fisher Scientific”). Подготовку и индексацию
ДНК-библиотек проводили с использованием
наборов Nextera XT DNA Library Prep Kit или
Nextera DNA Flex Library Prep Kit (“Illumina”,
США), согласно протоколу производителя. Се-
квенирование полученных ДНК-библиотек вы-
полнено на приборе MiSeq (“Illumina”) с помо-
щью набора MiSeq Reagent Kit v2 (300-cycles) в ре-
жиме секвенирования по 150 п.н. с обоих концов
фрагментов ДНК-библиотеки.

Анализ данных. Для автоматизации и стандар-
тизации обработки результатов использован ал-
горитм methylseq, реализованый в Nextflow
(https://doi.org/10.5281/zenodo.2555454) [19]. По-
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лученные прочтения фрагментов ДНК автомати-
чески рассортированы по образцам с удалением
нуклеотидной последовательности адаптеров.
Прочтения отфильтрованы по качеству (не менее
Q20), длине (не менее 20 нуклеотидов) с исполь-
зованием инструмента Trim Galore (https://www.bio-
informatics.babraham.ac.uk/projects/trim_galore/), вы-
равнивание проведено на референсную сборку
генома человека GRCh38/hg38 с помощью ин-
струмента bwa-meth [20]. Информация о статусе
метилирования CpG-сайтов из BAM-файлов экс-
трагирована с помощью инструмента Bismark
[21]. Для контроля качества использованы ин-
струменты FastQC, Qualimap, Preseq, MultiQC
(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/
fastqc/) [22–24].

Дальнейшая биоинформатическая обработка
профилей метилирования ДНК в исследуемых
локусах и статистический анализ данных выпол-
нены в программной среде R с помощью специа-
лизированного пакета methylKit [25]. Для мани-
пуляций с данными, вывода графиков и таблиц
использованы дополнительные программные па-
кеты R (ggplot2, reshape, RColorBrewer, Rtsne, xlsx).
Из анализа исключали CpG-сайты с менее чем
15-кратным покрытием. Уровень метилирования
CpG-сайта определяли как долю прочтений, со-
ответствующих метилированным остаткам цито-
зина по отношению ко всем прочтениям цитози-
на в данной позиции генома, и выражали в про-
центах.

Генотипирование SNP было проведено с ис-
пользованием программы cgmaptools [26], с при-

менением биномиальной модели (минимальное
покрытие ‒ 10×, максимальная ошибка ‒ 0.05).
Нормализация, фильтрация и объединение vcf-фай-
лов проведены с использованием программы bcftools
(http://samtools.github.io/bcftools/bcftools.html) с по-
следующей аннотацией в программе annovar [27].

Описание распределения уровня метилирова-
ния CpG-сайтов в исследуемых группах представ-
лено в виде среднего значения со стандартным от-
клонением. Для анализа сходства профилей ме-
тилирования ДНК в исследуемых образцах
использован алгоритм нелинейного снижения
размерности данных tSNE (t-distributed Stochastic
Neighbor Embedding) [28]. Для поиска дифферен-
циально метилированных CpG-позиций приме-
няли линейную регрессию, где зависимой пере-
менной был уровень метилирования, а независи-
мыми – порядковый номер эксперимента,
биологический образец, заболевание и тип ткани.
Такой подход позволил отделить внутрииндиви-
дуальную дисперсию от групповой и техниче-
ской. Показатели сцепления: нормированный
коэффициент неравновесия по сцеплению D'
(коэффициент Левонтина), квадрат коэффици-
ента корреляции между локусами r2, показатель
максимального правдоподобия LOD ‒ рассчиты-
вали в Haploview 4.2 [29]. Корреляционный ана-
лиз проводили с применением критерия Спирме-
на; зависимость уровня метилирования от гено-
типов оценивали по критерию Манна‒Уитни (в
пакете программ Statistica v.6.0). Статистически
значимыми считались различия с уровнем значи-
мости p < 0.05.

Таблица 2. Условия анализа изученных полиморфных вариантов генов MLH1 и ATM

a Праймеры и пробы подобраны с помощью программы Vector NTI (http://www.informaxinc.com; синтерзированы “ДНК-
Синтез”); FAM (флуоресцеин) и HEX (гексахлорфлуоресцеин) – флуоресцентные красители, BHQ1(Black Hole Quenchers 1) –
гаситель для ПЦР в реальном времени.

b Температура отжига праймера.
с ПДРФ-анализ проводили с использованием указанных эндонуклеаз в соответствии с протоколом фирмы-производителя

(“СибЭнзим”, Россия). В скобках указаны длины фрагментов (в п.н.), соответствующих анализируемым аллелям.

Последовательности праймеров/TaqMan пробa (5' → 3') Tan
b (oС)

Метод детекции, использованные 
эндонуклеазыс

rs1799977, ген MLH1

F: ATAGTTTGCTGGTGGAGATA
R: ATGTGATGGAATGATAAACC

56 ПЦР-ПДРФ,
Bcc I (“G” = 243; “А” = 161 + 82)

rs189037, ген ATM

F: CTGCTTGGCGTTGCTTCTTC
R: TGGAGTGAGGAGAGGGAGGA

60 ПЦР-ПДРФ,
Mox20 I (“G” = 330, “A” = 220 + 110)

rs1801516, ген ATM

F: TTTAGCAGTATGTTGAGTTTATGGC
R: GGCAACTTTTATCTCCATTCCA
FAM-TTTACTCCAAGATACAAATGAATCATGGA-BHQ1
HEX-TTTACTCCAAAATACAAATGAATCATGGA-BHQ1

56 ПЦР в реальном времени
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Изучение метилирования регуляторных реги-

онов генов MLH1 и АТМ проведено в пределах
мультиплексного эксперимента, включавшего
большое число таргетных последовательностей.
Всего произведено 3 отдельных запуска секвена-
тора. Для учета вариабельности данных, получен-
ных в разных запусках, результаты каждого запус-
ка и каждого образца обрабатывали независимо, а
при дальнейшем анализе порядковый номер за-
пуска выступал в качестве одной из ковариант ре-
грессионного анализа.

Данные по уровню метилирования ДНК в кро-
ви, бляшке и артерии получены для 27 пациентов
(у двух из обследованных по одной ткани исклю-
чено из дальнейшего анализа в связи с низким
уровнем покрытия), а в вене – для 15 пациентов.

По данным tSNE-анализа в целом наблюдается
выраженная тканеспецифичность метилирова-
ния изученных регуляторных регионов генов
MLH1 и ATM ‒ выявлена тенденция кластериза-
ции образцов кровеносных сосудов (артерий и
вен) отдельно от лейкоцитов (рис. 1).

Характеристика метилирования промотора
гена MLH1

Наибольший уровень метилирования CpG-сай-
тов гена MLH1 (в среднем >55%, размах вариа-
бельности – от 15 до 87%) наблюдался в лейкоци-
тах крови (рис. 2).

Индивидуальные значения уровня метилиро-
вания ДНК в образцах кровеносных сосудов не
превышали 73%, средний уровень составил по-
рядка 30%. Образцы интактных и пораженных
атеросклерозом артерий практически не отлича-
лись по профилю метилирования ДНК, а средний
уровень метилирования CpG-сайтов в них соста-
вил 32% (от 4 до 73%) и 33% (от 2 до 63%) соответ-
ственно. Наименьший уровень метилирования
ДНК зарегистрирован в сосудистой стенке вен: в
среднем 23% (от 2 до 61%).

Паттерн метилирования CpG-сайтов в иссле-
дуемом участке промотора MLH1 сходен во всех образ-
цах: CpG_2 (chr3:37033373) и CpG_5 (chr3:37033562) со
сниженным относительно других CpG-сайтов
уровнем метилирования фланкируют участки с
более высоким уровнем (рис. 2). Такой паттерн
приблизительно повторяет форму плотности рас-
пределения сайтов локализации модифицирован-
ного гистона H3K27Ac в разных клеточных линиях
(рис. S1, см. Дополнительные материалы на сайте
http://www.molecbio.ru/downloads/2023/4/supp_Ba-
bushkina_rus.pdf).

Для всех 9 CpG-сайтов в гене MLH1 получены
статистически значимые межтканевые различия
(p < 0.000000 для критерия Уилкоксона). Соглас-
но результатам множественной регрессии, уро-
вень метилирования регуляторного региона гена
MLH1 в лейкоцитах отличался от такового в тка-
нях артерий и подкожной вены по всем исследо-
ванным CpG-сайтам (во всех случаях p < 0.01);
при этом между пораженной атеросклерозом и

Рис. 1. Взаимное расположение и кластеризация исследуемых образцов (по методу tSNE) в зависимости от профилей
метилирования CpG-сайтов в регуляторных областях генов MLH1 (а) и ATM (б). Данные, полученные для лейкоцитов,
обозначены синим цветом, для атеросклеротической бляшки – красным, для нормальной ткани артерий – зеленым,
для вен – фиолетовым.
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непораженной тканью артерий различия не вы-
явлены ни по одному из исследованных сайтов
(во всех случаях p > 0.07). В то же время сосуди-
стая стенка вены по большинству сайтов значимо
(p < 0.05) отличалась как от непораженной артери-
альной стенки (за исключением CpG_3, p = 0.550),
так и от атеросклеротической бляшки ‒ за ис-
ключением CpG_1 (p = 0.160) и CpG_3 (p = 0.557).
Скорее всего, отсутствие различий по сайту
chr3:37033394 (CpG_3) обусловлено невысоким
уровнем прочтений в этой хромосомной пози-
ции, что привело к исключению большого числа
образцов из анализа для этого сайта.

Исследуемая область располагается в экзоне 1
гена EPM2AIP1 и незначительно удалена от CpG-
островка (567 п.н.) и одного из трех сайтов начала
транскрипции гена MLH1. Данный регион полно-
стью входит в состав промотора GH03J036988; внутри
анализируемого фрагмента расположен проксималь-
ный энхансероподобный элемент EH38E2192185
(http://www.genome.ucsc.edu/; https://www.gene-
cards.org/). В эту область попадают также отдель-
ные точки мультирегионов взаимодействий генов
MLH1 и LRRFIP2 с регуляторными элементами
(http://www.genome.ucsc.edu/) (рис. 3).

Характеристика метилирования энхансерной 
области гена ATM

Для уровня метилирования ДНК в изученном
регуляторном регионе гена ATM характерна тка-

неспецифичность за исключением “крайних”
CpG-сайтов, по которым уровни метилирования
имеют тенденцию выравниваться между исследу-
емыми группами тканей (рис. 4а). В целом по ре-
гиону более высокие уровни метилирования
CpG-сайтов зарегистрированы для кровеносных
сосудов (рис. 4б): выше в венах и примерно на
10% ниже в пораженных атеросклерозом сонных
артериях, интактные артерии по уровню метили-
рования ДНК занимают промежуточное положе-
ние. В лейкоцитах отмечены более низкие, по
сравнению с образцами кровеносных сосудов,
уровни метилирования всех CpG-сайтов, за ис-
ключением CpG_1 (chr11:108089803), для которого
выявлен повышенный уровень метилирования
(>88%) во всех тканях. Уровень метилирования
CpG-сайтов в изученном регионе во всех иссле-
дованных тканях в целом соответствовал следую-
щей закономерности: CpG_1 > CpG2 > CpG3 <
< CpG4 < CpG5 > CpG6 (рис. 4).

Суммарная оценка уровня метилирования для
всех 6 сайтов в гене ATM тем не менее выявила
значимые различия между тканями (p < 0.000000
для критерия Уилкоксона). Согласно результатам
множественной регрессии, по уровню метилиро-
вания ДНК ткани сосудистой стенки статистиче-
ски значимо отличаются от лейкоцитов перифе-
рической крови. Так, пораженная артериальная
ткань отличается от лейкоцитов (p < 0.05) по уров-
ням метилирования пяти CpG-сайтов, кроме
CpG_1 (p = 0.112). Более выражены отличия по

Рис. 2. Профиль метилирования промоторного региона гена MLH1. Данные, полученные для лейкоцитов (Athero leuco),
обозначены синим цветом (1), для атеросклеротической бляшки (Plaques) – красным (2), для нормальной ткани артерий
(Normal artery) – зеленым (3), для вен (Vein) – фиолетовым (4). а – Профиль метилирования отдельных CpG-сайтов в
промоторе гена MLH1. Значения уровня метилирования каждого из исследуемых образцов отмечены небольшими точ-
ками, средние значения в каждой из групп исследования обозначены крупными точками и для наглядности соединены
линиями между соседними CpG-сайтами (хромосомные позиции см. в табл. 1). б – Усредненный уровень метилирова-
ния ДНК исследованного регуляторного региона гена MLH1 в различных тканях.
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уровням метилирования лейкоцитов от тканей
венозной стенки (p < 0.00005 для всех сайтов, кро-
ме CpG_1, p = 0.354). Уровень метилирования ин-
тактной артериальной ткани отличается от лей-
коцитов по четырем сайтам: (p < 0.000000005 для
всех сайтов, кроме CpG_1, p = 0.330, и CpG_6, p =

= 0.182). В свою очередь венозная сосудистая
стенка также отличается по пяти сайтам (кроме
CpG_1) от артериальной – как пораженной ате-
росклерозом (p < 0.001 для всех сайтов), так и ин-
тактной (p < 0.05 для всех сайтов). Ранее также
был выявлен более низкий уровень метилирова-

Рис. 3. Структурно-функциональная характеристика исследованного региона гена MLH1. Составлено с использова-
нием ресурсов UCSC (http://www.genome.ucsc.edu/) и GeneCard (https://www.genecards.org/).

Локализован:

• в 656 п.н.
    от промотора 3
    гена MLH1;
• в 567 п.н.
    от СрG-островка
• в экзоне 1 гена
    EPM2AIP1

В промоторе GH03J036988,
регулирующем работу:
• 4 белоккодирующих
    генов (MLH1, LRRFIP2,
     EPM2AIP1, TRANK1)
• 3 псевдогенов (TCEA1P2,
     NDUFAF4P3, RPS16P4)
• 3 генов длинных
    некодирующих РНК
    (HSALNG0025159,
     HSALNG0025160, lnc-TRANK1-1)

Исследованный регион
гена MLH1

Cодержит:

Проксимальный
энхансерподобный

элемент EH38E2192185

Регионы
взаимодействий:
• MLH1/GH03J036988
• MLH1/GH03J036968
• MLH1/GH03J036890
• LRRFIP2/GH03J036988
• LRRFIP2/GH03J036968
• LRRFIP2/GH03J036957
• LRRFIP2/GH03J036911
• LRRFIP2/GH03J036905

Рис. 4. Профиль метилирования энхансерного региона гена ATM. а – Паттерн метилирования отдельных CpG-сайтов
в энхансере гена ATM. б – Усредненный уровень метилирования исследованного регуляторного региона гена ATM в
разных тканях. Обозначения см. в подписи к рис. 2.
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ния CpG-сайтов в энхансерной последовательно-
сти генов CDKN2A/2B и CDKN2B-AS1 в лейкоци-
тах крови по сравнению с образцами сосудистой
стенки [10]. Различия в уровнях метилирования
между непораженной стенкой артерии и атеро-
склеротической бляшкой зарегистрированы по
двум сайтам: CpG_2 (chr11:108089866, p = 0.0003)
и CpG_4 (chr11:108090020, p = 0.0026). По обоим
сайтам в пораженной ткани уровень метилирова-
ния ниже примерно на 10%. Полученные данные
в некоторой степени согласуются с литературны-
ми: гипометилирование CpG-сайтов преимуще-
ственно именно в “шельфовой” области CpG-ост-
ровков показано для неопластических тканей [17],
а в патогенезе онкологических заболеваний и ате-
росклероза отмечается общность некоторых био-
логических процессов (таких как адаптивные им-
мунные реакции, задействованный в изменении
морфологии сигналинг, пролиферация и мигра-
ция гладкомышечных клеток сосудов) [30, 31]. На
основании полученных результатов можно пред-
полагать усиление экспрессии гена ATM и акти-
визацию процессов, регулируемых кодируемой
им киназой, в пораженной атеросклерозом стенке
артерий.

В целом, паттерн метилирования в регулятор-
ной области гена ATM сохранен во всех исследуе-
мых группах и имеет общий характер: высокий
уровень метилирования chr11:108089803 (CpG_1)
в 5'-регуляторной области, далее следует пони-
женный уровень метилирования в CpG_3
(chr11:108090015), затем наблюдается повышение
уровня метилирования более чем на 20% в CpG_4
(chr11:108090020) (рис. 4). Следует отметить, что
такой характер метилирования CpG-сайтов соот-

ветствует локализации повторяющихся элемен-
тов: сайты с локально повышенным уровнем их
метилирования располагаются в 5'-регионах
длинных концевых повторов (рис. S2, см. Допол-
нительные материалы на сайте http://www.molec-
bio.ru/downloads/2023/4/supp_Babushkina_rus.pdf).

Исследуемый регион гена ATM локализован в
последовательности энхансера GH11J108220 в
интроне 1 гена NPAT (рис. 5) (http://www.ge-
nome.ucsc.edu/; https://www.genecards.org/). Эн-
хансер GH11J108220 регулирует экспрессию гена
NPAT, относительно гена ATM нет четкой инфор-
мации. Тем не менее известно, что гены ATM и
NPAT относятся к корегулируемым и коэкспрес-
сирующимся и имеют общий двунаправленный
промотор (https://www.genecards.org/; https://
gtexportal.org/home/). Таким образом, можно
предположить влияние данного регуляторного
элемента на экспрессию обоих генов. Кроме того,
продукт гена NPAT позитивно регулирует экс-
прессию ATM [32, 33].

Роль метилирования изученных регионов генов 
MLH1 и ATM в регуляции их экспрессии

По данным проекта ORegAnno (http://www.oregan-
no.org/), изученные нами регуляторные области
генов MLH1 и ATM находятся в регионах связыва-
ния транскрипционного фактора (ТФ) SMARCA4
(http://www.genome.ucsc.edu/) [34]. SMARCA4
обладает геликазной и АТФазной активностью,
будучи частью большого АТФ-зависимого ком-
плекса ремоделирования хроматина SNF/SWI,
который необходим для активации транскрип-
ции генов, обычно репрессируемых хроматином.

Рис. 5. Структурно-функциональная характеристика исследованного региона гена ATM. Составлено с использовани-
ем ресурсов UCSC (http://www.genome.ucsc.edu/) и GeneCard (https://www.genecards.org/).

Локализован:

• в 3586 п.н. от промотра гена AТМ
• в 3053 п.н. от СрG-островка
• в интроне 1 гена NPAT

В энхансере GH11J10822,
регулирующем работу:
• 2 белоккодирующих генов
    (ACAT1, NPAT),
• 2 генов РНК (ENSG00000255467,
    HSALNG0086988)

Исследованный регион
гена  АТМ

Содержит:

Регионы взаимодействий:
• ACAT1/GH11J108220
• ENSG00000255467/GH11J108220
• HSALNG0086988/GH11J108220
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Полагают, что транскрипция в этом случае регу-
лируется через изменение структуры хроматина
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov).

Согласно ReMapp2022 (https://remap2022.uni-
vamu.fr) с ДНК в промоторном регионе гена MLH1
связываются 45 ТФ (рис. 6). Семь сайтов связыва-
ния ТФ полностью включают в себя проанализи-
рованную нами последовательность: это 2 сайта
для BRD4 (изолятор хроматина, который может
модулировать сигнальный ответ на повреждение
ДНК [35], коактиватор РНК-зависимой полиме-
разы II [36]), а также по одному сайту для HDAC1
(деацетилаза гистонов, регулятор структурной ди-
намики хроматина; https://www.ncbi.nlm.nih.gov),
SMARCA4 (см. выше), ZNF652 (репрессор тран-
скрипции [37]), CHD1 (белок эухроматина, фак-
тор ремоделирования хроматина [38]), PHIP (мо-
дулирует передачу сигналов инсулина; https://
www.ncbi.nlm.nih.gov). Таким образом, изучен-
ный регион MLH1 несет существенную регуля-
торную нагрузку. “Плотность” связывания ТФ
возрастает в направлении от CpG_1 к CpG_9 ‒ то
есть, чем ближе к CpG-островку, тем больше сай-
тов связывания различных ТФ.

С регуляторным регионом гена ATM, по дан-
ным ReMap2022, в разной степени перекрывают-
ся 43 сайта связывания ТФ (рис. 6), из них для 6 ТФ
выявлено более одного сайта (https://remap2022.uni-
vamu.fr). Сайты связывания двух ТФ полностью
перекрывают анализируемый фрагмент ДНК
(STAT1 и ETS1). Активатор транскрипции STAT1
опосредует экспрессию множества генов, важ-
ных для жизнеспособности клеток в ответ на
различные клеточные стимулы и патогены; иг-
рает важную роль в иммунных реакциях на ви-
русные, грибковые и микобактериальные пато-

гены (https://www.ncbi.nlm.nih.gov). ТФ ETS1 мо-
жет функционировать либо как активатор, либо
как репрессор транскрипции большого числа ге-
нов; участвует в развитии стволовых клеток, их
старении и гибели, а также в онкогенезе (https://
www.ncbi.nlm.nih.gov). Остальные ТФ связывают-
ся с последовательностями, лишь частично пере-
крывающимися с анализируемым фрагментом,
поэтому на их аффинность оказывают влияние не
все из исследованных CpG-сайтов. Максималь-
ное число сайтов связывания с ТФ приходится на
CpG_3 и CpG_4 (https://remap2022.univ-amu.fr;
http://www.genome.ucsc.edu/).

Следует заметить, что в ReMapp2022 представ-
лены экспериментальные данные по иммунопре-
ципитации хроматина в различных клеточных
линиях; среди них нет клеточных линий сосуди-
стой стенки и клеток цельной крови. Однако все
ТФ, связывающиеся с изученными регионами,
экспрессируются в широком спектре тканей и в
большинстве своем, по-видимому, не относятся к
тканеспецифическим. Согласно базе данных
NAIK Genome Database (http://summit.med.
unideb.hu/summitdb/experiment_preview.php), в мо-
нонуклеарных клетках периферической крови за-
регистрировано связывание с ДНК для 13 из
45 ТФ, связывающихся с анализируемым регио-
ном гена MLH1, и 11 из 31 ТФ, связывающихся с
анализируемым регионом гена АТМ (рис. 6). Та-
ким образом, выявленный нами тканеспецифич-
ный характер метилирования регуляторных реги-
онов генов MLH1 и ATM может влиять на уровень
экспрессии этих генов в различных тканях.

Средний уровень метилирования регулятор-
ных регионов изученных генов в лейкоцитах пе-
риферической крови, порядка 50%, может отра-

Рис. 6. Факторы транскрипции, для которых зарегистрировано наличие сайтов связывания в исследованных регионах
генов MLH1 и ATM. В скобках указано число сайтов связывания данного ТФ в изученном регионе (если оно больше 1);
жирным шрифтом выделены ТФ, функционирование которых доказано в клетках крови; подчеркнуты ТФ, сайты свя-
зывания которых включают всю анализируемую последовательность целиком.

MLH1: chr3:37033249-37033762

AR, ASH2L, BRD2 (2), BRD4 (6), CHD1 (3), CLOCK,
FOS, FOSL1, GATA2 (2), GATA3, HBP1, HDAC1 (4),
HDAC2, HDGF (2), HMGXB4, INO80 (3), JMJD1C,
JUNB, KAT7 (2), KMT2A (3), MAX, MCRS1 (2),
MED1 (3), MEN1 (2), MLLT1, MNT, MYCN, NRF1,
OVOL1, PHIP (3), RELB, SAP30, SMARCA4 (6),
SMARCE1, SUPT5H, TBX21, TBX5 (3), TEAD1 (2),
TEAD4 (4), YY1, ZEB2, ZNF335, ZNF652, ZNF692,
ZXDB

ATM: chr11:108089569-108090311

ATF2, BRD4 (2), CREM, EHMT2, ELF1, ESR1, ETS1,
FLI1, FOS, HDAC1, HDGF, HMBOX1, MNT,
NANOG (3), NR2C1, NR2F1, NR2F2, NR2F6, OSR2,
РАХ5 (3), PKNOX1, POU5F1, SIN3A, SMARCA4 (3),
SPI1 (5), STAT1, TRIM28, YY1 (2), ZNF143, ZNF592,
ZSCAN5C
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жать “активную готовность” к экспрессии (рис. 2,
рис. 4). Данный факт вполне объясним при учете
функциональных особенностей изученных ге-
нов, так как основной биологический процесс, в
котором участвуют продукты генов MLH1 и ATM –
репарация ДНК, а значит они экспрессируются
во всех типах тканей и на всех стадиях онтогене-
за. Кроме того, продукты изученных генов
участвуют в процессах воспаления, онкосупрес-
сии, а также вовлечены во множество других
биологических процессов (особенно это касает-
ся АТМ) [11].

Более интересным результатом представляется
гипометилирование промоторного региона гена
MLH1 в тканях сосудистой стенки и в то же время
гиперметилирование энхансерного региона гена
ATM. На основании этих данных можно предпо-
ложить усиление экспрессии MLH1 и снижение
экспрессии ATM в тех же тканях. Полученные по
гену MLH1 результаты в отношении статуса мети-
лирования промоторного региона хорошо согла-
суются с данными GTExPortal (https://gtexpor-
tal.org/home/) по экспрессии этого гена (рис. 7): в
цельной крови уровень экспрессии MLH1 невы-
сокий (медианное значение ‒ 6.6 транскриптов
на миллион, TPM), а в тканях сосудов (в аорте,
большеберцовой и коронарной артериях) он по-
чти одинаков и приблизительно в 4 раза выше.
В то же время приведенный в базе данных GTEx-
Portal фактический уровень экспрессии гена ATM
отличается от ожидаемого (исходя из полученных
нами данных по метилированию ДНК): экспрес-
сия ATM в тканях сосудов (7–8 TPM) также не-
сколько выше, чем в цельной крови (3.3 TPM).
Возможно, это связано с тем, что изученный на-
ми регион гена ATM представляет собой энхан-
сер, а не промотор гена, его действие на экспрес-
сию более опосредованное. Однако следует от-
метить, что в нашем исследовании оценка
метилирования ДНК в тканях сосудистой стенки
проведена у больных атеросклерозом, поэтому
уровень метилирования данного региона может
быть связан именно с патологическим процес-

сом, но это предположение требует дальнейшего
изучения.

Межиндивидуальная вариабельность 
метилирования изученных регионов

генов MLH1 и ATM

Для изученных регуляторных регионов генов
MLH1 и ATM характерна межиндивидуальная ва-
риабельность уровня метилирования ДНК. При-
чем гипо- или гиперметилирование у отдельных
индивидов выявляли в разных тканях (по сравне-
нию с уровнем метилирования ДНК у других ин-
дивидов в этой ткани). Известно, что метилом
клеток человека претерпевает запрограммиро-
ванные изменения не только во время онтогене-
за, но и под воздействием внешних стимулов, та-
ких как диета, прием лекарственных препаратов,
уровень физической активности и различные
факторы окружающей среды [4, 39–45]. Оценить
влияние всех факторов не представляется воз-
можным, мы рассмотрели некоторые из них. Так,
из 27 пациентов только один на момент взятия
крови для исследования не принимал лекарствен-
ных препаратов из групп гипотензивных, сахаросни-
жающих средств, антикоагулянтов/дезагрегантов,
статинов. Большое разнообразие принимаемых
препаратов и их сочетаний не позволяет провести
корреляционный анализ для оценки влияния от-
дельных лекарственных средств на уровень мети-
лирования исследованных регионов, но их разно-
образие может быть одной из причин высокой
межиндивидуальной вариабельности изученного
уровня метилирования ДНК.

В некоторых исследованиях (например, см.
[46]) отмечали зависимость уровней метилирова-
ния отдельных CpG-сайтов от пола и возраста, в
том числе и регионов, изученных в проведенном
нами исследовании. Согласно данным метилочи-
пов, на которых присутствовали три пробы из
анализируемого региона гена MLH1 и одна проба
из региона ATM, в клетках цельной крови уровни
метилирования cg02103401 и cg24607398 (CpG_2
и CpG_7 MLH1) коррелировали с полом,

Рис. 7. Экспрессия генов MLH1 и ATM в цельной крови и тканях сосудов (по данным GTEx Portal, https://gtexportal.
org/home/). Результаты представлены как число транскриптов на миллион (TPM).

40 MLH1

T
PM

30

20

10

Цельная
кровь

Большеберцовая
артерия

Коронарная
артерия

Аорта

40 ATM

T
PM

30

20

10

Цельная
кровь

Большеберцовая
артерия

Коронарная
артерия

Аорта



МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 57  № 4  2023

МЕТИЛИРОВАНИЕ РЕГУЛЯТОРНЫХ РЕГИОНОВ ГЕНОВ 657

cg10990993 (CpG_8 MLH1) – с полом и возрастом
[46], cg09191173 (CpG_6 ATM) – с возрастом [46].
Нами зарегистрирована слабая отрицательная
корреляция с возрастом (r = ‒0.411) уровня мети-
лирования CpG_3 (chr11:108090015) в регулятор-
ном регионе гена ATM в лейкоцитах (но не в тканях
сосудистой стенки) пациентов с атеросклерозом.
Корреляций уровня метилирования исследован-
ных CpG-сайтов гена MLH1 с полом и возрастом не
выявлено ни в одной из исследованных тканей.

Идентификация SNP, влияющих на уровень 
метилирования CpG-сайтов (meQTL) в изученных 

регионах генов MLH1 и ATM

Известно, что помимо средовых воздействий
на уровень метилирования оказывают влияние и
структурные вариации генома [47–49]. В иссле-
дованных регионах локализовано большое число
редких (<5%) SNP (108 в регионе MLH1 и 62 в ре-
гионе ATM) (https://gnomad.broadinstitute.org/).

Анализ “сырых” данных бисульфитного мас-
сового параллельного секвенирования, как и
стандартный анализ данных высокопроизводи-
тельного секвенирования (NGS), позволяет вы-
являть нуклеотидные замены в анализируемой
последовательности. Однако есть некоторые осо-
бенности в интерпретации этих данных, посколь-
ку в результате бисульфитной обработки немети-
лированные остатки цитозина конвертируются в
урацил, что приводит после проведения ПЦР к
появлению “замен” C/T. В регионе гена MLH1
была определена 101 такая замена: 92 в гомозигот-
ном состоянии и 9 в гетерозиготном, ‒ что соот-
ветствует числу и локализации цитозинов в дан-
ном фрагменте: 92 неметилированных и 9 в составе

анализируемых CpG-сайтов. Анализ замен С/Т
можно рассматривать как своеобразный “кон-
троль качества” бисульфитной обработки, так
как неполная конверсия приводит к массовому
появлению “гетерозигот” вне CpG-сайтов (один
образец был нами исключен из анализа на осно-
вании таких наблюдений). Кроме того, зареги-
стрированы две замены A/G ‒ каждая только в
одной ткани одного из образцов, что указывает на
высокую вероятность случайного события при
ПЦР; их присутствие в образцах требует дальней-
шего подтверждения.

Кроме того, между CpG_3 и CpG_4 выявлена
замена T/G в позиции chr3:37033461 (rs4647200),
идентифицированная во всех исследованных тка-
нях у 7 индивидов, один из которых был гомози-
готным по этому варианту. Эта замена приводит к
появлению нового CpG-сайта, уровень метили-
рования которого имеет те же межтканевые осо-
бенности, что и весь регион (наиболее высокий
уровень ‒ в клетках крови, наиболее низкий ‒ в
венах). Известно, что порядка 20% распростра-
ненных вариантов в геноме человека приводят к
появлению либо исчезновению CpG-сайтов, их
функциональные последствия изучены плохо.
Однако показано, что потеря CpG-сайтов вслед-
ствие таких замен приводит к общему снижению
уровня метилирования региона [50].

Мы изучили связь rs4647200 с уровнем метили-
рования CpG-сайтов в регуляторном регионе ге-
на MLH1. CpG_3 был исключен из анализа ввиду
малого числа образцов, для которых было воз-
можно провести анализ данных по метилирова-
нию этого сайта. Статистически значимые разли-
чия по уровню метилирования зарегистрированы
лишь для отдельных CpG-сайтов (табл. 3), что

Таблица 3. Ассоциации уровней метилирования изученных CpG-сайтов с rs4647200 и rs1799977 гена MLH1

a Ассоциации выявлены методом Манна‒Уитни, приведены только статистически значимые различия в уровнях метилиро-
вания. Для rs4647200 сравнения уровней метилирования проведены между генотипами TT и (TG + GG); для rs1799977 – меж-
ду AA и (AG + GG).

Ткань
Уровень значимостиa

CpG_1 CpG_2 CpG_4 CpG_5 CpG_6 CpG_7 CpG_8 CpG_9

rs4647200

Кровь 0.013 0.031 0.013 0.041 0.010
Атеросклеротическая 
бляшка

0.034 0.047 0.041

Интактная артерия
Вена 0.013 0.003 0.040

rs1799977

Кровь 0.047 0.045
Атеросклеротическая 
бляшка
Интактная артерия 0.013 0.013 0.001 0.005 0.002 0.025
Вена 0.008
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можно объяснить небольшим размером выборки.
Однако во всех тканях прослеживается тенденция
(наименее выраженная в интактных артериях) по
увеличению уровня метилирования у носителей
редкого аллеля rs4647200 (генотипы GT и GG)
(рис. 8); при этом наиболее высокий уровень ме-
тилирования ДНК в подавляющем большинстве
случаев зарегистрирован у носителя гомозигот-
ного генотипа GG (1 человек, данные не показаны).
Метилирование CpG-сайта, возникающего de novo,
также контекстзависимо: у гомозиготы оно выше,
чем у гетерозигот в 2.5 раза в клетках крови и в
3 раза во всех трех тканях сосудистой стенки. Ин-
тересно, что сходные результаты получены и при
изучении зависимости уровня метилирования
исследованных CpG-сайтов от генотипов по
rs1799977 (миссенс-замене в экзоне 8 гена MLH1)

(рис. 8). Между этими маркерами расстояние по-
рядка 20 т.п.н., тем не менее при разных частотах
редких аллелей (14.8 и 31.5% для rs4647200 и
rs1799977 соответственно) в исследованной груп-
пе они полностью сцеплены: замена в промотор-
ном регионе присутствует только на фоне замены в
экзоне 8 гена MLH1 (D' = 1.0, r2 = 0.379, LOD = 3.23).

В регионе гена ATM зарегистрировано 158 “за-
мен” C/T, которые соответствуют количеству и
локализации цитозинов в данном фрагменте; из
них 7 идентифицированы как метилцитозины;
уровень метилирования изучен нами в шести из
них. Кроме того, в отдельных тканях различных
образцов зарегистрировано 15 замен A/G и по од-
ной – A/T и T/A. Это могут быть соматические
мутации, но наиболее вероятны случайные тех-
нические ошибки. Не выявлено замен, наличие
которых подтверждено хотя бы в двух тканях од-
ного образца.

Нами проанализирована возможная связь с
уровнем метилирования CpG-сайтов изученного
региона двух маркеров в гене ATM: rs189037 в про-
моторной области и rs1801516 в экзоне 37 (мис-
сенс-замена). Эти SNP расположены довольно
далеко как от анализируемой последовательности
(более 3.5 т.п.н. и 85 т.п.н. для rs189037 и rs1801516
соответственно), так и относительно друг друга.
Несмотря на удаленность, в изученной выборке
маркеры сцеплены (D' = 1.0, r2 = 0.123, LOD = 1.06).
Замена rs189037 (частота редкого аллеля – 42.6%)
не оказывает существенного влияния на уровни
метилирования изученных CpG-сайтов в регуля-
торном регионе (рис. 9); при этом для значитель-
но более удаленного rs1801516 (частота редкого
аллеля – 13.5%) в некоторых случаях различия
были статистически значимы (табл. 4).

Рис. 8. Средние уровни метилирования CpG-сайтов в исследованных тканях в зависимости от генотипов rs4647200 и
rs1799977 гена MLH1.
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Таблица 4. Ассоциации уровней метилирования изу-
ченных сайтов с rs1801516 в гене АТМ

a Ассоциации выявлены методом Манна‒Уитни, приведены
только статистически значимые различия в уровнях метили-
рования. Сравнения уровней метилирования проведены
между генотипами GG и AG.

Ткань
Уровень значимостиa

CpG_1 CpG_2 CpG_3 CpG_4 CpG_5 CpG_6

Кровь
Атеросклеро-
тическая 
бляшка

0.043 0.009

Интактная 
артерия

0.024

Вена
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Изученные нами маркеры ранее не описаны в
качестве цис- или транс-meQTL-вариантов для
исследованных CpG-сайтов, хотя замена rs189037
в промоторе гена ATM (rs189037) относится к
meQTL для четырех других CpG-сайтов при двух
видах рака: cg01991180 при колоректальном раке и
аденокарциноме простаты и cg12106634, cg14761454
и cg27453365 при аденокарциноме простаты
(http://gong_lab.hzau.edu.cn/Pancan-meQTL/search)
[51]. Все эти сайты расположены в одном регионе ‒ в
пределах “берега” CpG-островка (https://ge-
nome.ucsc.edu/). Замена в экзоне 37 гена ATM,
rs1801516, при раке щитовидной железы является
сis-meQTL для CpG-сайта в интроне 1 гена ACAT1
(http://gong_lab.hzau.edu.cn/Pancan-meQTL/search),
удаленного более чем на 182 т.п.н. от данного SNP
(https://genome.ucsc.edu/), что косвенно согласу-
ется с полученными нами результатами. Для двух
изученных SNP (rs4647200 и rs1799977) в гене
MLH1 в доступной литературе не найдено инфор-
мации по их роли в качестве meQTL, причем
остается непонятным: эти маркеры не изучали в
данном контексте, или же они не обладают
meQTL-эффектом. Например, rs4647200 не пред-
ставлен даже на высокоплотных чипах Infinium
Multi-Ethnic Global BeadChip (“Illumina”). Для
исследованных нами четырех CpG-сайтов
(cg02103401, cg24607398, cg10990993 в гене MLH1
и cg09191173 в гене ATM), представленных на мети-
лочипах, согласно доступным данным, не было
выявлено meQTL-SNP (http://gong_lab.hzau.edu.cn/
Pancan-meQTL/search).

Таким образом, зависимость метилирования
ДНК от контекста нуклеотидной последователь-
ности гена более ярко выражена в отношении ис-
следованного региона гена MLH1; причем данное

явление показано как относительно SNP, распо-
ложенного внутри изученного региона, так и от-
носительно более удаленного маркера. Для гена
ATM этот эффект выражен существенно слабее.
Интересно, что в этом случае значимые различия
в уровнях метилирования ДНК выявляли в зави-
симости от генотипов маркера, существенно бо-
лее удаленного, но эволюционно более консерва-
тивного [52]. Вероятно, это связано с более позд-
ним происхождением замены в промоторном
регионе в уже сформировавшемся ранее обшир-
ном блоке сцепления. Таким образом, межинди-
видуальные различия в уровнях метилирования
CpG-сайтов генов MLH1 и ATM связаны с доста-
точно удаленными структурными вариациями
последовательности ДНК. Скорее всего, этот фе-
номен ‒ следствие “блочной” структуры ДНК.

Сопоставление полученных результатов
с данными из открытых источников

Четыре из изученных нами CpG-сайтов при-
сутствуют на метилочипах Illumina. Три из них
находятся в регуляторном регионе гена MLH1:
CpG_2 (chr3:37033373, ID на чипе – cg02103401),
CpG_7 (chr3:37033625, cg24607398), CpG_8
(chr3:37033632, cg10990993); ‒ и один в гене ATM ‒
CpG_6 (chr11:108090159, cg09191173). Это позво-
лило провести сравнение полученных результатов с
данными из общедоступного репозитория функ-
циональных геномных данных – Gene Expression
Omnibus (GEO, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/),
который содержит стандартизованные данные
секвенирования или данные, полученные на
микрочипах (табл. 5). Из обобщенных данных
видно, что существует значительная вариабель-

Рис. 9. Средние уровни метилирования CpG-сайтов в исследованных тканях в зависимости от генотипов rs189037 и
rs1801516 гена ATM.
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ность уровня метилирования изученных сайтов в
одних и тех же тканях даже при одной и той же па-
тологии, но по данным разных исследований
[53–55]. Это может быть связано с различиями в
использованных методах пробоподготовки и ана-
лиза. В связи с этим напрямую проводить сравне-
ния результатов различных исследований некор-
ректно. Тем не менее обращают на себя внимание
существенные различия в уровнях метилирова-
ния изученных CpG-сайтов в тканях стенки раз-
личных сосудов (с учетом наших данных): наи-
меньший в аорте, средний в вене и максимальный
в сонных артериях. Показано, что уровень мети-
лирования всех изученных CpG-сайтов в атеро-
склеротической бляшке выше, чем в интактных
артериальных тканях [53]. С этими результатами
в некоторой степени согласуются полученные на-
ми данные: по трем CpG-сайтам в гене MLH1 и
одному в гене ATM тенденция сохраняется, одна-
ко различия несущественны (не более 4%). По
двум сайтам, для которых нами выявлены стати-

стически значимые различия между пораженным
и интактным участками артерий, ситуация про-
тивоположна (в пораженной ткани ДНК гипоме-
тилирована).

Таким образом, проведенный анализ профи-
лей метилирования промоторной области гена
MLH1 и энхансерного региона гена ATM в раз-
личных тканях одних и тех же индивидов проде-
монстрировал наличие выраженных межтканевых
различий, не позволяющих, однако, уверенно диф-
ференцировать нормальные и пораженные ткани
сосудистой стенки сонных артерий. Тем не менее
на основании полученных результатов можно
предполагать участие киназы ATM в развитии
атеросклероза. Исходя из “нагруженности” изу-
ченных регионов сайтами связывания тран-
скрипционных факторов (по данным Re-
Mapp2022), тканеспецифичный характер метили-
рования регуляторных областей генов MLH1 и
ATM может быть связан с тканеспецифичным

Таблица 5. Уровень метилирования CpG-сайтов генов MLH1 и ATM при атеросклерозе

a Данные представлены как среднее ± стандартное отклонение.
b Идентификационные номера наборов данных из GEO.

Образцы

Уровень метилированияa, %

Источник
данных

MLH1, CpG_2 MLH1, CpG_7 MLH1, CpG_8 ATM, CpG_6

chr3:37033373 chr3:37033625 chr3:37033632 chr11:108090159

cg02103401 cg24607398 cg10990993 cg09191173

Сосуды

Аорта (норма) (n = 15) 11.19 ± 4.32 25.51 ± 3.97 21.55 ± 4.72 75.70 ± 2.35 GSE46401b [53]
Атеросклеротические 
бляшки аорты
(n = 15)

22.60 ± 7.34 40.09 ± 6.37 34.74 ± 5.25 72.89 ± 2.44

Внутренняя грудная арте-
рия (норма) (n = 4)

21.35 ± 5.97 41.68 ± 9.57 37.24 ± 4.98 73.83 ± 1.89 GSE149759b [54]

Атеросклеротические 
бляшки сонных артерий
(n = 14)

30.85 ± 9.23 52.13 ± 7.56 47.79 ± 8.66 68.99 ± 4.62

Сонные артерии (норма)
(n = 26)

25.65 ± 9.38 35.74 ± 8.92 37.67 ± 5.83 57.21 ± 9.70 Эта работа

Атеросклеротические 
бляшки сонных артерий
(n = 26)

24.31 ± 9.45 39.78 ± 9.15 41.96 ± 11.16 59.39 ± 6.60 Эта работа

Большие подкожные вены 
(n = 15)

17.50 ± 8.36 26.14 ± 7.72 29.25 ± 8.52 67.73 ± 6.45 Эта работа

Лейкоциты крови

Здоровые доноры (n = 8) 68.53 ± 5.87 79.35 ± 8.54 76.82 ± 4.58 63.48 ± 5.89 GSE107143b [55]
Атеросклероз коронарных 
артерий (n = 8)

67.16 ± 5.28 80.95 ± 7.51 75.82 ± 3.78 61.11 ± 8.01

Атеросклероз коронарных 
артерий (лейкоциты)
(n = 27)

49.21 ± 11.76 61.74 ± 11.78 63.20 ± 8.38 53.96 ± 8.29 Эта работа
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уровнем их экспрессии. Межиндивидуальные
различия в уровнях метилирования CpG-сайтов
связаны с достаточно удаленными нуклеотидны-
ми заменами.
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Methylation of Regulatory Regions of DNA Repair System Genes 
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The status of DNA methylation in the human genome changes during the pathogenesis of common diseases
and acts as a predictor of life expectancy. Therefore, it is of interest to investigate the methylation level of regu-
latory regions of genes responsible for general biological processes that are potentially significant for the de-
velopment of age-associated diseases. Among them there are genes encoding proteins of DNA repair system,
which are characterized by pleiotropic effects. Here, results of the targeted methylation analysis of two regions
of the human genome (the promoter of the MLH1 gene and the enhancer near the ATM gene) in different
tissues of patients with carotid atherosclerosis are present. Analysis of the methylation profiles of studied
genes in various tissues of the same individuals demonstrated marked differences between leukocytes and tis-
sues of the vascular wall. Differences in methylation levels between normal and atherosclerotic tissues of the
carotid arteries were revealed only for two studied CpG sites (chr11:108089866 and chr11:108090020,
GRCh37/hg19 assembly) in the ATM gene. Based on this, we can assume the involvement of ATM in the de-
velopment of atherosclerosis. “Overload” of the studied regions with transcription factor binding sites (ac-
cording to ReMapp2022 data) indicate that the tissue-specific nature of methylation of the regulatory regions
of the MLH1 and ATM may be associated with expression levels of these genes in a particular tissue. It has
been shown that inter-individual differences in the methylation levels of CpG sites are associated with suffi-
ciently distant nucleotide substitutions.

Keywords: DNA methylation, CpG islands, NGS, atherosclerosis, ATM, MLH1
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