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Цель исследования заключалась в сравнительном анализе вариаций по числу копий 
участков ДНК (CNV) в гене GBP3 в лейкоцитах и артериях пациентов с каротидным атеро-
склерозом. Материалом послужили парные образцы крови и атеросклеротические бляшки 
сонных артерий, полученные от пациентов с каротидным атеросклерозом (n = 94). Оценка 
CNV выполнялась с помощью цифровой капельной ПЦР. Показано, что у пациентов с каро-
тидным атеросклерозом частота CNV в гене GBP3 в лейкоцитах крови составляет 44 %. CNV-
делеция в гомозиготном состоянии выявлена у 5 (5,3 %) пациентов, а в гетерозиготном – 
у 36 (38,3 %). CNV-амплификация в том же регионе идентифицирована у одного больного. 
Соматический мозаицизм при сравнении образцов ДНК тканей атеросклеротической бляшки 
и лейкоцитов периферической крови обнаружен у 12 (13 %) пациентов. Мозаичные CNV-
делеции преобладали в лейкоцитах периферической крови, в то время как CNV-амплификации – 
напротив, в атеросклеротических бляшках. Соматический мозаицизм по гену GBP3 при ате-
росклерозе широко представлен и имеет различное соотношение клонов, несущих тот или 
иной тип CNV по гену GBP3. 
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Сердечно-сосудистые заболевания представ-
ляют собой широкий спектр патологий, среди 
которых наибольшую медико-социальную зна-
чимость имеют ишемическая болезнь сердца 

(ИБС) и острые сосудистые события (инфаркт 
миокарда и инсульт). В основе их развития 
главным образом лежит атеросклеротическое 
поражение артерий. Несмотря на значительные 
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успехи в проведении исследований ассоциаций 
между однонуклеотидным полиморфизмом (SNP) 
и фенотипами (эндофенотипами) атеросклеро-
за, в данной области по-прежнему наблюдается 
значительный пробел, связанный с missing heri-
tability, т. е. одних SNP недостаточно для объ-
яснения наследуемости данной патологии. По-
явление новых технологий расширило границы 
понимания структурной вариабельности генома, 
из которых наиболее перспективными, в плане 
раскрытия данного феномена, являются вариа-
ции числа копий участков ДНК (copy number 
variation, CNV). 

Изменения структуры генома в виде одно-
кратного или многократного удвоения (дупли-
кации, амплификации) или, напротив, удаления 
(делеции) определенного участка ДНК, размеры 
которых могут варьировать в широких диапазо-
нах – от нескольких нуклеотидов до несколь-
ких миллионов пар оснований, классифициру-
ются как вариации по числу копий участков 
ДНК (CNV). С точки зрения влияния на фено-
тип выделяют как патологические структурные 
вариации, так и нейтральные. В ряде работ по-
казана ассоциация CNV с факторами риска сер-
дечно-сосудистых заболеваний, ИБС, инфарктом 
миокарда [1–4]. Однако результаты работ неод-
нозначны, так как исследования проведены в 
разных популяциях с использованием неедино-
образного дизайна и методических подходов для 
идентификации CNV. 

В предыдущих работах нашего исследова-
тельского коллектива показано, что у пациентов 
с ИБС и метаболическим синдромом идентифи-
цирована CNV в области гена гуанилат-связы-
вающего белка 3 (GBP3) [5]. Причем у одного 
пациента наблюдался соматический мозаицизм: 
CNV-делеция обнаружена только в образцах ДНК 
атеросклеротической бляшки (АТБ).

Белковый продукт гена GBP3 принадлежит 
к семейству гуанилат-связывающих белков, функ-
ция которых заключается в защите от вирусных 
и бактериальных инфекций [6]. Экспрессия ко-
дирующих их генов происходит в ответ на вы-
деление интерферонов. Однонуклеотидный по-
лиморфизм rs17433780:A > G (Cys > Arg) в гене 
GBP3 ранее показал ассоциацию с увеличением 
толщины комплекса «интима–медиа» сонных ар-
терий [7]. Гуанилат-связывающие белки, включая 
GBP3, могут участвовать в активации макрофа-
гов при атеросклерозе. Увеличение экспрессии 
гена Gbp3 выявлено в пенистых клетках АТБ си-
нуса аорты на поздних стадиях патологического 
процесса у мышей с генотипом apoE–/–, нахо-
дящихся на «западной» диете в течение 14 не-
дель [8].

Соматический мозаицизм CNV является 
распространенным феноменом и найден во 
многих тканях, включая сердечно-сосудистую 
систему [5, 9], однако его связь с атеросклеро-
зом неясна. В связи с этим цель настоящего 
исследования заключалась в оценке соматиче-
ского мозаицизма вариаций числа копий участ-
ков ДНК гена GBP3 в лейкоцитах и артериях у 
пациентов с каротидным атеросклерозом с по-
мощью цифровой капельной ПЦР.

мАТЕРиАЛ и мЕТОдЫ 

В исследуемую группу включено 94 пациен-
та с выраженным атеросклерозом каротидных 
артерий (70 мужчин и 24 женщины) славян-
ского происхождения. Средний возраст индиви-
дов составил 65 ± 3,6 года. Все пациенты име-
ли ИБС, абдоминальное ожирение, артериаль-
ную гипертензию и гиперхолестеринемию. У 38 
(34 %) лиц был сахарный диабет 2-го типа. 
Формирование выборок и клиническая характе-
ристика больных проходили на базе ФГБНУ 
НИИ комплексных проблем сердечно-сосуди-
стых заболеваний (г. Кемерово). Всеми пациен-
тами подписано добровольное информирован-
ное согласие на участие в исследовании. Данное 
исследование одобрено этическим комитетом 
ФГБНУ НИИ комплексных проблем сердечно-
сосудистых заболеваний (г. Кемерово) и НИИ 
медицинской генетики Томского национального 
исследовательского медицинского центра РАН 
(г. Томск).

Биоптаты АТБ получены при проведении 
каротидной эндартерэктомии, выполненной по 
поводу стеноза сонных артерий >70 %. Ткани 
замораживались и хранились в жидком азоте. 
Лейкоциты периферической крови взяты от тех 
же пациентов до операции. 

ДНК из образцов выделяли с использовани-
ем стандартной фенол-хлороформной экстрак-
ции [10]. Оценка качества и концентрации ДНК 
выполнена на спектрофотометре NanoDrop 8000 
(Thermo Fisher Scientific, США), а также при 
электрофорезе в 1%-м агарозном геле. ДНК до-
водилась до рабочей концентрации 20 нг/мкл в 
IDTE-буфере с повторной перепроверкой каче-
ства ДНК в 1%-м агарозном геле. CNV в гене 
GBP3 идентифицировали с помощью капель-
ной цифровой ПЦР (ddPCR) на приборе QX200 
Droplet Digital PCR System (Bio-Rad, США), со-
гласно протоколу производителя. До проведе-
ния ПЦР ДНК обрабатывалась ферментом ре-
стрикции MboII (NEB) 1 е.а. на 1 мкг ДНК при 
37 °С в течение одного часа. Для реакции ис-
пользовался TaqMan-зонд Hs03382083_cn (Ther-
mo Fisher Scientific) на 7 интрон гена (коорди-
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наты Chr1:89012376, сборка генома GRCh38). 
В качестве внутреннего контроля использовался 
TaqMan-зонд RNase P Copy Number Reference 
Assay (Thermo Fisher Scientific).

Данные ddPCR проанализированы с ис-
пользованием программного обеспечения Quan-
taSoft версии 1.7.4: измерена доля положитель-
ных капель и вычислено количество копий 
ДНК на каплю на основе распределения Пуас-
сона, который с точностью оценивает 95%-й 
доверительный интервал (ДИ) для каждой кап-
ли. В норме регистрируются две копии CNV 
(1,75–2,25). Гомозиготы по CNV-делеции опре-
делялись при отсутствии сигналов с TaqMan-
зонда на CNV в гене GBP3, но при наличии 
сигналов с RNase P. Гетерозиготная CNV-
делеция принималась при наличии 1 копии 
(в диапазоне 1,75–2,25), CNV-амплификация – 
при наличии более 2,35 копии. Среднее число 
капель на образец составило 18000 ± 2000, 
среднее число положительных капель – 7000 ± 
3000. Все полученные сигналы не имели эф-
фекта «дождя». 

РЕЗуЛЬТАТЫ и их ОБСуждЕниЕ

В исследовании обнаружена высокая вариа-
бельность CNV в гене GBP3 (табл. 1). Так, ча-
стота CNV-делеции в образцах ДНК лейкоци-
тов периферической крови (ЛПК) у больных 
составила 44 % (n = 41), из них в гомозиготном 
состоянии с 0 копиями – 5,3 % (n = 5), в гете-
розиготном состоянии с одной копией – 38,3 % 
(n = 36). Кроме того, у одного больного в ЛПК 
обнаружена CNV-амплификация c тремя копия-
ми гена GBP3. С другой стороны, у данного па-
циента не было сходной CNV-амплификации в 
образцах ДНК атеросклеротических бляшек. В це-
лом частота CNV в образцах ДНК АТБ и ЛПК 
не различается. Так, частота CNV-делеции в го-
мозиготном состоянии в АТБ и ЛПК составляет 
36,2 и 38,2 % соответственно (n = 34; p > 0,05).

Оценка количества копий является прибли-
женной, т. е. с установкой пороговых значений 
для округления до целого числа копий, однако, 
принимая во внимание абсолютную квантифи-

кацию цифровой ПЦР, данным методом можно 
оценить и мозаичные формы CNV [11, 12]. Со-
матический мозаицизм по образцам ДНК меж-
ду ЛПК и АТБ, обнаруженный у 12 (13 %) па-
циентов, можно разделить на 7 групп (рис. 1, 2). 
В группе А обозначен пациент с CNV-
амплификацией в гене GBP3 только в ЛПК, 
уровень мозаицизма составляет 72 %, т. е. в 
18 % клеток крови отсутствует 3-я копия ана-
лизируемого региона CNV гена GBP3 либо 
гена в целом. Не исключено, что высокий по-
казатель копий на клетку ЛПК указывает на  
клональный гематопоэз. В группе Б два паци-
ента с CNV-делецией в гене GBP3 в 34–35 % 
клеток АТБ. В группе В три пациента, у кото-
рых, напротив, наблюдалась CNV-амплификация 
в АТБ, доля мозаичных клонов составила 59, 28 
и 39 % соответственно.

В группе Г обозначен пациент с неопреде-
ленным уровнем CNV в пределах двух и более 
копий предположительно с низкой числом мо-
заичных клонов (26 и 19 % соответственно) в 
обеих тканях, преимущественно в ЛПК. Боль-
шее количество мозаичных клонов с CNV-
амплификацией у пациента в группе Д (34 % 
для ЛПК и 50 % для АТБ). Кроме того, вы-
явлены случаи с разнополярным соотношени-
ем CNV, т. е. CNV-делеция в части клонов 
ЛПК и CNV-амплификация в части клеток 
АТБ. Так, в группе Е два пациента с CNV-
делецией в 29 и 26 % клонов ЛПК, в то время 
как в АТБ выявлены, напротив, как норма, 
так и CNV-амплификация в 38 % клеток АТБ. 
В ином случае, как в группе Ж, два пациента 
имеют очевидную CNV-делецию, однако лишь 
в 65 и 69 % клеток ЛПК, тогда как в АТБ на-
блюдается как CNV-амплификация в 25 % кле-
ток АТБ, так и норма.

Сравнительный анализ частоты и структуры 
CNV по гену GBP3 со структурными варианта-
ми, представленными в базе данных DGV, по-
казал отличие как по частоте, так и по структуре 
(рис. 3). Однако в ряде работ продемонстрирова-
ны сходные частоты CNV-делеции у индивидов 
в некоторых азиатских и европейских популя-
циях [13, 14].

Таблица 1

 Частота CNV в хромосомном субсегменте 1p22.2 (GBP3) в лейкоцитах и артериях  
 у пациентов с каротидным атеросклерозом, n (%)

Тип ткани
Количество копий (диапазон) CNV (%)

Всего0 (0–0,5) 
копий

1 (0,51–1,5) 
копия

2 (1,51–2,5) 
копии

3 (2,51–3,5) 
копии

ЛПК 5 (5,3) 36 (38,3) 52 (55,3) 1 (1,1) 94 (100)

АТБ сонных артерий 5 (5,3) 34 (36,2) 55 (58,5) 0 (0) 94 (100)
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Оценка распространенности CNV в гене GBP3 
в различных популяциях представляется пер-
спективной задачей, однако не менее актуаль-
ным является и анализ функциональной значи-
мости данного варианта в различных тканях 
организма в норме и при патологии, поскольку 
белковый продукт гена GBP3 экспрессируется 
повсеместно [6]. 

На модельных животных показано, что у 
мышей с генотипом apoE–/–, получавших «запад-
ную» диету с высоким содержанием жиров, на-
блюдается повышенная экспрессия генов Gbp2, 
Gbp3, Gbp5, Gbp6 и Gbp7 в пенистых клетках [8], 
а под действием окисленных липопротеинов низ-
кой плотности в их макрофагах возрастает экс-
прессия белков Gbp3 и Gbp6. Предполагается, 
что подобный метаболический стимул может 
инициировать индукцию гуанилат-связывающих 
белков в организме. Однако механизм связи 
данных белков с атерогенезом остается невыяс-
ненным. 

Для установления происхождения соматиче-
ского мозаицизма недостаточно идентифициро-
вать CNV в исследуемых тканях. Так, например, 
оно может происходить и непосредственно в 
клетках крови, тогда можно говорить о клональ-
ном гематопоэзе [15]. С другой стороны, CNV-
делеция только в одной из тканей может свиде-
тельствовать и о потере гетерозиготности (loss of 

Рис. 1. Попарное сравнение CNV в хромосомном субсегменте 1p22.2 (GBP3) в ЛПК и АТБ каротидных 
артерий у пациентов. Белый «ящик с усами» – количество копий в образцах ЛПК, закрашенный – в об-
разцах АТБ того же пациента. Закрашенное поле – интервал детекции копий CNV (±0,25). Описание 

групп (А–Ж) в тексте

Рис. 2. Соотношение результатов ddPCR CNV гена 
GBP3 в ЛПК и АТБ. В закрашенном квадрате со-

матические CNV
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heterozygosity). В настоящем исследовании мы 
идентифицировали различные варианты сомати-
ческого мозаицизма при атеросклерозе. 

ЗАКЛюЧЕниЕ

Соматический мозаицизм по гену GBP3 при 
атеросклерозе широко представлен и имеет раз-
личное соотношение клонов, несущих тот или 
иной тип CNV по гену GBP3. Мозаичные CNV-
делеции преимущественно преобладают в ЛПК, 
в то время как CNV-амплификации – напротив, 
в АТБ. Не исключено, что в контексте соматиче-
ского мозаицизма различные CNV в гене GBP3 
могут быть связаны с атерогенезом и/или с осо-
бенностями его течения. В перспективе опреде-
ление структуры CNV и механизмов связи моди-
фицированных тем самым изоформ GBP3 с те-
чением атеросклероза является актуальным.

Авторы декларируют отсутствие конфликта 
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SOMATIC MOSAICISM AND STRuCTuRAL VARIABILITY OF GBP3 GENE IN ATHEROSCLEROSIS
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The goal of the study was to analyze copy number variation (CNV) in the GBP3 gene between 
white blood cells and atherosclerotic plaques of patients with carotid atherosclerosis. The material was 
both blood samples and atherosclerotic plaques obtained from the same patients with carotid athero-
sclerosis (n = 94). Assessment of CNV was performed using digital droplet PCR. As a result, it was 
shown that among 94 patients with carotid atherosclerosis, the CNV frequency was 44 % in the GBP3 
gene in leukocytes. Deletion was detected in 5 (5.3 %) patients, and loss in 36 (38.3 %) patients. 
The gain was identified in one patient. Somatic mosaicism was found in 12 (13 %) of patients, com-
paring DNA samples of atherosclerotic plaque tissue and white blood cells from the same patients. 
Mosaic copy number losses predominantly were detected in white blood cells, in contrast mosaic copy 
number gains were identified in atherosclerotic plaques. Somatic mosaicism of the GBP3 gene is 
widespread in atherosclerosis. Different ratio of mosaic clones carrying certain type of CNV in GBP3 
gene is presented.

Keywords: copy number variation, atherosclerosis, GBP3, ddPCR, somatic mosaicism.
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