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Резюме 

Актуальность: В России ишемическая болезнь сердца (ИБС) является очень 

распространенным заболеванием, характеризующимся высокой смертностью, 

поэтому проблема раннего прогноза и профилактики данного заболевания 

представляется особенно актуальной. В связи с мультифакториальной этиоло-

гией ИБС, понимание генетических факторов развития заболевания медицин-

скими работниками является перспективным для более полноценного форми-

рования групп риска среди населения нашей страны и проведения предупреди-

тельных мероприятий. Цель исследования: Изучение роли взаимодействий 

полиморфизмов гена сосудистого эндотелиального фактора роста-А (VEGFA) и 

курения в развитии ИБС. Материалы и методы: Образцы ДНК 1214 нерод-

ственных индивидов (555 больных ИБС и 659 здоровых лиц) использовались 

для генотипирования SNPs rs3025039, rs2010963, rs833061, rs3025000 и 

rs833068 гена VEGFA методом ПЦР льном времени (ПЦР-РВ) с помощью 

TaqMan-зондов. Результаты: Мы впервые выявили ассоциации полиморфных 

вариантов rs2010963, rs833061, rs3025000 и rs833068 с риском развития ИБС 

исключительно у курильщиков независимо от пола и возраста (PGxE0,01). 

Установлено, что аллели rs2010963C, rs833061T, rs3025000T и rs833068A были 

ассоциированы с повышением уровня экспрессии гена VEGFA в тканях орга-

низма. Заключение: SNPs rs3025000 и rs833068 в рамках данной работы были 

впервые нами представлены как генетические маркеры предрасположенности к 

ишемической болезни сердца. Рассмотренные полиморфные варианты гена 

VEGFA (rs2010963, rs833061, rs3025000 и rs833068) ассоциированы с риском 

развития ИБС посредством потенцирования негативных влияний химических 

компонентов табачного дыма на формирование атеросклеротического процесса 

в коронарных артериях. 

Ключевые слова: ишемическая болезнь сердца; ген сосудистого эндотелиаль-

ного фактора роста-А (VEGFA); однонуклеотидный полиморфизм (SNP); куре-
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Abstract 

Background: Coronary heart disease (CHD) is a common disease with a high mor-

tality rate in Russia, so the problem of early prognosis and prevention of this disease 

is particularly relevant. In connection with the multifactorial etiology of CHD, un-

derstanding the genetic factors of the disease development for medical professionals 

is promising for more complete formation of risk groups among the population of our 

country and carrying out preventive measures. The aim of the study: To investigate 

the role of interactions between VEGFA gene polymorphisms and smoking in coro-

nary heart disease (CHD) risk. Materials and methods: DNA samples from 1214 

unrelated individuals (555 CHD patients and 659 controls) were genotyped for SNPs 

rs3025039, rs2010963, rs833061, rs3025000 and rs833068 of VEGFA by the Taq-

Man-based assays. Results: In this study, we found that the alleles rs2010963C, 

rs833061T, rs3025000T, and rs833068A were associated with increased expression 

of the VEGFA gene in body tissues. For the first time we have identified associations 

of the polymorphic variants of rs2010963, rs833061, rs3025000 and rs833068 with 

the risk of developing coronary heart disease exclusively in smokers, regardless of 

gender and age (PGxE0,01). Conclusion: In the framework of this work, SNPs 

rs3025000 and rs833068 were first presented by us as genetic markers of predisposi-

tion to coronary heart disease. The considered polymorphic variants of the VEGFA 

gene (rs2010963, rs833061, rs3025000 and rs833068) are associated with the risk of 

developing heart artery disease by potentiating the negative effects of the chemical 

components of smoke on the formation of the atherosclerotic process in the coronary 

arteries. 
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Введение. Ишемическая болезнь 

сердца (ИБС) – это заболевание, возника-

ющее вследствие уменьшения или пре-

кращения кровоснабжения миокарда, в 

связи с поражением в системе коронарных 

артерий. Согласно статистическим данным 

в 2016 году в Российской Федерации было 

зарегистрировано более 7 миллионов па-

циентов с установленным диагнозом ИБС, 

а смертность от заболевания  составила 

397,4 случаев на 100 тысяч человек [1]. 

Согласно данным ВОЗ в подавляющем 

большинстве развитие случаев ИБС (при-

мерно у 95% больных) связано с атеро-

склеротическим процессом в коронарных 

артериях. Основными факторами риска 

развития ИБС являются: артериальная ги-

пертензия, ожирение, гиперхолестерине-

мия, сахарный диабет 2-го типа, принад-

лежность к мужскому полу, наследствен-

ная отягощенность по ИБС, нерациональ-

ное питание, курение, а также возраст 

старше 55 лет [2, 3].  

Известно, что этиология ишемиче-

ской болезни сердца имеет мультифакто-

риальную природу, то есть в развитии за-

болевания играют роль взаимодействия 

многочисленных генетических и средовых 

факторов [4]. К настоящему времени иден-

тифицирован широкий спектр генов, ассо-

циированных с предрасположенностью к 

ИБС, включая полиморфные варианты ге-

нов регуляции липидного обмена, контро-

лирующих свертывание крови и тонус со-

судов, факторов адгезии и эндотелиальной 

дисфункции [5]. Установленные гены-

кандидаты, ассоциированные с предраспо-

ложенностью к ИБС, характеризовались 

слабыми или умеренными фенотипиче-

скими эффектами и даже их совокупное 

влияние на коронарный атеросклероз объ-

ясняет лишь незначительную долю под-

верженности болезни, что указывает на 

значимую роль факторов окружающей 

среды в формировании заболевания [5]. 

Как правило, в генетических исследовани-

ях этиологии ИБС, как впрочем, и других 

мультифакториальных заболеваний, сов-

местная оценка генетических маркеров и 

средовых факторов на развитие болезни 

проводится далеко не во всех работах, хотя 

именно для этого класса болезней влияние 

факторов окружающей среды имеет 

наибольшее значение [6]. Хорошо извест-

но, что курение в значительной степени 

повышает риск развития ИБС, особенно у 

генетически восприимчивых людей [7]. 

Однако молекулярные механизмы, посред-

ством которых средовые факторы потен-

цируют влияние генов на развитие ИБС, 

по-прежнему, остаются еще недостаточно 

изученными. 

Одной из патогенетически значимых 

для развития ИБС групп генов, потенци-

ально вовлеченных в формирование арте-

риального русла (в том числе коронарных 

артерий) и развитие коллатерального кро-

вообращения, являются сосудистые эндо-

телиальные факторы роста (VEGF). Се-

мейство VEGF включают в себя шесть 

факторов роста: VEGFA, VEGFB, VEGFC, 

VEGFD, VEGFE и плацентарный фактор 

роста (PLGF) [8]. Одним из генов, которые 

могут вносить вклад в развитие ИБС, явля-

ется VEGFA, который регулирует мигра-

цию, пролиферацию и дифференцировку 

клеток эндотелия сосудов, в связи с чем, 

полиморфные варианты данного гена 

представляют интерес в качестве потенци-

альных генетических маркеров риска раз-

вития ИБС. Полиморфные варианты гена 

VEGFA при ИБС ранее были изучены в не-
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которых популяциях мира, а их результаты 

суммированы в двух недавно опублико-

ванных мета-анализах [9, 10]. Мета-анализ, 

выполненный Wang с соавт. [9], позволил 

установить взаимосвязь между однонук-

леотидными полиморфизмами (SNPs) 

rs699947 и rs3025039 гена VEGFA и повы-

шенным риском ИБС. Кроме того, поли-

морфизм rs2010963 был связан с развитием 

инфаркта миокарда. Результаты мета-

анализа, проведенного Ма с соавт. [10], 

подтвердили результаты Wang с соавт., и 

показали, что полиморфизмы rs699947, 

rs2010963 и rs3025039 гена VEGF ассоции-

рованы с повышенным риском развития 

ИБС. Анализ подгрупп, стратифицирован-

ный по расово-этническому признаку, по-

казал, что полиморфизмы rs699947 и 

rs3025039 связаны с риском развития ИБС 

только в азиатских популяциях [10], тем 

самым, демонстрируя межрасо-

вые/межэтнические различия во вкладе 

полиморфных вариантов гена VEGFA в 

детерминацию предрасположенности к 

ИБС. К сказанному следует добавить, что 

исследований, сфокусированных на поиске 

ассоциаций полиморфных вариантов гена 

VEGFA с риском развития ИБС в россий-

ских популяциях до настоящего времени 

не проводилось, а исследования, которые 

бы анализировали совместные влияния 

факторов риска (например, курения) и по-

лиморфизмов VEGFA на риск развития бо-

лезни в мире немногочисленны. 

Цель исследования. Целью настоя-

щего исследования явилось изучение роли 

взаимодействий полиморфных вариантов 

гена сосудистого эндотелиального фактора 

роста-А и одного из ведущих средовых 

факторов риска болезни – курения в реали-

зации наследственной предрасположенно-

сти к ишемической болезни сердца. Важ-

ной задачей исследования был биоинфор-

матический анализ регуляторного потен-

циала SNPs, которые покажут ассоциации 

с развитием ИБС, с целью патофизиологи-

ческой интерпретации гено-

фенотипических корреляций.  

Материалы и методы. В исследова-

ние было включено 1214 образцов ДНК 

биобанка научно-исследовательского ин-

ститута генетической и молекулярной эпи-

демиологии Курского государственного 

медицинского университета (КГМУ). Ис-

следуемая когорта включала образцы ДНК 

555 больных с диагнозом ИБС (53% муж-

чин и 47% женщин) и 659 относительно 

здоровых добровольцев без хронических 

заболеваний (51% мужчин и 49% женщин) 

– неродственных жителей Курской обла-

сти славянского происхождения (более 

90% были этнически русскими). У всех 

пациентов было получено информирован-

ное согласие на участие в исследовании. 

Протокол исследования был рассмотрен и 

утвержден на заседании Регионального 

этического комитета при КГМУ. 

Все пациенты с ИБС находились на 

стационарном лечении в кардиологиче-

ском отделении, отделении сосудистой хи-

рургии и рентгенохирургических методов 

диагностики областной клинической боль-

ницы (БМУ КОКБ), кардиологическом от-

делении больницы скорой медицинской 

помощи (ОБУЗ КГКБ СМП) г. Курска в 

период с 2011 по 2015 гг. в рамках прове-

дения генетико-эпидемиологических ис-

следований различных сердечно-

сосудистых заболеваний [11-15]. Диагноз 

ИБС (стенокардия, инфаркт миокарда, 

постинфарктный кардиосклероз) устанав-

ливался квалифицированными врачами-

кардиологами на основании результатов 

клинического и лабораторно-

инструментального обследования (данные 

суточного мониторирования ЭКГ, корона-

рографии). Анкетирование по наличию 

фактора риска курение проводилось при 

непосредственном общении с пациентами 

с использованием анкеты, разработанной 

на кафедре биологии, медицинской гене-

тике и экологии КГМУ и использовавшей-

ся нами в ранее проводившихся исследо-

ваниях [12, 13, 14, 16, 17].  

Выделение ДНК производилось из 

цельной венозной крови методом феноль-

но-хлороформной экстракции. Для иссле-

дования было отобрано пять частых SNP 

rs3025039, rs2010963, rs833061, rs3025000 

и rs833068 гена VEGFA. Выбор SNPs осно-
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вывался на оценке гаплотипической струк-

туры гена (отбор tagSNPs, r
2
≥0.8), частоте

минорного аллеля (MAF>5%), регулятор-

ном потенциале SNP – параметрах, необ-

ходимых для наиболее полного охвата ва-

риабельности гена и включения наиболее 

функционально значимых полиморфных 

вариантов [18]. Генотипирование ДНК-

полиморфизмов гена VEGFA проводилось 

методом ПЦР в режиме реального времени 

с дискриминацией аллелей с помощью 

TaqMan-зондов на амплификаторе CFX96 

(Bio-Rad, США) с использованием ком-

мерческих наборов Applied Biosystems 

(Thermo Fisher Scientific). 

Статистическая обработка генетиче-

ских и фенотипических данных осуществ-

лялась с использованием программы 

SNPstats [19]. Ассоциации аллелей и гено-

типов VEGFA с развитием ИБС оценива-

лись раздельно в группах, стратифициро-

ванных по наличию/отсутствию фактора 

риска курения, методом логистического 

регрессионного анализа посредством рас-

чета показателя отношения шансов (OR) и 

границ 95%-го доверительного интервала 

(CI) с поправкой на пол и возраст индиви-

дов. Программа SNPstats также рассчиты-

вала уровень значимости, отражающий 

взаимодействие SNP-фактор риска - т.е. 

генно-средовые взаимодействия (PGxE). С 

целью интерпретации выявленных ассоци-

аций полиморфных вариантов гена VEGFA 

нами проводилось функциональное анно-

тирование SNPs с использованием доступ-

ных биоинформатических инструментов и 

интернет-ресурсов. С целью выявления 

QTLs (локусов количественных призна-

ков), ассоциированных с исследуемыми 

полиморфизмами, нами использовались 

базы данных: eQTLGen 

(https://www.eqtlgen.org/cis-eqtls.html), 

GTEx portal 

(https://www.gtexportal.org)иQTLbase 

(http://mulinlab.tmu.edu.cn/qtlbase/index.htm

l). Для изучения потенциальных механиз-

мов эпигенетической регуляции экспрес-

сии гена VEGFA, осуществляемой при уча-

стии его полиморфных вариантов нами 

использовались биоинформатические ре-

сурсы SNPnexus (https://www.snp-

nexus.org/index.html), интегрирующие экс-

периментальные данные проектов EN-

CODE (https://www.encodeproject.org) и 

Roadmap Epigenomics 

(http://www.roadmapepigenomics.org) и поз-

воляющие выявлять функциональные эле-

менты в геноме человека, которые контро-

лируют экспрессию генов в различных ви-

дах клеток и тканей. Биоинформатический 

инструмент atSNP search [20] использовал-

ся нами для предсказания связывающей 

способности транскрипционных факторов 

(ТФ) с ДНК-мотивами в области SNPs, по-

тенциально влияющих на экспрессию гена 

VEGFA. Программа позволяет рассчиты-

вать статистики (P-уровни значимости) 

аффинности связывания ТФ с ДНК-

мотивами, включающими каждый аллель, 

на основе оценки параметров PWM 

(position weight matrices – позиционные 

весовые матрицы) [21] – биоинформатиче-

ского метода поиска мотивов в биологиче-

ских последовательностях. Пороговое зна-

чение уровня значимости P<0,01 было 

принято для отбора кандидатных ТФ, в от-

ношении которых in silico тестируемый 

аллель создает (gain) или теряет (loss) уча-

сток связывания для специфического регу-

лятора транскрипции. 

Результаты и их обсуждение. Рас-

пределение частот генотипов в группах 

больных ИБС и контроля находилось в со-

ответствии с равновесием Харди-

Вайнберга РХВ за исключением rs3025039, 

в отношении которого установлено стати-

стически значимое отклонение от РХВ 

(P<0,01). Частоты минорных аллелей 

(MAF) полиморфных вариантов гена 

VEGFA в исследуемой нами выборки жи-

телей Курской области были сопоставимы 

с таковыми в других европеоидных попу-

ляциях (P>0,05). В частности, MAF SNPs 

rs3025039 (T), rs2010963 (С), rs833061 (С), 

rs3025000 (T) и rs833068 (A) в исследован-

ной нами популяции и усредненные MAF в 

европейских популяциях (данные проекта 

HapMap, www.ensembl.org) были следую-

щими: 0,13, 0,27, 0,49, 0,26, 0,27 и 0,12, 

0,31, 0,50, 0,29, 0,31, соответственно. 
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В таблице 1 представлены результа-

ты анализа ассоциаций полиморфных vва-

риантов гена VEGFA с риском развития 

ИБС в зависимости от наличия у пациен-

тов фактора риска курения. Четыре из пяти 

полиморфизмов VEGFA показали стати-

стически значимые генно-средовые взаи-

модействия, отражающие синергичное 

влияние курения и SNPs на риск развития 

болезни. Так, генотипы G/G и C/G (гено-

типы с вариантным аллелем G) SNP 

rs2010963 оказались нейтральными в от-

ношения влияния на риск развития ИБС у 

некурящих индивидов (P=0,19), в то время 

как у курильщиков (P=0,003) указанные 

генотипы увеличивали риск развития бо-

лезни, (PGxE=0,0009). Ассоциации с анало-

гичной направленности наблюдались и для 

полиморфизмов rs833061, rs3025000 и 

rs833068 (PGxE0,01). В частности, геноти-

пы C/C-T/C rs833061 (P=0,001), C/C-T/C 

rs3025000 (P=0,008) и G/G-G/A rs833068 

(P=0,007) были ассоциированы с повы-

шенным риском развития ИБС у куриль-

щиков, а у некурящих индивидов не ока-

зывали никакого влияния на развитие бо-

лезни (P>0,05). При этом выявленные ген-

но-средовые взаимодействия не зависели 

от пола и возраста пациентов. 

Таблица 1 

Влияние курения на риск развития ИБС у носителей генотипов сосудистого  

эндотелиального фактора роста 

Table 1 

Influence of smoking on the risk of CHD in carriers of vascular endothelial growth factor 

genotypes 

SNP VEGFA Генотип 
Некурящие

1
 OR 

(95%Cl)
2 

Курящие
1 

OR 

(95%Cl)
2 PGxE

3

Контроль ИБС Контроль ИБС 

rs3025039 

T/T 
0 

(0,0) 

2 

(0,7) 
1,00 

0 

(0,0) 
2 (1,1) 1,00 

1,00

C/C-C/T 383 (100,0) 305 (99,3) 0,00 
228 

(100,0) 
186 (98,9) 0,00 

rs2010963 

C/C 
29 

(7,3) 
31(10,1) 1,00 

33 

(13,9) 
10(5,3) 1,00 

0,0009

G/G-C/G 
367 

(92,7) 
276(89,9) 

0,68 

(0,40-1,15) 

204 

(86,1) 

178 

(94,7) 

2,98 

(1,43-6,23) 

rs833061 

T/T 
80 

(20,2) 

72 

(23,5) 
1,00 

80 

(33,8) 

36 

(19,1) 
1,00 

0,0008 

C/C-T/C 316 (79,8) 235 (76,5) 
0,82 

(0,57-1,17) 

157 

(66,2) 
152 (80,9) 

2,19 

(1,39-3,45) 

rs3025000 

T/T 
27 

(6,9) 

24 

(7,8) 
1,00 

29 

(12,2) 
9 (4,8) 1,00 

0,01 

C/C-T/C 365 (93,1) 283 (92,2) 
0,85 

(0,48-1,51) 

208 

(87,8) 
179 (95,2) 

2,87 

(1,32-6,22) 

rs833068 

A/A 145 (36,6) 109 (35,5) 1,00 
33 

(13,9) 

11 

(5,9) 
1,00 

0,0007 

G/G-G/A 251 (63,4) 198 (64,5) 
0,60 

(0,35-1,03) 

204 

(86,1) 
177 (94,1) 

2,69 

(1,32-5,50) 

Примечание: 1 – абсолютное число и процент лиц с указанным генотипом; 2 – отношение шансов с 95% довери-

тельными интервалами с поправками на пол и возраст; 3 – уровень значимости, отражающий генно-средовые 

взаимодействия. 

Note: 1 – the absolute number and percentage of individuals with the indicated genotype; 2 – odds ratio with 95% confi-

dence intervals adjusted for gender and age; 3 – significance level, reflecting the gene-environmental interactions. 

В таблице 2 представлены результаты 

анализа неравновесия по сцеплению 

между исследуемыми полиморфными 

вариантами гена VEGFA. Как можно 

увидеть из таблицы 2, полиморфизмы 

rs2010963, rs833061, rs3025000 и rs833068 
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находились в тесном неравновесии по 

сцеплению друг с другом (D>0,9), тогда 

как SNP rs3025039 не был сцеплен ни с 

одним из исследованных полиморфизмов 

VEGFA.  

Таблица 2 

Неравновесие по сцеплению (D) между полиморфными вариантами гена  

сосудистого эндотелиального фактора роста 

Table 2 

Linkage disequilibrium (D) between polymorphic variants of the vascular endothelial growth 

factor gene 
SNP ID rs3025039 rs2010963 rs833061 rs3025000 rs833068 

rs3025039 - 0,0378 0,0959 0,0281 0,0298 

rs2010963 - - 0,9391 0,9558 0,9747 

rs833061 - - - 0,9346 0,9503 

rs3025000 - - - - 0,967 

rs833068 - - - - - - 

Примечание: жирным шрифтом выделены статистически значимые показатели D (P=2.010-16). 

Note: statistically significant indicators D (P = 2.010-16) are in bold. 

Для интерпретации выявленных ас-
социаций нами было проведено функцио-
нальное аннотирование SNPs с использо-
ванием различных биоинформатических 
инструментов и онлайн-ресурсов. В табли-
це 3 представлены сводные данные по ре-
зультатам функционального аннотирова-
ния полиморфных вариантов гена VEGFA. 
Базы данных eQTLGen, GTEx portal and 
QTLbase позволили установить, что иссле-
дуемые SNPs имеют статистически значи-
мые eQTLs (expression Quantitative Trait 
Loci) – локусы, ассоциированные с экс-
прессией гена VEGFA в различных видах 
тканей и типов клеток. В большей степени 
нас интересовали клетки и ткани, которые 
могли бы иметь прямые или косвенные 
патофизиологические взаимосвязи с атеро-
склерозом коронарных артерий – т.е. арте-
рии, ткани миокарда и клетки крови.  Мы 
проанализировали данные функциональ-
ного аннотирования для SNP, в отношении 
которых нами были выявлены статистиче-
ски значимые генно-средовые взаимодей-
ствия. Мы обнаружили, что аллель G 
rs2010963 ассоциирован со снижением 
экспрессии гена VEGFA в крови согласно 
данным, полученным при использовании 
биоинформатических ресурсов QTLbase 

(P=1,010
-4

) и eQTLGen (P=1,310
-26

). Со-
гласно результатам эпигенетического ана-
лиза, выполненного с использованием ре-
сурса Roadmap Epigenomics Project, SNP 

rs2010963 ассоциирован с химическими 
модификациями гистона H3K4me3 в аорте, 
правом предсердии и левом желудочке 
сердца, а также гистона H3K27ac в правом 
предсердии и левом желудочке сердца. C 
помощью биоинформатического инстру-
мента Regulatory Build (Ensembl) установ-
лено, что SNP rs2010963 расположен в 
участке промотора, ассоциированном с по-
вышением транскрипционной активности 
гена в аорте, правом предсердии и левом 
желудочке сердца.  

В отношении SNP rs833061 с помо-
щью ресурса eQTLGen обнаружен один 
статистически значимый cisQTL – аллель 
T ассоциировался с увеличением экспрес-

сии гена VEGFA в крови (P=4,410
-12

).
Данный полиморфизм был также ассоции-
рован с sQTL в левом желудочке сердца 

(P=9,210
-10

). sQTL (splicing quantitative
trait locus) представляют собой сплайсин-
говые локусы количественных признаков, 
которые посредством включения или вы-
ключения интронов могут регулировать 
альтернативный сплайсинг, тем самым 
формировать различные изоформы фер-
мента в тканях. Кроме того, для SNP 
rs833061 в лимфоцитах крови обнаружен 
caQTL (chromatin accessibility quantitative 
trait locus) – аллель T был ассоциирован с 
доступностью хроматина для регуляции 
экспрессии рядом расположенных генов 

(P=5,110
-08

).
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Таблица 3 

Функциональное аннотирование SNPs гена VEGFA с помощью биоинформатических 

инструментов 

Table 3 

Functional annotation of the VEGFA gene SNPs using bioinformatics tools 
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rs3025039 C/T 3UTR - - √ √ - - - - - - - - √ √ 

rs2010963 C/G 5UTR - - √ √ - - - - - √ √ √ √ √ 

rs833061 C/T 
Upstream 

Variant 
√ - √ - - - - - - √ √ √ √ √ 

rs3025000 C/T intron - - √ √ - - - - √ - - - √ √ 

rs833068 G/A intron - √ √ - - - - - - - - √ √ 

Примечание: TFBS (Transcription Factor Binding Site) – наличия участка связывания для транскрипционного 

фактора. 

Note: TFBS (Transcription Factor Binding Site) - the presence of a binding site for a transcription factor. 

С помощью ресурса Roadmap 

Epigenomics Project установлено, что SNP 

rs833061 ассоциируется с модификациями 

гистонов H3K36me3, H3K4me3 и H3K27ac 

в правом предсердии и аорте, а также 

гистона H3K27ac в левом желудочке 

сердца. Кроме того, онлайн-инструмент 

Regulatory Build показал, что SNP rs833061 

расположен в участке промотора, 

усиливающего транскрипционную актив-

ность гена в аорте, правом предсердии и 

левом желудочке сердца. 

Анализ транскриптомных данных 

портала GTEx показал, что аллель T SNP 

rs3025000 ассоциирован с повышением 

экспрессии гена VEGFA в 

культивированных фибробластах 

(P=0,000003) и крови (P=3,410
-28

). Кроме

того, с полиморфизмом rs3025000 

ассоциировались модификации гистонов 

H3K4me1 и H3K36me3 в левом желудочке 

сердца были. Согласно данным ресурса 

eQTLGen аллель A rs833068 ассоции-

ровался с повышением экспрессии гена 

VEGFA в крови (P=1,110
-27

). В правом

предсердии и левом желудочке сердца SNP 

rs833068 ассоциировался с химическими 

модификациями гистоновых белков, а 

именно H3K4me3 и H3K4me1, а также с 

гистонами H3K4me1 и H3K27ac в левом 

желудочке сердца.  

С помощью in silico инструмента 

atSNP search установлено, что 

исследованные полиморфные варианты 

гена попадают в участки связывания для 

различных транскрипционных факторов, 

способных оказывать влияние на 

экспрессию гена VEGFA. Наибольший 

интерес представляли именно аллели, 

ассоциированные с риском развития ИБС у 

курильщиков. В частности, нами было 

предсказано, что аллель G SNP rs2010963 

формирует участки связывания для 

транскрипционных факторов: SP1 

(P=0,0009), NRF1 (P=0,005), NR3C1 

(P=0,004), ETS1 (P=0,009), BDP1 
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(P=0,0001),  RARA (P=0,005) и REST 

(P=0,0005). Аллель С полиморфизма 

rs833061 формировал участки связывания 

для ТФ, таких как: ETS1 (P<0,0001), 

HINFP (P=0,0009), E2F1 (P=0,002), 

семейство ТФ EGR (P=0,007) и FOXN1 

(P=0,007), В отношении аллеля С SNP 

rs3025000 установлены участки 

связывания для восьми транскрипционных 

факторов, а именно: RXRA (P=0,009), 

REST (P<0,0001), HNF4 (P<0,0001), VDR 

(P=0,001), NR2F1 (P=0,008), VDR 

(P=0,007), ZBTB18 (P=0,009) и HNF4A 

(P=0,007), Аллель A полиморфизма 

rs833068 ассоциировался с формированием 

участков связывания для ТФ IRF1 

(P=0,009), RHOXF1 (P=0,007), HNF1 

(P=0,007), TBX21 (P=0,007), ZNF652 

(P=0,0005) и HNF1A (P=0,005), 

Проведенное исследование подтвердило 

ранее выявленную взаимосвязь 

полиморфизма rs2010963 (−405C>G) гена 

сосудистого эндотелиального фактора 

роста А с риском развития ИБС [10], в то 

время как в исследуемой нами популяции 

ассоциация SNP rs3025039 (+936C>T) с 

риском развития болезни не была 

воспроизведена. Нами подтверждена также 

ассоциация SNP rs833061 (-460C>T) с 

риском развития ИБС, обнаруженная ранее 

у англичан [22]. Ассоциации полиморфных 

вариантов rs3025000 и rs833068 гена 

VEGFA с риском развития ишемической 

болезни сердца нами были впервые 

выявлены. 

В целом, результаты исследования 

демонстрируют, с одной стороны, 

значимость вариабельности гена VEGFA в 

детерминации наследственной предраспо-

ложенности к ИБС, с другой – существо-

вание межпопуляционных различий во 

вкладе отдельных полиморфных вариантов 

данного класса генов. Эти различия могут 

быть объяснены, как гаплотипической 

структурой генофондов различных 

этносов, так и популяционно-географи-

ческими особенностями воздействия 

известных факторов риска сердечно-

сосудистых заболеваний на население. В 

этой связи изучение генно-средовых 

взаимодействий позволит глубже проник-

нуть в понимание механизмов, посредст-

вом которых происходит реализации 

наследственной предрасположенности к 

мультифакториальным заболеваниям в 

отдельно взятой популяции. Учитывая то, 

что исследования триггерного влияния 

курения на взаимосвязь полиморфных 

вариантов гена VEGFA в мире не 

многочисленны, новизна настоящего 

исследования заключалась в том, что нами 

впервые осуществлен анализ ассоциации 

различных полиморфных вариантов гена 

VEGFA с развитием ишемической болезни 

сердца в российской популяции, а также 

установлены генно-средовые взаимодейст-

вия – совместные влияния полиморфных 

вариантов гена и курения на риск развития 

заболевания.  

Полученные результаты могут 

свидетельствовать о том, что полиморфные 

варианты rs2010963, rs833061, rs3025000 и 

rs833068 гена VEGFA ассоциированы с 

риском развития ИБС посредством 

потенцирования негативных влияний 

химических компонентов табачного дыма 

на формирование атеросклеротического 

процесса в коронарных артериях. В 

отдельных работах, выполненных ранее в 

других популяциях мира, были также 

обнаружены взаимодействия курения и 

полиморфных вариантов гена VEGFA. Так, 

в работе Chen с соавт. [22] было показано, 

что промоторный полиморфизм -2578A>C 

(rs699947), находящийся в выраженном 

неравновесии по сцеплению с SNP 

rs833061, увеличивает риск развития ИБС 

у курильщиков, что согласуется с 

полученными нами результатами об 

ассоциации SNP rs833061 с развитием 

болезни у курящих индивидов. 

Примечательно, что подобные генно-

средовые взаимодействия были ранее 

обнаружены и в отношении риска развития 

других заболеваний, что может указывать 

на неспецифичность механизмов влияния 

курения на риск развития болезней, 

развитие которых детерминируется 

полиморфными вариантами гена VEGFA. К 

примеру, было ранее установлено, что 
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генотипы -460CT+CC SNP rs833061 

ассоциированы с повышенным риском 

развития аденокарциномы пищевода 

исключительно у курильщиков, а у 

некурящих, эти генотипы, наоборот, 

снижали риск развития данной формы рака 

[23]. 

В рамках настоящего исследования 

нами была предпринята попытка всесто-

роннего биоинформатического анализа 

регуляторного потенциала полиморфизмов 

для понимания механизмов, посредством 

которых они связаны с формированием 

ИБС при участии фактора риска курения. 

Интегрированные данные транскрип-

томного и геномного анализа интернет-

ресурсов eQTLGen, GTEx portal и QTLbase 

позволили установить взаимосвязи 

полиморфных вариантов с уровнем 

экспрессии гена VEGFA в различных 

тканях. Так, аллели rs2010963C, rs833061T, 

rs3025000T и rs833068A были 

ассоциированы с увеличением экспрессии 

гена VEGFA. Данная находка была 

ожидаемой, так как согласно полученным 

нами данных эти SNPs находятся в тесном 

неравновесии по сцеплению друг с другом 

(D>0,9). Результаты геномно-

транскриптомного анализа подтвержда-

ются и результатами биохимических 

исследований. К примеру, известно, что 

генотип rs2010963СС ассоциирован с 

увеличением уровня VEGFA в плазме 

крови [24] и связан с повышенной 

экспрессией гена согласно полученным 

нами данным биоинформатического 

анализа. Возникает вполне логичный 

вопрос, каким образом аллели, 

ассоциированные со снижением 

экспрессии VEGFA (согласно результатам 

транскриптомных исследований), увели-

чивают риск развития ишемической 

болезни сердца у курильщиков и 

действительно ли указанные аллели 

увеличивают транскрипционную актив-

ность гена? Для поиска ответа на данный 

вопрос можно обратиться к результатам in 

silico-анализа эпигенетической регуляции 

экспрессии гена VEGFA. Основываясь на 

результатах in silico анализа 

эпигенетического регуляторного потен-

циала SNPs Химические модификации 

гистонов (ацетилирование и метили-

рование), находящиеся в окружении 

мотивов ДНК, включающие участки 

вариабельности нуклеотидов, ассоцииро-

ванные с риском ИБС, могут 

способствовать усилению транскрипцион-

ной активности гена VEGFA в миокарде, а 

также аорте (по всей видимости, в том 

числе и в коронарных артериях). В 

частности, модификация гистона H3K4me3 

(добавление трех метильных групп к 

остатку лизину в 4-м положении гистона 

H3) была связана с активацией 

транскрипции рядом расположенных 

промоторов генов [25], увеличивая доступ 

хроматина к транскрипционным факторам. 

Известно, что ―метка‖ H3K27ac 

(ацетилирование гистона Н3 на 27-м 

остатке лизина), располагаясь в области 

старта транскрипции (TSS), способствует 

активации транскрипции генов [26]. 

Модификация гистона H3K36me3 

(добавление трех метильных групп к 36-му 

остатку лизина гистона Н3) также связана 

с транскрипционной активацией генов 

[27]. H3K4me1 (метилирование по 4-му 

остатку лизина гистона H3) располагается 

в области активных энхансеров, тонко 

настраивая усиление экспрессии рядом 

расположенных генов [28]. Таким образом, 

SNPs, ассоциированные у курильщиков с 

развитием ИБС, посредством эпигенети-

ческих модификаций гистонов могут 

способствовать усилению транскрипцион-

ной активности гена VEGFA. Какое 

отношению к такому эффекту может иметь 

курение? Интересен тот факт, что 

результаты многочисленных эпидемиоло-

гических и экспериментальных иссле-

дований на животных установили, что 

химические компоненты табачного дыма 

действительно способны усиливать 

экспрессию и секрецию сосудистого 

эндотелиального фактора роста [29-34].  

Вышеизложенные примеры наглядно 

демонстрируют, что табачный дым 

представляет собой потенциальный 

модулятор активности и/или экспрессии 
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сосудистого эндотелиального фактора 

роста. Можно предположить, что такая 

модуляция экспрессии связана со 

способностью компонентов табачного 

дыма вызывать химические модификации 

гистонов, распаковывая хроматин для 

связывания ДНК с ТФ, как это было 

наглядно продемонстрировано на клетках 

легочных тканей у курильщиков [35].  

В целом, полученные нами 

результаты показывают, что риск ИБС у 

курильщиков зависит от носительства 

определенных аллелей. В этой связи 

заслуживают внимание результаты in 

silico-предсказания участков связывания 

для транскрипционных факторов в области 

ДНК-мотивов, включающих ассоциирован-

ные с ИБС аллели гена VEGFA. В 

частности было предсказано in silico, что 

аллель G SNP rs2010963 формирует 

участки связывания для различных 

транскрипционных факторов, из которых 

представляют интерес два – SP1 и ETS1. 

Известно, что табачный дым вызывает 

усиление экспрессии транскрипционного 

фактора SP1, который trans-активирует 

гены-мишени, нуклеотидные последова-

тельности которых имеют участки 

связывания для этого ТФ [36]. Таким 

образом, можно предположить, что 

связывание SP1 с участком ДНК промотора 

гена VEGFA может способствовать 

активации его экспрессии у носителей G-

аллеля SNP rs2010963. Другой 

транскрипционный активатор – ETS1, 

способный связываться с промотором гена 

VEGFA у носителей G-аллеля rs2010963 по 

результатам in silico-анализа, известен в 

качестве регулятора ангиогенеза 

посредством влияния на экспрессию генов, 

контролирующих миграцию и инвазию 

эндотелиальных клеток сосудов [37]. 

Подтверждением взаимодействия ETS1-

VEGFA являются экспериментальные 

данные проекта ENCODE [38], которые 

демонстрируют, что ген VEGFA 

действительно является мишенью для 

действия транскрипционного фактора 

ETS1.  

Следует также рассмотреть 

механизмы, объясняющие взаимосвязь 

повышенной экспрессии гена VEGFA с 

развитием коронарного атеросклероза. 

Очевидно, что патологическое действие 

курения на развитие атеросклероза 

посредством влияния на экспрессию гена 

VEGFA реализуется уже на фоне 

сформировавшихся еще в пренатальном 

периоде коронарных артерий. По всей 

видимости, повышенная выработка 

негативно сказывается на морфологи-

ческих изменениях интимы (возможно, 

вследствие ее повреждения токсическими 

компонентами табачного дыма) коро-

нарных артерий при формировании 

атеросклеротического процесса, чему есть 

подтверждение в литературе. Известно, что 

VEGFA специфически действует на 

эндотелиальные клетки, оказывая 

разнообразные биологические эффекты, 

включая повышение проницаемости 

сосудов, индуцирование ангиогенеза, 

васкулогенеза и митогенез эндотелиальных 

клеток, стимулирование миграции клеток и 

ингибирование апоптоза [39]. 

Примечательно, что митогенный эффект 

VEGFA не ограничивается стимулирую-

щими влияниями на пролиферацию только 

эндотелиальных клеток и может 

способствовать усилению роста гладкомы-

шечных клеток сосудов [40], что, 

несомненно, имеет патогенетическое 

значение для формирования атеросклероза. 

Подобно провоспалительным цитокинам 

VEGFA может способствовать развитию и 

прогрессированию атеросклероза посред-

ством усиления пролиферации интимы 

сосудов, стенозирования артерий, 

увеличения размера и дестабилизации 

атеросклеротической бляшки, как это было 

ранее продемонстрировано эксперимен-

тальными исследованиями [41, 42, 43].  

Заключение. Таким образом, в рам-

ках настоящего исследования, с одной сто-

роны, установлены новые генетические 

маркеры предрасположенности к ишеми-

ческой болезни сердца (полиморфные ва-

рианты rs3025000 и rs833068), с другой 

стороны, наглядно продемонстрировано, 
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что патологические эффекты полиморф-

ных вариантов гена VEGFA на фенотипи-

ческом уровне реализуются при непосред-

ственном участии ведущего средового 

фактора риска болезни – курения. Несо-

мненно, наши предположения о молеку-

лярных механизмах, посредством которых 

курение оказывает влияние на развитие 

атеросклероза коронарных артерий по-

средством модуляции экспрессии гена 

VEGFA, основанные на результатах in sili-

co-анализа требуют проведения дополни-

тельных экспериментальных исследова-

ний, направленных на токсикогенетиче-

скую оценку компонентов табачного дыма 

у носителей различных генотипов  сосуди-

стого эндотелиального фактора роста. По-

лученные результаты в очередной раз под-

черкивают значимость эколого-

генетических механизмов формирования 

атеросклероза [6] не только на индивиду-

альном уровне под влиянием вредных при-

вычек или образа жизни, но и на уровне 

популяций, подвергающихся химическому 

загрязнению окружающей среды – атрибу-

ту современной техногенной цивилизации. 
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