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РЕФЕРАТ Нарушение эпигенетической регуляции и формирование аберрантных паттернов метилиро-
вания ДНК – важный компонент патогенеза нейродегенеративных заболеваний. Изменения метилиро-
вания, обнаруживаемые у пациентов с рассеянным склерозом (РС), могут лежать в основе нарушения 
экспрессии генов, связанных с контролем воспалительных реакций, образованием миелина и поддер-
жанием стабильной структуры миелиновой оболочки. Потенциальная обратимость эпигенетических 
изменений определяет целесообразность изучения их механизмов. В представленной работе оценено 
метилирование ретротранспозонов семейства LINE-1 в периферических клетках крови пациентов с РС 
и здоровых лиц контрольной группы. У здоровых испытуемых отмечено снижение уровня метилиро-
вания LINE-1 с возрастом. У пациентов с РС выявлена положительная корреляционная связь уровня 
метилирования LINE-1 с длительностью РС. Показано, что при прогрессирующем течении РС уровень 
метилирования LINE-1 достоверно выше, чем при ремиттирующем типе РС. Установлено, что обна-
руживаемые при РС изменения метилирования LINE-1 коррелируют с изменением сывороточных 
уровней гомоцистеина и витамина В9, а также зависят от генотипа по полиморфизму С677Т гена 
MTHFR. Полученные данные показывают вклад полиморфизма С677Т в реализацию эпигенетических 
нарушений при развитии РС и указывают на то, что гиперметилирование может быть опосредовано 
нарушениями фолатного обмена при РС. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА метилирование, LINE-1, рассеянный склероз, гомоцистеин, метаболизм фолатов, по-
лиморфизм С677Т.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ РС – рассеянный склероз; РР РС – ремиттирующий РС; ПП РС – первично-
прогрессирующий РС; ВП РС – вторично-прогрессирующий РС; КИС – клинически изолирован-
ный синдром; LINE-1 – Long Interspersed Nuclear Element-1, длинные диспергированные ядерные 
элементы семейства L1; ГЭБ – гематоэнцефалический барьер; SAM – S-аденозилметионин; SAH – 
S-аденозилгомоцистеин; MTHFR – метилентетрагидрофолатредуктаза; MTR – метионинсинтаза; 
MTRR – метионинсинтаза-редуктаза; Hcy – гомоцистеин; Hcy/B9 – отношение уровня гомоцистеина 
к уровню витамина В9; ПМНК – периферические мононуклеарные клетки крови; EDТА – этилен-
диаминтетрауксусная кислота; EDSS – Expanded Disability Status Scale, расширенная шкала оценки 
инвалидизации; MSSS – Multiple Sclerosis Severity Score, шкала оценки скорости прогрессирования 
рассеянного склероза; MS-HRM-анализ – Methyl-sensitive High-Resolution Melting Assay, метил-чув-
ствительный анализ кривых плавления с высоким разрешением; ПЦР – полимеразная цепная реакция; 
AUC – Area Under Curve, площадь под кривой. 
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ВВЕДЕНИЕ
Рассеянный склероз (РС) – хроническое демиели-
низирующее заболевание аутоиммунной природы, 
сопровождающееся прогрессированием неврологи-
ческой симптоматики и инвалидизацией пациен-
тов. Генетическая предрасположенность и внешние 
факторы, выполняющие роль триггера в запуске па-
тологического процесса, составляют основу этиоло-
гии РС [1, 2]. Развитие возможностей для изучения 
модификаций генома привело к пониманию более 
сложной картины патогенеза РС, включающей так-
же эпигенетические влияния, в том числе измене-
ния метилирования ДНК. Нарушения экспрессии 
генов в результате гипо- либо гиперметилирования 
регуляторных областей генома могут способствовать 
изменению восприимчивости к внешним факторам 
и повышению риска развития заболевания [3].

При полногеномном анализе у пациентов с РС 
обнаруживаются значительные отличия профилей 
метилирования ДНК в сравнении с контрольной 
группой [4–6]. Прогрессирующее течение РС харак-
теризуется тем, что дифференциально метилиро-
ванные сайты в большинстве случаев оказываются 
гиперметилированными [7]. Выявляемые измене-
ния метилирования ДНК затрагивают механизмы 
регуляции проницаемости гематоэнцефалического 
барьера (ГЭБ), контроля иммуновоспалительных 
реакций, механизмы образования зрелых миелини-
зирующих олигодендроцитов и поддержания ста-
бильности миелиновой оболочки [6, 8, 9]. При ана-
лизе глобального уровня метилирования генома 
на основе оценки метилирования ретротранспозонов 
LINE-1 в клетках крови установлена взаимосвязь 
гиперметилирования LINE-1 с повышением риска 
клинической активности заболевания [10]. У паци-
ентов, получавших IFN-β, высокий уровень мети-
лирования LINE-1 коррелировал с неэффективно-
стью проводимой иммуномодулирующей терапии 
[11]. Гиперметилированные фрагменты LINE-1 об-
наружены в свободно циркулирующей (внеклеточ-
ной) ДНК пациентов с РС [12]. В аналитическом 
обзоре, обобщающем результаты изучения мети-
лирования ДНК при РС, отмечено, что уровень 
метилирования LINE-1 может быть перспектив-
ным маркером для диагностики и прогнозирования 
при РС, так как показана связь этого показателя 
как с выраженностью неврологического дефицита, 
так и с наличием ответа на терапию [13]. 

Известно, что поддержание адекватного уровня 
метилирования тесно связано с метаболизмом одно-
углеродных фрагментов [14]. При функционирова-
нии двух сопряженных циклов – фолатного и цикла 
гомоцистеин–метионин – образуется универсаль-
ный донор метильной группы S-аденозилметионин 

(SAM) и  ингибитор ДНК-метилтрансфераз 
S-аденозилгомоцистеин (SAH). Баланс этих проме-
жуточных продуктов одноуглеродного метаболизма 
может быть нарушен при недостатке метионина 
в рационе питания, а также при дефиците вита-
минов группы В, выполняющих функцию кофер-
ментов в реакциях реметилирования гомоцистеина. 
Изменение активности ключевых ферментов фолат-
ного цикла – метилентетрагидрофолатредуктазы 
(MTHFR), метионинсинтазы (MTR) и метионинсин-
тазы-редуктазы (MTRR), обусловленное наличием 
полиморфизмов в генах, кодирующих эти фермен-
ты, также может приводить к изменению уровня 
общегеномного метилирования вследствие замед-
ленной конверсии гомоцистеина в метионин, избы-
точного накопления гомоцистеина в сыворотке кро-
ви и изменения соотношения SAM/SAH [15].

Целью представленного исследования была ха-
рактеристика уровня метилирования LINE-1 в пе-
риферических клетках крови у пациентов с рас-
сеянным склерозом, определение лабораторных 
показателей, характеризующих состояние фолатно-
го обмена – уровня гомоцистеина, цианокобаламина 
(витамина В12) и фолиевой кислоты (витамина В9) 
в сыворотке крови, определение генотипов по основ-
ным полиморфизмам генов фолатного цикла и ана-
лиз взаимосвязей между метилированием LINE-1 
и метаболизмом фолатов. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Для проведения исследования была сформирована 
выборка, в которую вошли 27 пациентов – 23 с диа-
гнозом РС, подтвержденным согласно междуна-
родным критериям МакДональда 2005, 2010 и 2017 
[16, 17], и четыре пациента с диагнозом клиниче-
ски изолированный синдром (КИС), вероятный РС. 
У 11 пациентов длительность заболевания не пре-
вышала 1 год, у 16 пациентов длительность РС со-
ставила от 1 до 23 лет. Все пациенты находились 
на амбулаторном наблюдении в клинике ФГБУ 
«НМИЦ им. В.А. Алмазова» и клинике Первого 
Санкт-Петербургского государственного медицин-
ского университета им. академика И.П. Павлова. 
Контрольную группу составили 20 человек без не-
врологической патологии. Характеристики иссле-
дованных групп представлены в табл. 1. Степень 
неврологического дефицита определяли в соответ-
ствии с расширенной шкалой оценки инвалидиза-
ции (EDSS). Для определения скорости прогресси-
рования заболевания на основе данных о возрасте, 
длительности заболевания и степени инвалидиза-
ции рассчитывали балл по шкале Multiple Sclerosis 
Severity Score (MSSS) [18]. От всех пациентов и здо-
ровых добровольцев получали добровольное инфор-
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мированное письменное согласие на участие в ис-
следовании.

Первичная подготовка образцов для оценки 
уровня метилирования 
Периферические мононуклеарные клетки крови 
(ПМНК) получали методом градиентного центрифу-
гирования с фиколлом из образцов венозной крови, 
отобранной в вакуумные пробирки с антикоагулян-
том (EDТА). Из полученной суспензии ПМНК вы-
деляли ДНК колоночным методом с использованием 
комплекта реагентов для выделения нуклеиновых 
кислот («Биолабмикс», Россия) в соответствии с ин-
струкцией производителя. Качество выделенной 
ДНК контролировали, измеряя концентрацию и от-
ношение поглощения на длинах волн 260 и 280 нм 
(A260/280) на спектрофотометре NanoDrop LITE 
(Thermo Fisher Scientific, США). Для бисульфитной 
конверсии использовали набор реагентов BisQuick 
(«Евроген», Россия), в реакцию брали не менее 
100 нг ДНК. 

Уровень метилирования LINE-1
Уровень метилирования LINE-1 определяли с ис-
пользованием метил-чувствительного анализа кри-
вых плавления с высоким разрешением (MS-HRM-
анализ, Methyl-sensitive High-Resolution Melting 
Assay). ПЦР проводили с использованием прото-
кола амплификации и олигонуклеотидных прай-
меров согласно [19]. Амплификацию, детекцию 
флуоресцентного сигнала и последующий анализ 
кривых плавления проводили с использованием 
детектирующего амплификатора ДТ-прайм («ДНК-
Технология», Россия). ПЦР проводили в конечном 
объеме 25 мкл, с использованием готовой реакци-

онной смеси, содержащей интеркалирующий краси-
тель SYBER Green («Евроген»), 20 пмоль каждого 
праймера и 10 нг модифицированной бисульфитом 
матрицы ДНК. Все реакции проводили в двух по-
вторах. 

Для построения калибровочных кривых готовили 
образцы с заданным процентом метилирования – 
от 0 до 100%. Полностью метилированную ДНК по-
лучали с использованием CpG-метилазы M.SSI 
(«СибЭнзим», Россия) из геномной ДНК клеточной 
линии человека L68 («СибЭнзим»). В качестве пол-
ностью неметилированной ДНК использовали стан-
дарт неметилированной ДНК человека (CpGenome 
Human Non-Methylated DNA Standard Set, Sigma-
Aldrich, Швеция). Образцы 100% метилированной 
и неметилированной контрольной ДНК подвергали 
бисульфитной конверсии (одновременно с исследу-
емыми образцами), далее амплифицировали целе-
вой фрагмент с использованием конвертированных 
стандартных образцов в качестве матрицы и вырав-
нивали стандарты по концентрации таким образом, 
чтобы при детекции флуоресцентного сигнала в ре-
жиме реального времени разница значений порого-
вого цикла Ct не превышала двух. Подготовленные 
таким образом полностью метилированный и не-
метилированный стандартные образцы смешивали 
в соответствующих соотношениях для получения 
калибраторов с уровнем метилирования 25, 50, 75%. 
В последующем при каждой постановке проводи-
ли амплификацию всех калибровочных образцов. 
Различия профилей плавления и разница темпе-
ратур для пиков плавления метилированной и не-
метилированной ДНК указывают на амплификацию 
продуктов, отличающихся соотношением цитозина 
и тимина (рис. 1А). 

Для возможности количественной оценки уровня 
метилирования данные измерений флуоресценции 
от каждой точки по градиенту температуры для ка-
либраторов и исследуемых образцов импортирова-
ли в Excel в виде текстового файла. Данные нор-
мировали и для каждой нормализованной кривой 
плавления строили график различий относитель-
но кривой плавления, выбранной в качестве базо-
вой линии и соответствующей графику для 100% 
метилированного стандартного образца. Для по-
стобработки данных MS-HRM вычисляли величи-
ну площади под кривой (AUC, Area Under Curve), 
являющейся производной кривой плавления HRM. 
После нормализации на графике различий каждая 
кривая отображалась в том виде, в котором она по-
является при вычитании значения AUC для базовой 
линии. Примеры графиков различия для образцов 
с разным уровнем метилирования представлены 
на рис. 1Б. Уровень метилирования образцов вы-

Таблица 1. Характеристика пациентов и здоровых ис-
пытуемых, принимавших участие в исследовании

Характеристика Контроль
(n = 20)

РС
(n = 27)

Возраст, г. 31.0 [24.5; 39.3] 33.0 [27.5; 42.5]
Пол (Ж : М) 16 : 4 18 : 9
EDSS, балл - 3.0 [2.0; 3.9]*
MSSS, балл - 3.0 [2.1; 4.1]*

Диагноз и тип течения РС 
(КИС/РР РС/ВП РС/ПП РС) - 4/18/3/2

Длительность РС, г. - 6.5 [2.8; 14.0]*

Примечание. Данные для возраста, EDSS и MSSS пред-
ставлены в виде: медиана [1-й квартиль; 3-й квартиль].
*Медиану и межквартильные интервалы значений EDSS, 
MSSS и длительности заболевания определяли у пациен-
тов с длительностью заболевания 1 год и более. 
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числяли, сравнивая показатели AUC с калибровоч-
ной кривой для стандартных образцов с известным 
уровнем метилирования, при проведении вычисле-
ний основывались на рекомендациях [20].

Анализ показателей фолатного обмена
Забор крови у пациентов и здоровых доноров осу-
ществляли в утренние часы, натощак, соблюдая все 
правила преаналитического этапа. Определение сы-
вороточных уровней гомоцистеина, фолиевой кис-
лоты (витамина В9) и цианокобаламина (витамина 
В12) проводили непосредственно после забора кро-
ви, образцы не хранили. Все исследования прово-
дили на базе клинико-диагностической лаборатории. 
Содержание фолиевой кислоты измеряли на имму-
ноферментном автоматическом анализаторе Alisei 
Q.S. (Next Level S.R.L, Италия); метод хемилюминес-
центного иммуноанализа применяли для определе-
ния содержания цианокобаламина (на анализаторе 
Alinity i (Abbott Laboratories, США)) и гомоцистеина 
(с использованием автоматизированной модульной 
платформы Roche Cobas 6000 c иммунохимическим 
модулем е601 (Roche Diagnostics, Швейцария)). 

Генотипирование по полиморфизмам C677T 
и A1298C гена MTHFR, A2756G гена MTR и A66G 
гена MTRR
Генотипирование проводили методом ПЦР с исполь-
зованием олигонуклеотидных праймеров и флуо-
ресцентно меченных аллель-специфических зондов 
(«ДНК-Синтез», Россия). Последовательности прай-
меров и зондов приведены в [21]. Геномную ДНК 
выделяли из цельной крови по стандартной мето-
дике с применением набора реагентов «ДНК-сорб Б» 
(«АмплиСенс», Россия). 

Статистическую обработку данных осуществля-
ли с использованием пакета программ Statistica 
(v. 10). Выбор статистических критериев основывал-
ся на соответствии или несоответствии данных за-
кону нормального распределения.

РЕЗУЛЬТАТЫ 

Метилирование LINE-1 у пациентов с РС и лиц 
контрольной группы 
Сравнение уровня общегеномного метилирования 
проводили для двух групп – контрольной и группы 
пациентов с РС, а также оценивали влияние типа 
течения заболевания на уровень метилирования 
LINE-1, сравнивая показатели у пациентов с ремит-
тирующим течением РС (РР РС) и прогрессирующи-
ми типами заболевания (вторично-прогрессирующим 
– ВП РС и первично-прогрессирующим – ПП РС). 
При сравнении контрольной группы и группы па-
циентов с РС без учета продолжительности и типа 
течения заболевания достоверных различий не вы-
явлено (критерий Краскела–Уоллиса, H = 2.002; 
p = 0.966) (рис. 2А). Однако пациенты с прогрессиру-
ющими типами течения РС имели достоверно более 
высокий уровень метилирования по сравнению с па-
циентами с ремиттирующим течением (U-критерий 
Манна–Уитни, р = 0.023) (рис. 2Б). У пациентов 
с прогрессирующими типами течения балл EDSS, 
характеризующий степень неврологического дефи-
цита по расширенной шкале инвалидизации Курцке, 
также был достоверно выше, чем у пациентов с ре-
миттирующим типом РС – медианы и межквартиль-
ные интервалы для групп 4.0 [3.5; 5.0] балла и 2.0 [1.5; 
3.0] балла соответственно (U-критерий Манна–Уитни, 
р = 0.012) (рис. 2В). 

Рис. 1. Метил-чувствительный анализ кривых плавления с высоким разрешением (MS-HRM) для оценки уровня 
метилирования LINE-1. А – необработанные кривые плавления и пики плавления полностью метилированного 
(100%) и полностью неметилированного (0%) стандартных образцов; Б – кривые плавления для стандартного 
образца (0%) и трех исследуемых образцов с высоким (56%), низким (12%) и средним (26%) уровнями метили-
рования, преобразованные в графики различий 
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Влияние возраста и длительности заболевания 
на уровень метилирования LINE-1
Исследуемые группы не различались по возрасту, 
медиана и межквартильный интервал в группе кон-
троль составили 31.0 [24.5; 39.3] года, в группе РС – 
33.0 [27.5; 42.5] года. У лиц контрольной группы вы-
явлена достоверная отрицательная корреляционная 
зависимость между уровнем метилирования LINE-1 
и возрастом (r = -0.61; p = 0.004) (рис. 3А). У паци-
ентов с РС достоверная взаимосвязь между эти-
ми показателями была сохранена на том же уровне 

(r = -0.65; p = 0.032) только при длительности за-
болевания менее 1 года, при большей длительности 
РС эта корреляционная зависимость отсутствовала, 
что указывает на нарушение механизмов контроля 
метилирования при РС. Напротив, с увеличением 
длительности заболевания отмечалось повышение 
уровня метилирования, что подтверждается данны-
ми корреляционного анализа – наличием положи-
тельной связи между длительностью РС и уровнем 
метилирования (r = 0.47; p = 0.014) (рис. 3Б). Если 
анализ проводился отдельно в группе пациентов 

Рис. 2. Уровень метилирова-
ния LINE-1 в периферических 
мононуклеарных клетках кро-
ви. А – сравнение показателей 
в контрольной группе и в груп-
пе пациентов с РС; Б – сравне-
ние показателей у пациентов 
с ремиттирующим типом 
течения – РР РС и прогрес-
сирующими формами РС – 
ПП РС и ВП РС; В – степень 
неврологического дефицита 
у пациентов с ремиттирующим 
и прогрессирующим течением 
РС. * – достоверные различия 
между группами, p < 0.05, 
ns – нет достоверных различий

А Б В

У
р

о
ве

нь
 м

е
ти

ли
р

о
ва

ни
я 

LI
N

E-
1,

 %

У
р

о
ве

нь
 м

е
ти

ли
р

о
ва

ни
я 

LI
N

E-
1,

 %

ED
SS

Контроль� РС РР РС� ПП РС
� ВП РС

РР РС� ПП РС
� ВП РС

100

80

60

40

20

0

100

80

60

40

20

0

6

5

4

3

2

1

Рис. 3. Данные корреляционного анализа для выявления изменений уровня метилирования LINE-1. А – данные 
всех пациентов с РС и лиц контрольной группы; Б –синяя линия отображает корреляционную связь между уров-
нем метилирования LINE-1 и длительностью заболевания для всей группы пациентов; зеленая линия – результаты 
анализа пациентов с ремиттирующим течением (РР РС) и длительностью более 1 года

А� Б

У
р

о
ве

нь
 м

е
ти

ли
р

о
ва

ни
я 

LI
N

E-
1,

 %

У
р

о
ве

нь
 м

е
ти

ли
р

о
ва

ни
я 

LI
N

E-
1,

 %

Возраст, лет
20	 30	 40	 50	 60 0	 5	 10	 15	 20

Длительность, лет

Группа
РС, менее года
РС, более года 
Контроль

Группа
РС
РР РС

100

80

60

40

20

0

100

80

60

40

20

0



ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

 ТОМ 17 № 3 (66) 2025 | ACTA NATURAE | 99

с ремиттирующим течением РС и не включал па-
циентов с продолжительностью заболевания менее 
1 года, то эта закономерность сохранялась и при-
обретала характер сильной положительной связи 
(r = 0.72; p = 0.013) (рис. 3Б). Отдельно для пациен-
тов с прогрессирующими формами РС такой анализ 
не мог быть проведен в связи с малым числом на-
блюдений (n = 5). Таким образом, наиболее низкие 
значения уровня метилирования отмечены у паци-
ентов с длительностью РС менее 1 года (пациенты 
в стадии дебюта заболевания), по мере прогресси-
рования заболевания уровень метилирования повы-
шался, у пациентов с первично-прогрессирующим 
и вторично-прогрессирующим течением РС уровень 
метилирования был наиболее высоким. Интересно, 
что увеличение уровня метилирования при увели-
чении продолжительности заболевания у пациентов 
с РР РС не было связано с нарастанием инвалиди-
зации по шкале EDSS (корреляция между длитель-
ностью РС и величиной балла EDSS у пациентов 
отсутствовала – r = - 0.27; p = 0.452).

Уровень метилирования LINE-1 и метаболизм 
фолатов 
Для выявления механизмов, обуславливающих на-
рушения регуляции метилирования при РС, изме-
ряли уровни гомоцистеина и витаминов группы В и 
рассчитывали соотношения гомоцистеина и фолие-
вой кислоты (Hcy/B9), а также гомоцистеина и ци-
анокобаламина (Hcy/B12) в сравниваемых группах. 
В табл. 2 представлены значения всех исследован-
ных показателей. Также проведено генотипирова-
ние всех включенных в исследование испытуемых 
по полиморфизмам генов фолатного цикла – С677Т 
и А1298С гена MTHFR, A2756G гена MTR и A66G 
гена MTRR. 

Ранее мы выявили специфические для стадии де-
бюта РС изменения параметров, характеризующих 
состояние фолатного обмена (в частности, сниже-
ние уровня гомоцистеина при дебюте РС во взрос-
лом возрасте) [21], поэтому у всех пациентов с РС, 
а также отдельно у пациентов с длительностью за-
болевания менее и более 1 года проанализировали 
показатели, характеризующие метаболизм фола-
тов. С использованием такого подхода установили, 
что в группе пациентов с длительностью РС менее 1 
года преобладали низкие и средние значения уров-
ня гомоцистеина, в то время как при продолжитель-
ном течении – высокие и средние значения (рис. 4). 
За низкий и высокий уровни принимали содержа-
ние гомоцистеина относительно нижнего кварти-
ля (≤ 8.45 мкмоль/л) и верхнего квартиля (≥ 14.45 
мкмоль/л) в контрольной группе. 

У пациентов с разной длительностью РС также 
выявлены достоверные различия для соотношения 
Hcy/B9 – у пациентов в начальном периоде заболе-
вания медиана отношения Hcy/B9 составила 0.271, 
при продолжительном течении заболевания – 1.724 
(р = 0.007), в контрольной группе этот показатель 
имел промежуточное значение – 0.693 (рис. 5А). 
В снижение этого показателя в начальном перио-
де заболевания (группа пациентов с длительностью 
РС менее 1 года) основной вклад вносило сниже-
ние уровня гомоцистеина при нормальных значени-
ях уровня фолиевой кислоты, содержание которой 
у всех пациентов этой группы находилось в пре-
делах референтных значений (7.0–46.4 нмоль/л). 
При продолжительном течении РС содержание В9 
достоверно снижалось относительно уровня в груп-
пе контроля (U-критерий Манна–Уитни, р = 0.024), 
у 10 пациентов из 16 концентрация витамина В9 
была ниже или близка к нижней границе рефе-

Таблица 2. Содержание гомоцистеина (Hcy), фолиевой кислоты (витамина В9), витамина В12 и отношение 
Hcy/B9 у пациентов с РС и лиц контрольной группы 

Показатель,
ед. изм.

Контроль
(n = 20)

РС
все пациенты

(n = 27)

РС
Длительность заболевания Референтный интервал

< года (n = 11) ≥ года (n = 16)
Гомоцистеин,

мкмоль/л
11.1

[8.5; 14.5]
11.7

[8.0; 14.8]
9.9

[6.35; 11.7]
13.5

[10.0; 15.5]
Мужчины: 5.46–16.20
Женщины: 4.44–13.56

В9, нмоль/л 14.95
[12.0; 18.5]

12.6
[8.0; 27.0]

26.1
[15.1; 31.7]

8.36 #*
[6.1; 11.1] 7.0–46.4

В12, пг/мл 277
[211; 392]

363
[264; 551]

300
[233; 500]

375
[277; 553] 197.0–771.0

Hcy/B9 0.693
[0.455; 1.244]

0.981
[0.251; 1.7]

0.271
[0.207; 0.719]

1.724 #
[1.129; 2.144]

Примечание. Данные представлены в виде: медиана [1-й квартиль; 3-й квартиль]. 
#Достоверные отличия между группами пациентов с РС с разной длительностью заболевания (критерий Краске-
ла–Уоллиса для групп «контроль», «РС, < года», «РС, ≥ года» с последующим попарным сравнением. 
*Достоверные отличия от группы контроля (U-критерий Манна–Уитни). 
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рентного интервала. Содержание гомоцистеина 
при длительно протекающем РС, напротив, имело 
тенденцию к повышению, у троих пациентов отме-
чалась гипергомоцистеинемия (концентрация гомо-
цистеина более 13.56 мкмоль/л у женщин и более 
16.20 мкмоль/л у мужчин). Таким образом, высокие 
значения Hcy/B9 при продолжительном течении РС 
были обусловлены как повышением уровня гомоци-
стеина, так и снижением уровня витамина В9. 

Кроме того, у пациентов с РС, но не в контроль-
ной группе выявлена достоверная положительная 
связь между уровнем метилирования и содержани-
ем гомоцистеина (r = 0.45; p = 0.020), а также меж-

ду уровнем метилирования и отношением Hcy/B9 
(r = 0.52; p = 0.006) (рис. 5Б,В). С использованием 
регрессионного анализа установлено, что отношение 
Hcy/B9 может быть предиктором уровня метилиро-
вания (р = 0.010). 

Проведение регрессионного анализа не выявило 
достоверного вклада ни одного из исследованных 
полиморфных вариантов генов фолатного цикла 
в изменения уровня метилирования LINE-1. Однако 
показано достоверное снижение уровня витамина 
В9 по сравнению с группой контроля только у па-
циентов с генотипом СС по полиморфизму С677Т 
гена MTHFR, но не у носителей минорного Т-аллеля 
(рис. 6А) (анализ проводился в группе пациентов 
с длительностью РС более 1 года). У пациентов – 
носителей генотипа СС – также наблюдалась тен-
денция к увеличению содержания гомоцистеина 
(рис. 6Б) и достоверное увеличение соотношения 
Hcy/B9 (рис. 6В). 

Наблюдаемые закономерности указывают на воз-
можное влияние генотипа по полиморфизму С677Т 
гена MTHFR на опосредованные изменениями фо-
латного обмена нарушения контроля метилирования 
у пациентов с РС. 

ОБСУЖДЕНИЕ
Оценка уровня метилирования ретротранспозона 
LINE-1 используется в качестве суррогатного мар-
кера полногеномного метилирования, поскольку 
на долю этих повторяющихся генетических эле-
ментов приходится до 70% метилированных CpG-
сайтов генома [22, 23]. Изменения метилирования 

Рис. 4. Содержание гомоцистеина в сыворотке крови 
лиц контрольной группы и пациентов с РС. Диапазоны 
концентраций соответствуют квартилям, опреде-
ленным для группы контроля. Данные для каждого 
диапазона представлены в процентах от общего числа 
испытуемых, включенных в каждую группу 
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LINE-1 представляют и самостоятельный интерес, 
так как эпигенетическая инактивация ретротран-
спозонов может способствовать нестабильности 
генома, структурным хромосомным перестройкам 
и малигнизации [24, 25]. Активация ретротранспозо-
на LINE-1 в пожилом возрасте вызывает индукцию 
синтеза интерферонов и способствует стимуляции 
воспалительных реакций [26].

В представленном исследовании выявлены до-
стоверные различия между уровнем метилирова-
ния ретротранспозона LINE-1 в ПМНК у пациентов 
с ремиттирующим и прогрессирующим течением, 
при этом более высокие значения метилирования 
обнаруживаются при прогрессирующем течении РС. 
Кроме того, показано повышение уровня метилиро-
вания LINE-1 у пациентов с РС при увеличении 
длительности заболевания. В контрольной группе, 
напротив, уровень метилирования снижается с уве-
личением возраста. То есть при РС наблюдается пе-
рестройка корреляционных взаимосвязей, в частно-
сти, у пациентов разрушается присущая здоровым 
индивидам отрицательная корреляционная зависи-
мость между возрастом и уровнем общегеномного 
метилирования. 

Обнаруживаемые у пациентов с РС измене-
ния концентраций гомоцистеина, фолиевой кис-
лоты и их соотношения, а также взаимосвязь 
этих изменений с уровнем общегеномного мети-
лирования указывают на то, что гиперметили-
рование при РС может быть опосредовано на-
рушениями фолатного обмена. Одноуглеродный 

метаболизм – многокомпонентный, многостадий-
ный метаболический процесс. S-аденозинметионин 
(SAM) и S-аденозингомоцистеин (SAH) – проме-
жуточные продукты цикла гомоцистеин–метио-
нин – являются регуляторами активности ДНК-
метилтрансфераз, оказывая стимулирующее (SAM) 
и ингибирующее (SAH) действие [27, 28]. Изменение 
баланса этих метаболитов может быть вызвано мно-
жеством факторов, среди которых недостаточное 
или избыточное количество метионина в рационе 
питания, дефицит кофакторов ферментов фолат-
ного обмена, наличие полиморфизмов генов, уча-
ствующих в реметилировании гомоцистеина. В нор-
мальных физиологических условиях гомоцистеин 
подвергается быстрой конверсии, в связи с чем его 
образование является биохимически выгодной ре-
акцией. Однако при накоплении гомоцистеина рав-
новесие смещается в сторону преимущественного 
образования SAH, который благодаря структурно-
му сходству с молекулой SAM является мощным 
ингибитором метилтрансферазной активности [29, 
30]. ДНК-метилтрансфераза DNMT1, необходимая 
для поддержания паттернов метилирования в про-
цессе клеточного деления, особенно чувствительна 
к ингибирующему действию SAH. Таким образом, 
повышение концентрации гомоцистеина в кро-
ви должно сопровождаться гипометилированием, 
что и было продемонстрировано в ряде работ [31–
34]. У пациентов с РС, однако, возрастание уровня 
гомоцистеина сопровождалось увеличением уровня 
метилирования, что позволяет предположить нару-

Рис. 6. Концентрация витамина В9 (А), гомоцистеина (Б) и отношение Hcy/B9 (В) у лиц контрольной группы 
и пациентов с РС в зависимости от генотипа по полиморфизму С677Т гена MTHFR. ♦ – значения, отклоняющиеся 
от медианы на величину, превышающую 1.5 межквартильных размаха. * – достоверные различия между группа-
ми, p < 0.05, **– достоверные различия между группами, p < 0.01.
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шение реализуемого по принципу обратной связи 
механизма регуляции активности DNMT. Проверка 
этого предположения требует проведения дополни-
тельных исследований.

С другой стороны, стоит отметить, что только 
у четырех из 27 пациентов содержание гомоцисте-
ина превышало верхний порог референтного ин-
тервала, максимальное значение у одного из этих 
пациентов составило 21.5 мкмоль/л, что соответ-
ствует умеренному уровню гипергомоцистеинемии. 
Возможно, что такое повышение концентрации го-
моцистеина не является достаточным для сдвига 
равновесия в сторону образования SAH и, соответ-
ственно, подавления активности метилтрансфераз. 

Наблюдаемые у пациентов с РС изменения, воз-
можно, обусловлены нарушением регуляции актив-
ности MTHFR, фермента, преобразующего 5,10-ме-
тилентетрагидрофолат в 5-метилтетрагидрофолат, 
образование достаточного количества которого необ-
ходимо для синтеза SAM и обеспечения доступности 
метильных групп. SAM является аллостерическим 
ингибитором MTHFR [35], при нарушении этого ме-
ханизма 5-метилтетрагидрофолат образуется непре-
рывно, способствуя усиленному реметилированию го-
моцистеина, биосинтезу метионина независимо от его 
концентрации и образованию SAM [36]. Полученные 
нами данные могут указывать на реализацию тако-
го механизма. Так, при длительном течении РС на-
блюдалось увеличение доли пациентов с высоким 
(относительно среднего в контрольной группе) со-
держанием гомоцистеина в сыворотке крови; чаще 
обнаруживались признаки дефицита фолиевой кис-
лоты, при этом закономерно возрастало отношение 
Hcy/B9. При анализе этих показателей с учетом ге-
нотипа по полиморфизму С677Т гена MTHFR ока-
залось, что эти изменения были в большей степени 
присущи носителям генотипа СС. Изменения фолат-
ного обмена при этом коррелировали с изменения-
ми уровня метилирования. То есть, логично пред-
положить вклад С-аллеля по этому полиморфному 
варианту в реализацию эпигенетических нарушений 
при развитии РС. С этой гипотезой хорошо согла-
суется тот факт, что наличие миссенс-мутации гена 
MTHFR в позиции 677 приводит к снижению ак-
тивности фермента [37]. Катализируя реакцию пре-
вращения тетрагидрофолата в его активную фор-
му – 5-метилтетрагидрофолат, MTHFR обеспечивает 
субстрат для другой ферментативной реакции – ре-
метилирования гомоцистеина в метионин, осущест-
вляемого МTR. Присутствие Т-аллеля по полимор-
физму С677Т в гене MTHFR снижает активность 
фермента до 70% (при гетерозиготном) и до 30% 
(при гомозиготном варианте). Таким образом, значи-
тельное снижение уровня витамина В9 у носителей 

«активного» варианта гена (генотип СС) может быть 
связано с его активным расходованием в реакции 
конверсии гомоцистеина в метионин, поддержани-
ем уровня метионина, образования SAM и сохране-
ния на высоком уровне потенциала метилирования. 
Это предположение согласуется с ранее опублико-
ванными данными о том, что носительство генотипа 
ТТ по полиморфизму С677Т связано с более низ-
ким глобальным метилированием в лимфоцитарной 
ДНК [38]. Кроме того, влияние гипергомоцистеине-
мии на уровень метилирования в периферических 
мононуклеарных клетках зависит от генотипа по по-
лиморфизму С677Т гена MTHFR и фолатного ста-
туса – снижение уровня метилцитозина отмечалось 
у носителей генотипа ТТ при низком содержании 
фолатов в крови [39].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В представленном исследовании впервые показа-
на связь между уровнем метилирования LINE-1 
при рассеянном склерозе и состоянием фолатного 
обмена. В целом, полученные результаты хорошо 
согласуются с представлениями о влиянии метабо-
лических процессов на основной эпигенетический 
феномен – метилирование ДНК. Нарушения метабо-
лизма одноуглеродных фрагментов могут возникать 
в результате несбалансированного поступления ви-
таминов и нутриентов либо обуславливаться наличи-
ем полиморфных вариантов генов, осуществляющих 
превращения в циклах фолиевой кислоты и цикле 
реметилирования гомоцистеина. Снижение доступ-
ности метильных доноров и нарушение контроля 
метилтрансферазной активности, являющиеся ре-
зультатом нарушения функционирования фолатного 
обмена, – основа формирования аберрантных пат-
тернов метилирования и долговременных изменений 
экспрессии генов. Важно отметить, что эпигенетиче-
ские изменения являются регулируемыми и обрати-
мыми. Дополнительные исследования должны быть 
направлены на создание алгоритмов коррекции ме-
таболических нарушений и поддержание адекватного 
уровня метилирования. 
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