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Когда около 20 лет назад был начат поиск ге�
нов�кандидатов сердечно�сосудистых заболева�
ний (ССЗ), предполагалось, что генетические по�
лиморфизмы будут чрезвычайно полезны, наряду
с уже известными факторами, предрасполагаю�
щими к развитию ССЗ, при оценке индивидуаль�
ного риска и выбора профилактических или тера�
певтических мер. Тем не менее, несмотря на годы
интенсивных исследований, на сегодняшний
день ни один генетический показатель риска ши�
роко не используется в клинической практике. С
течением времени интерес генетических исследо�
ваний распространенных ССЗ постепенно пере�
мещается от первичной стратификации ожидае�
мого риска к более фундаментальному понима�
нию этиологии и патофизиологии болезни и их
косвенного диагностического и терапевтического
смысла [1].

Выявление структуры наследственной компо�
ненты распространенных болезней является од�
ним из ключевых направлений в современной ге�
нетике человека. Классический подход к реше�
нию этой задачи, основанный на ассоциативных
исследованиях отдельных маркеров генов�канди�

датов с болезнью методом случай–контроль, все
еще сохраняет свою актуальность. Однако в по�
следнее десятилетие арсенал методов генетики
многофакторных заболеваний (МФЗ) пополнил�
ся высокопродуктивными подходами, такими как
полногеномное картирование, мета�анализ, ко�
гортные и множественные репликативные иссле�
дования [2–5]. Одной из потенциально наиболее
продуктивных стратегий выявления генетических
вариантов, лежащих в основе подверженности к
МФЗ, является анализ структуры неравновесия
по сцеплению в области генов�кандидатов и об�
наружение связанных с болезнью гаплотипов и
их tagSNPs [6–9].

Эффекты отдельных маркеров, выявляемые
при классическом анализе ассоциаций, как пра�
вило, невелики и могут быть связаны не с самим
изучаемым маркером, а со сцепленным с ним
функционально значимым вариантом (мутацией
или полиморфизмом). В силу этого анализ ассо�
циаций на уровне гаплотипов может оказаться
более мощным и информативным средством, чем
изучение отдельных маркеров. В том случае, если
ген�кандидат играет определенную роль в под�
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Изучение характера неравновесия по сцеплению (LD) в геноме в конкретных популяциях является
высокопродуктивным подходом, позволяющим идентифицировать функциональные варианты, ле�
жащие в основе предрасположенности к многофакторным заболеваниям (МФЗ). В представленной
работе исследована структура паттернов LD гена метилентетрагидрофолатредуктазы (MTHFR) в
группе больных коронарным атеросклерозом (КА) и контрольной выборке из русской популяции.
Нами обнаружены сходные черты в структуре LD гена MTHFR в выборках из одной популяции,
дифференцированных по наличию/отсутствию КА. Впервые выявлена ассоциация полиморфиз�
мов rs7533315 и rs2066462 гена MTHFR с КА, а также реконструирована эволюция гаплотипов и их
роль при формировании КА в русской популяции. Получены данные о взаимосвязи генетической
вариабельности локуса MTHFR у больных КА с патогенетически значимыми показателями липид�
ного обмена. Продемонстрирована высокая информативность гаплотипического подхода в анализе
ассоциаций с МФЗ методом случай–контроль. 

УДК 575.174.015.3:599.9



1208

ГЕНЕТИКА  том 48  № 10  2012

ТРИФОНОВА и др.

верженности к болезни, мы предполагали, что
можно ожидать, во�первых, более значимых ассо�
циаций и более высокого относительного риска
для определенных гаплотипов по сравнению с ал�
лелями отдельных маркеров; во�вторых, более
выраженной структуры неравновесия по сцепле�
нию (LD) у больных по сравнению с контрольны�
ми или популяционными выборками; и, в�тре�
тьих, различия в структуре LD и связи гаплотипов
с болезнью в популяциях различного этнического
происхождения.

Задачей настоящей работы было проверить эту
гипотезу на примере анализа структуры гаплоти�
пов в локусе гена метилентетрагидрофолатредук�
тазы (MTHFR) в популяциях различного этниче�
ского происхождения и у больных коронарным
атеросклерозом (КА).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В рамках данной работы были обследованы
группа больных КА и контрольная выборка. В
группу больных вошли неродственные индивиды
европеоидной национальности (128 мужчин и
13 женщин) с атеросклерозом коронарных артерий,
наблюдавшиеся в НИИ кардиологии СО РАМН

(г. Томск). Средний возраст пациентов на момент
обследования составил 49 ± 8 лет. Наличие стено�
зирующего процесса в коронарных артериях бы�
ло подтверждено ангиографическим обследова�
нием. У большинства больных минимальная сте�
пень сужения артерии соответствовала II степени
поражения по общепринятой классификации
стенозов (стеноз более 50%). У 87% обследуемых
пациентов первые клинические проявления ИБС
возникли в возрасте до 55 лет, что дает повод рас�
сматривать данную патологию в конкретном слу�
чае как заболевание с ранней формой проявления.
Контрольную группу составили 126 неродствен�
ных индивидов (123 мужчины и 3 женщины), ев�
ропеоиды по этнической принадлежности (сред�
ний возраст на момент обследования составил
41 ± 8 лет), которые не имели клинических про�
явлений сердечно�сосудистых нарушений. У об�
следованных индивидов были проанализированы
следующие параклинические признаки: содержа�
ние общего холестерина и триглицеридов в плаз�
ме крови, систолическое (САД) и диастолическое
(ДАД) артериальное давление, антропометриче�
ские показатели. Генеалогические данные уста�
навливали на основании семейного анамнеза,
клинические и антропометрические показатели –
по истории болезни.

 
Таблица 1.  Характеристика исследованных SNPs гена MTHFR

№
SNP ID 

(общепринятое 
название)

Позиция на 
хромосоме 
(по данным 
базы NСBI)

dbSNP 
аллели 

Предковый 
аллель Тип мутации

Локализация в
гене MTHFR 
(по данным
 базы NСBI)

1 rs3753588 11863904 A/G G Интрон  1

2 rs2066470 11863057 C/T C Синонимичная  
(39 Pro/Pro)

Экзон 2 

3 rs17037397 11862163 А/С C Интрон 2

4 rs7533315 11860683 C/T C Интрон 3

5 rs4846052 11857951 С/Т T Интрон 4

6 rs1801133 
(С677Т)

11856378 С/T C Несинонимичная  
(222 Val/Ala)

Экзон 5

7 rs6541003 11855867 A/G G Интрон 5

8 rs2066462 11854896 C/T C Синонимичная  
(352 Ser/Ser)

Экзон 7

9 rs1801131 
(А1298С)

11854476 A/C A Несинонимичная  
(429 Ala/Glu)

Экзон 8

10 rs17375901 11852516 C/T C Интрон 9

11 rs2274976 
(G1793A)

11850927 А/G G Несинонимичная  
(594 Gln/Arg)

Экзон 12

12 rs1537516 11847861 С/Т C (3'UTR)
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В качестве маркеров были выбраны следую�
щие 12 SNPs (однонуклеотидных полиморфиз�
мов) гена MTHFR: rs3753588, rs2066470,
rs17037397, rs7533315, rs4846052, rs1801133
(C677T), rs6541003, rs2066462, rs1801131 (A1298C),
rs17375901, rs2274976 (G1793A) и rs1537516, отно�
сительно равномерно охватывающие все экзоны,
интроны и 3'�нетранслируемую область гена
MTHFR. Частота минорного аллеля для большин�
ства исследованных локусов составляет не менее
5% (по данным базы NSBI). В табл. 1 представлена
локализация изученных полиморфных вариантов
в гене MTHFR. Генотипирование проводили ме�
тодом полимеразной цепной реакции (ПЦР) и
анализа полиморфизма длин рестрикционных
фрагментов (ПДРФ) согласно протоколам, опи�
санным ранее [10–12].

Статистическая обработка результатов иссле�
дования проводилась с помощью пакетов стати�
стических программ “Statistica 7.0”, “ARLEQUIN”
и “Haploview 4.0”. Для определения характера рас�
пределения полученных данных использовали
критерий Колмогорова–Смирнова. Роль геноти�
пов изучаемых полиморфных вариантов гена в ва�
риабельности количественных признаков опреде�
ляли с помощью критерия Крускала–Уоллиса [13].
В исследуемых группах для полиморфных вариан�
тов вычисляли отношение шансов (OR) и довери�
тельные интервалы (CI) для отношения шансов
(95% CI). Частоты гаплотипов определяли с помо�
щью EM�алгоритма. LD между парами SNPs оце�
нивалось с помощью коэффициента D', предло�
женного Левонтином, и коэффициента корреля�
ции r2 Пирсона. Блочная структура определялась

посредством алгоритма “Solid spine LD” [14],
предусмотренного программным обеспечением
“Haploview 4.1”, с заданным порогом D' ≥ 0.75.
Уровень генетического разнообразия и межпопу�
ляционной дифференциации вычисляли методом
анализа молекулярной вариабельности (AMOVA).
Селективная нейтральность полиморфизмов в
данной работе исследовалась с помощью теста
Эвенса–Ваттерсона [15]. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В табл. 2 и на рис. 1 представлены частоты ал�
лелей и генотипов по всем анализируемым поли�
морфным вариантам у больных КА и в контроль�
ной группе. В обеих группах практически по всем
изученным локусам выполняется равновесие
Харди–Вайнберга (исключение составляют лишь
rs4846052 и rs6541003 в группе больных КА). Воз�
можными причинами отклонения от равновесия
в данном случае могут быть небольшой объем вы�
борки или сцепление анализируемых SNPs с се�
лективно значимыми. 

Оценка селективной нейтральности 
полиморфизмов гена MTHFR

Селективная нейтральность полиморфизмов
гена MTHFR исследовалась с помощью теста
Эвенса–Ваттерсона [15]. Из всех изученных SNPs
отклонение от нейтральности в контрольной вы�
борке и группе больных КА обнаружено только
для двух полиморфных вариантов – rs4846052 и
rs6541003. Все три функционально значимых
SNPs, обусловливающих повышение уровня го�

Рис. 1. Распределение частот (в %) минорных аллелей у больных КА и в контрольной группе. Статистически значимые
различия (р < 0.05), полученные при сравнении частот аллелей в группе больных КА и в контрольной выборке, обо�
значены *. 
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Таблица 2.  Распределение генотипов изученных полиморфных вариантов гена MTHFR у больных КА и в кон�
трольной группе

№ Исследованные 
SNPs Генотип

Частота, % Значение крите�
рия χ2 с поправкой 

Йейтса (уровень 
значимости р)*

Отношение 
шансов – OR, 

(95%�ный доверитель�
ный интервал)**

Контрольная 
группа 

(N = 126)

Больные КА
(N = 141)

1 rs3753588

AA 1 –

0.34 (р = 0.561) 0.80 (0.43–1.50)AG 18 16

GG 81 84

2 rs2066470

CC 83 84

0.26 (р = 0.607) 0.97 (0.51–1.82)CT 16 15

TT 1 1

3 rs17037397

АА – –

0.51 (р = 0.474) 0.69 (0.31–1.55)AC 11 8

CC 89 92

4 rs7533315

CC 53 38

4.38 (р =0.036) 1.60 (1.08–2.36)CT 42 52

TT 5 10

5 rs4846052

CC 30 21

2.68 (р = 0.101) 1.19 (0.83–1.70)CT 53 63

TT 17 16

6 rs1801133 
(C677T)

CC 55 52

0.54 (р = 0.763) 1.14 (0.78–1.67)CT 39 40

TT 6 8

7 rs6541003

AA 29 26

0.08 (р = 0.774) 1.09 (0.76–1.56)AG 56 59

GG 15 15

8 rs2066462

CC 94 84

4.82 (р = 0.028) 2.71 (1.13–6.72)CT 6 16

TT – –

9 rs1801131 
(A1298C)

AA 40 48

1.12 (р = 0.290) 0.80 (0.55–1.17)AC 48 42

CC 12 10

10 rs17375901

CC 91 92

0.01 (р = 0.958) 0.98 (0.38–2.55)CT 9 8

TT – –

11 rs2274976 
(G1793A)

AA – –

1.78 (р = 0.182) 0.35 (0.13–0.90)AG 13 7

GG 87 93

12 rs1537516

CC 82 80

0.06 (р = 0.810) 1.12 (0.62–2.03)CT 17 18

TT 1 2

Примечание. N – количество индивидов в группе. * – значение критерия χ2 с поправкой Йейтса и уровень значимости р по�
лучены при сравнении частот генотипов группы больных КА и контрольной группы. Жирным шрифтом выделены статисти�
чески значимые различия (р < 0.05). ** – отношение шансов и доверительный интервал приведены для минорных аллелей,
обозначенных на рис. 1. 
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моцистеина (ГЦ) в крови, оказались селективно
нейтральными. Аналогичные данные получены
также для македонской популяции в исследова�
нии Spiroski (2008): полиморфизмы С677Т и
А1298С оказались селективно нейтральны у боль�
ных венозными тромбозами и в контрольной
группе [16]. Вероятно, это объясняется тем, что
даже некоторое изменение фенотипа может быть
селективно нейтральным, если не влияет на ре�
продуктивную эффективность. Тем не менее су�
ществуют данные о селекции аллеля 677Т и накоп�
лении гомозигот 677ТТ в испанской популяции,
основанные на изучении изменения распределе�
ния частот аллелей и генотипов данного SNP в те�
чение XX в. Авторы связывают полученные ре�
зультаты с увеличением в последней четверти XX в.
потребления фолиевой кислоты женщинами в
период зачатия, что приводит к повышению жиз�
неспособности плодов с генотипом 677ТТ на ран�
них стадиях эмбриогенеза [17]. Кроме того, под�
тверждением селективной значимости аллеля
677Т являются результаты исследования, осно�
ванного на анализе распределении частот аллелей
и генотипов пяти полиморфизмов гена MTHFR в
популяциях Израиля, Японии и Африки, которое
показало, что аллель 677Т обнаруживается в гапло�
типах, имеющих селективное преимущество [18]. 

Ассоциация аллелей и генотипов локуса MTHFR
с коронарным атеросклерозом

Сравнение распределения частот генотипов и
аллелей в контрольной группе и у пациентов с КА
выявило значимые различия по двум полиморф�
ным вариантам гена MTHFR (rs7533315 и
rs2066462): частота аллеля Т, генотипов СТ и ТТ
были статистически значимо выше в группе боль�
ных КА (табл. 3). Для всех исследованных марке�
ров отношение шансов для минорного аллеля ва�
рьировало от 0.35 до 2.71 (табл. 2). Анализ отно�
шения шансов также подтвердил возможную
связь генетической изменчивости rs7533315 и
rs2066462 с наследственной предрасположенно�
стью к КА (OR = 1.60; 95% CI: 1.08–2.36 и OR =
= 2.71; 95% CI: 1.13–6.72, соответственно). 

В данном исследовании не получено статисти�
чески значимой взаимосвязи КА ни с одной из
трех наиболее изученных несинонимичных замен
гена MTHFR (С677Т, А1298С и G1793А). Однако
КА ассоциирован с полиморфизмом rs7533315,
расположенным в третьем интроне гена MTHFR,
и синонимичной заменой 7�го экзона rs2066462.
Можно предположить, что эффект синонимич�
ной замены rs2066462 гена MTHFR на синтез ко�
дируемого им белка может заключаться в наруше�
нии сплайсинга или необходимости для клетки
вовлекать более редкую тРНК, что замедляет син�
тез белка. Что касается маркера rs7533315, вероят�
но, полученная ассоциация обусловлена тем, что

данный SNP находится в тесном сцеплении (D' = 1)
с rs2066462 и с несинонимичной заменой rs2274976
(G1793А), но в силу малой частоты минорного ал�
леля А полиморфизма rs2274976 связь этой мис�
сенс�мутации с КА не удалось зафиксировать на
столь небольшой выборке. Данные о маркере
rs2274976 в литературе крайне немногочисленны.
Известно, что частота полиморфизма G1793А ва�
рьирует от 1.3% у евреев Ашкенази до 26.6% у ин�
донезийцев о�ва Ява. Показано, что гетерозигот�
ность по сайту G1793А приводит к повышению в
крови уровня ГЦ на 40% [19]. Приводятся сведе�
ния об ассоциации этого SNP с раком эндомет�
рия, плоскоклеточной карциномой, колорек�
тальным раком и женским бесплодием. Некото�
рые исследователи выделяют rs2274976 как
клинически важный полиморфизм, особенно
при анализе генетической подверженности к
МФЗ, в патогенез которых вовлечены нарушения
фолатного метаболизма [20]. 

Возможно также, что маркер rs7533315 сцеп�
лен с каким�то другим функционально значимым
не исследованным в данной работе полиморфиз�
мом гена MTHFR. Посредством проведенного в
2006 г. ресеквенирования гена MTHFR в четырех
популяциях (европеоиды, африканцы, китайцы и
мексиканцы) было выявлено 11 несинонимич�
ных замен в данном локусе [21], наиболее распро�
страненными из которых были только три SNPs
(С677Т, А1298С и G1793А), остальные полимор�
физмы встречались в отдельных популяциях с ча�
стотой от 0.8 до 2.5%. 

Данные по поводу ассоциации аллельных ва�
риантов гена MTHFR с ССЗ достаточно противо�
речивы. Многие авторы рассматривают полимор�
физм С677Т гена MTHFR как независимый фактор
риска сердечно�сосудистых и цереброваскулярных
заболеваний, в том числе и коронарного атеро�
склероза. Однако другие исследователи не обна�
руживают связи маркеров С677T и А1298С с сосу�
дистой патологией [22–28]. Например, Klerk и
соавт. (2002) сообщили в своем мета�анализе об
ассоциации между полиморфизмом С677Т и
ИБС у европейского населения и отсутствии дан�
ной взаимосвязи в северо�американской популя�
ции [29]. Другой мета�анализ 15 ассоциативных
исследований также идентифицировал значимую
взаимосвязь генотипа 677ТТ с КА (OR 1.67; 95% CI
1.21–2.31) [30]. Крупномасштабный анализ оцен�
ки вероятности значимых эффектов 23 исследо�
ваний случай–контроль, охватывающий 5869 па�
циентов и 6644 индивидуумов контрольной груп�
пы, обнаружил, что маркер С677Т не является
фактором риска ССЗ, но генотип 677TT связан с
повышенной концентрацией ГЦ на 25% по срав�
нению с CC генотипом [31]. Тем не менее мета�
анализ исследований, включающих в общей
сложности 5644 пациента, проведенный Wu и
Tsongalis в 2001 г. [32], показал, что 677ТТ гомози�

6*
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готный вариант ассоциирован с повышенным
риском КА (OR 1.30; 95% CI 1.11–1.52), противо�
положные результаты были получены в работе
Nakai и соавт. (2001) [33]. Вышеописанные проти�
воречия могут объясняться различными подхода�
ми к планированию исследования, вовлечением
генетических маркеров в процессы патогенеза КА
в одних популяциях и отсутствием такого меха�
низма в других. Необходимо остановиться на су�
щественных моментах, касающихся популяцион�
но�генетических процессов, которые также могут
приводить к разноречивым результатам. В раз�
личных популяциях и этно�географических груп�
пах ассоциации формируются на различном гене�
тическом и средовом фоне. Возникновение мута�
ции, выражающейся, допустим, в повышении
предрасположенности к КА, могло происходить
неоднократно и в различном аллельном окруже�
нии. Известно, что любой новый аллель изна�
чально ассоциирован с другими аллелями, на фо�
не которых этот аллель возник. И хотя каждый
SNP может анализироваться независимо, вероят�

но, более информативно изучать их в гаплотипах,
специфических для популяций вследствие уни�
кальной демографической истории.

Структура гаплотипов и неравновесия
по сцеплению гена MTHFR в исследованных группах

В настоящей работе анализ гаплотипов прово�
дился по 11 SNPs гена MTHFR (маркер rs3753588
был исключен вследствие отсутствия в панели
проекта HapMap). У пациентов с КА было обна�
ружено 14 гаплотипов из 4096 теоретически воз�
можных, в контрольной выборке – 15 (рис. 2), де�
вять гаплотипов были идентичными для обеих
групп. У больных КА наблюдалось четыре основ�
ных гаплотипа (с частотой более 10%), в кон�
трольной группе – три. Сравнительный анализ
частот гаплотипов выявил статистически значи�
мую ассоциацию с КА гаплотипов CCTTCG�
CACGC (χ2 с поправкой Йейтса = 6.91, p = 0.009;
OR 2.57, 95% CI 1.24–5.39) и СССTСAСAСGС

TAC G AC CCCT T

CAC A GC CACC C

TCC G AC CCCT T

CCC A GT CCCC C

CAT G GC CCCT C

TCC G GC CCTT T

TCC G GC TCTT T

CCC G GC CCCT C
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CCT G GT CACT C

TCC G GC TCCT T

CCC A GT CACCT C
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CCC A GC CACT C
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Рис. 2. Распределение частот (в %) гаплотипов у больных КА и в контрольной группе.
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(при сравнении критерием Фишера p = 0.017;
RR 1.92, 95% CI 1.77–2.08). Кроме того, обнару�
жен один протективный гаплотип CCCTCGC�
CCGC (при сравнении критерием Фишера p =
= 0.003; OR 0.18, 95% CI 0.04–0.69), по остальным
гаплотипам значимых различий не найдено. Рис�
ковый гаплотип – CCTTCGCACGC содержит
один мутантный аллель Т (выделен жирным
шрифтом) маркера rs7533315, для которого в дан�
ном исследовании была зафиксирована ассоциа�
ция с КА. Однако все остальные аллели данного
гаплотипа являются предковыми, что указывает
на возможное тесное сцепление rs7533315 c ка�
ким�то не исследованным в текущей работе
функционально значимым SNP гена MTHFR. Га�
плотип СССTСAСAСGС, также ассоциирован�
ный с КА, включает мутантный аллель по локусу
rs6541003, для которого в настоящем исследова�
нии получены данные, свидетельствующие о ве�
роятном действии на этот локус стабилизирую�
щего отбора как в контрольной группе, так и у
больных КА.

Гаплотип CCCTCGCCCGC включает в себя
только один мутантный аллель С, принадлежа�
щий функционально значимому маркеру гена
MTHFR – rs1801133 (А1298С). Тем не менее в на�
шем исследовании этот гаплотип показал выра�
женный протективный эффект в отношении КА.
Однако необходимо отметить, что данный гапло�
тип не наблюдается в некоторых монголоидных
популяциях (буряты, китайцы, японцы) и стати�
стически значимо чаще встречается у русских по
сравнению с другими анализируемыми популя�
циями [34]. На сегодняшний день вопрос о влия�
нии полиморфизма А1298С гена MTHFR на уро�
вень гомоцистеина в плазме остается открытым.
Ряд исследований на эту тему показал достаточно
противоречивые результаты [35, 36]. Было выдви�
нуто предположение, что генотип 677ТT имеет
значительно больший эффект на активность
MTHFR, чем вариант 1298СС, в силу своего рас�
положения в каталитическом домене фермента, в
то время как полиморфизм A1298C, локализован�
ный в участке, кодирующем С�терминальный ре�
гуляторный домен, способствует незначительно�
му изменению активности MTHFR посредством
нарушения связывания данного фермента с его
ингибитором S�аденозилметионином [37]. 

Ранее нами был проведен филогенетический
анализ взаимоотношений гаплотипов гена MTHFR
[34], который демонстрирует, что именно эти три
гаплотипа, находящиеся в одном мутационном
шаге от предполагаемого гаплотипа�основателя,
условно “разбивают” филогенетическое древо на
три основных кластера. Этот наблюдаемый факт
представляется крайне интересным в контексте

эволюционных аспектов генетической архитек�
туры атеросклероза и, на наш взгляд, требует
дальнейшего изучения.

Показано, что использование гаплотипов, а не
SNPs в ассоциативных исследованиях может су�
щественно повысить статистическую мощность
теста, особенно если предрасполагающие к забо�
леванию полиморфизмы не анализируются непо�
средственно или в случае существования высокой
степени мультилокусного LD [38, 39]. Имитаци�
онное моделирование, проведенное Akey и соавт.
(2001), продемонстрировало, что мощность гап�
лотипических тестов находится под влиянием ге�
нетической дистанции между наблюдаемыми
маркерами и причинной мутацией, а также частот
аллелей и возраста этой мутации [40]. Одним из
интересных свойств гаплотипа является нерандо�
мизированная ассоциация среди SNPs, составля�
ющих его так называемое неравновесие по сцеп�
лению. 

Ранее нами была показана популяционная
специфичность структуры неравновесия по сцеп�
лению гена MTHFR в различных популяциях
Евразии [34, 41]. Настоящая работа подтверждает
также наличие и межгрупповых различий в струк�
туре LD локуса MTHFR (рис. 3). В контрольной
выборке, которая по своим параметрам близка к
популяции русского населения г. Томска [42], вы�
явлены три блока: первый – из двух близко рас�
положенных SNPs (rs3753588 и rs2066470), второй
включает пять полиморфизмов – rs7533315,
rs4846052, rs1801133, rs6541003 и rs2066462, третий
состоит из четырех SNPs – rs1801131, rs17375901,
rs2274976 и rs1537516. Примечательно, что считаю�
щийся наиболее функционально значимым поли�
морфизмом гена MTHFR вариант С677Т (rs1801133)
не показывает тесного сцепления ни с одним из
исследованных маркеров. Необходимо отметить,
что характер структуры LD в группе пациентов с
КА и контрольной выборке, полученный в дан�
ной работе, носит во многом схожие черты. И в
том и в другом случае несомненно наличие “горя�
чей точки” рекомбинации между rs2066462 и
rs1801131. Также в обеих группах наблюдается гап�
лотипический блок в 3'�области гена, включаю�
щий в себя идентичные SNPs. Однако в 5'�области
гена сцепление более выражено у больных КА.

Дополнительным подтверждением ассоциа�
ции наблюдаемой гаплотипической структуры
гена MTHFR с коронарным атеросклерозом в
данной работе является выявленная взаимосвязь
исследованных маркеров гена MTHFR с патоге�
нетически значимыми показателями липидного
обмена.
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Анализ ассоциаций с патогенетически значимыми 
количественными признаками

Посредством множественного сравнения в
данной работе была найдена ассоциация геноти�
пов шести SNPs: rs7533315, rs6541003, rs2066462,
rs1801131, rs17375901, rs1537516 с вариабельно�
стью содержания в плазме общего холестерина
(ОХС) и/или триглицеридов (ТГ) в группе боль�
ных коронарным атеросклерозом (табл. 3). При�
мечательно, что ассоциации с показателями ли�
пидного обмена зафиксированы для генотипов
трех из четырех SNPs, входящих во второй блок
сцепления у больных КА. В контрольной группе
выявлено статистически значимое повышение
содержания ОХС у гетерозигот по rs17375901. Не�
обходимо отметить, что в группе больных КА
максимальный уровень ОХС и ТГ соответствовал
гомозиготе по “мутантному” аллелю (rs7533315,
rs1801131, rs1537516) или гетерозиготе, включаю�
щей данный аллель (rs2066462, rs17375901). Об�
ратная тенденция наблюдалась для rs6541003: но�
сители предкового генотипа по данному локусу
имели достоверно повышенные уровни ОХС и ТГ
по сравнению с “мутантными” гомозиготами.
Показатели САД и ДАД крови, содержание ЛПНП
в плазме и индекс массы тела (ИМТ) у носителей
различных генотипов локуса MTHFR достоверно
не отличались ни в одной из групп. 

С уровнем ЛПВП у больных КА показали кор�
реляцию только два полиморфных варианта
(rs7533315 и rs2066462), для которых в настоящем
исследовании была выявлена ассоциация с КА. В
контрольной группе была отмечена лишь тенден�
ция ассоциации генотипов маркера С677Т с со�
держанием ЛПВП. Согласно полученным дан�
ным, гомозиготы 677ТТ имеют более низкий уро�
вень ЛПВП по сравнению с гетерозиготами и
гомозиготами по предковому аллелю. Аналогич�
ные результаты получены в работе Real и соавт.
(2009), исследовавших взаимосвязь генотипов
полиморфизма С677Т, содержания в плазме гомо�
цистеина и липопротеинов при семейной гипер�
холестеринемии. В данном исследовании гено�
тип 677ТТ и повышенный уровень ГЦ в плазме
были ассоциированы со сниженным содержани�
ем ЛПВП [43]. В исследовании японских ученых
показана достоверная ассоциация генотипа
677ТТ и уровня ЛПВП при развитии атеротром�
ботического инфаркта [44]. 

Результаты крупномасштабного сероэпиде�
миологического исследования, проведенного в
испанской популяции, показали, что сочетание
таких факторов риска ССЗ, как дефицит фолата
(<5.3 nmol/l), ЛПВП (<35 mg/dl) и носительство
генотипа 677ТТ, повышает риск развития гипер�

гомоцистеинемии (ГГЦ) в 87 раз [45]. Механиз�
мы, обусловливающие ассоциации ГГЦ, поли�
морфизмов гена MTHFR и уровня липопротеинов
плазмы, на сегодняшний день не известны. Мно�
гочисленные эксперименты, проведенные на
культурах эндотелиальных клеток, показали, что
ГГЦ сопровождается генерацией оксидантов, ко�
торые помимо цитотоксического эффекта обла�
дают способностью инициировать окисление ли�
попротеидов низкой плотности (ЛПНП). Кроме
того, при ГГЦ в мембранах и межклеточном про�
странстве эндотелиоцитов повышается концен�
трация ЛПНП и липопротеидов очень низкой
плотности (ЛПОНП), вследствие недостатка мети�
ла при синтезе белковой компоненты липопротеи�
нов. Недавно in vitro продемонстрировано ГЦ�ин�
дуцированное повышение экспрессии генов, от�
вечающих за биосинтез и поглощение ХС, ТГ и
межклеточную аккумуляцию ХС [46]. Показано
также, что одним из путей метаболизма ГЦ в ор�
ганизме человека является его преобразование в
тиоэфир ГЦ�тиолактон. Jakubowski и соавт. в 1997 г.
сформулирована гипотеза участия ГЦ�тиолакто�
на в развитии атеротромбоза и модификации липо�
протеинов. Позднее было выявлено повышение
тканевого уровня ГЦ и его метаболита ГЦ�тиолак�
тона у больных ИБС [47]. 

Таким образом, на сегодняшний день много�
численные биохимические и генетические дан�
ные подтверждают, что увеличение уровня ГЦ,
часто обусловленное мутациями генов фолатного
обмена, способствует формированию проатеро�
тромботического фенотипа. Представленные ре�
зультаты свидетельствуют о несомненном уча�
стии полиморфных вариантов гена MTHFR в де�
терминации КА. Однако с клинической точки
зрения ассоциации генетических маркеров с КА,
хотя и свидетельствуют о повышенном риске раз�
вития заболевания, не являются достаточно ин�
формативными для того, чтобы предоставить до�
полнительную диагностическую информацию.
Также в результате настоящего исследования на�
ми обнаружены существенные различия в струк�
туре LD гена MTHFR в популяциях различного
этнического происхождения и сходные черты в
архитектуре гаплотипических паттернов в выбор�
ках из одной популяции, дифференцированных
по наличию/отсутствию коронарного атероскле�
роза; выявлена высокодостоверная ассоциация
определенных гаплотипов и SNPs гена MTHFR с
атеросклерозом коронарных артерий; обнаруже�
на взаимосвязь генетической вариабельности
MTHFR с патогенетически значимыми показате�
лями липидного обмена; продемонстрирована
высокая информативность гаплотипического
подхода в анализе ассоциаций с МФЗ методом
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случай–контроль. Полученные в настоящей ра�
боте данные представляют, по нашему мнению,
значительный интерес в понимании нескольких
генетических феноменов: межпопуляционных
различий в характере LD; структуры генетиче�
ской компоненты МФЗ с точки зрения сравни�
тельной информативности ассоциативных связей
с болезнью на уровне отдельных маркеров и га�
плотипов; функциональной значимости и плей�
отропного “поля действия” гена MTHFR.

Крайне любопытным представляется факт от�
сутствия ассоциации с атеросклерозом и его эн�
дофенотипами полиморфизма С677Т, как при
анализе отдельных SNPs, так и при оценке гапло�
типической вариабельности гена MTHFR; также
интересно отсутствие у больных достоверного
сцепления данного маркера со всеми остальными
исследованными полиморфизмами. Большая
часть накопленных данных по ассоциации гена
MTHFR с мультифакториальными состояниями,
включая сердечно�сосудистые заболевания, каса�
ется именно этой миссенс�мутации, приводящей
к синтезу термолабильного варианта фермента.
Можно предположить, что эффект этого SNPs в
отношении сердечно�сосудистой патологии, если
он является атрибутом самой замены, не столь ве�
лик, чтобы быть зафиксированным в таких отно�
сительно небольших выборках, как в настоящей
работе. Вполне вероятно также, что в силу попу�
ляционных особенностей структуры неравнове�
сия по сцеплению С677Т может входить в состав
связанных с болезнью гаплотипов в одних попу�
ляциях, но не входить в других, как продемон�
стрировано в данной работе. 

Работа выполнена при финансовой поддержке
ФЦП “Научные и научно�педагогические кадры
инновационной России” (ГК № П321) и “Исследо�
вания и разработки по приоритетным направлени�
ям развития научно�технологического комплекса
России на 2007–2013 годы” (ГК № 11.519.11.2036).
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Analysis of the MTHFR Gene Linkage Disequilibrium Structure and Association
of Polymorphic Gene Variants with Coronary Atherosclerosis

E. A. Trifonovaa, M. G. Spiridonovaa, T. V. Gabidulinab, F. D. Urnovc,
V. P. Puzyreva, and V. A. Stepanova, d
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cUniversity of California, Department of Molecular and Cell Biology, Berkeley, CA, 94720 USA
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Analysis of the genome�specific linkage disequilibrium patterns in certain populations is a highly promising
approach to the identification of functional variants that underlie susceptibility to complex diseases. In the
present study, the linkage disequilibrium patterns of the methylenetetrahydrofolate reductase gene (MTHFR)
were examined in a group of patients with coronary atherosclerosis (coronary artery disease, CAD) and in a
control sample from the Russian population. It was demonstrated that in the samples from one population,
which were differentiated by the presence or absence of CAD, the MTHFR linkage disequilibrium patterns
had similar features. Association of the MTHFR rs7533315 and rs2066462 polymorphisms with CAD was
demonstrated. In addition, the evolution of the haplotypes and their role in the formation of CAD in the Rus�
sian population was reconstructed. The data on the association between genetic variability in the MTHFR lo�
cus and pathogenetically important indices of lipid metabolism were obtained. The high informativeness of
the haplotype approach in case–control tests for associations with CAD was demonstrated.
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