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      Проведен анализ ассоциаций полиморфных вариантов гена VDR    ( ). с рассеянным склерозом РС Показа-
    на связь аллельного варианта VDR T/t   с заболеванием (p < 0,05).     У больных РС вариант T/t  оказался ассоци-

   ирован с количеством
 эозинофилов (p < 0,05).   Аллельные варианты B/b  и F/f    ,  связаны с показателями СОЭ уровнем иммуноглобу-

 G   лина и количеством CD16+-  (клеток p < 0,05).   Носители гаплотипа Bft VDR  ,  имеют повышенный а btT — пони-
    (женный риск развития РС p < 0,05).       Полученные данные позволяют предполагать роль указанных маркеров 

      .в развитии РС и типов его течения

Genotypes and haplotypes frequencies for VDR polymorphisms in case-control studies of multiple sclerosis (MS) were investigated. Results show an as-
sociation of VDR T/t variant with diseases (p < 0,05). This marker was also associated with amount of eosinophils in MS patients (p < 0,05). Poly-
morphisms B/b and F/f was associated with ESR level, IgG level and amount of the CD16+ cell (p < 0,05). We demonstrate that the Bft haplotype 
significantly higher observed at MS patients and btT — at healthy person Received data allow suggests that the allele t VDR and Bft haplotype of VDR 
gene could increase susceptibility to MS and have influence on clinical manifestation of diseases.

Введение

  ( )  —  Рассеянный склероз РС хроническое 
   прогрессирующее воспалительное и дегенера-

    тивное заболевание центральной нервной си-
,   стемы характеризующееся образованием мно-

    жественных очагов демиелинизации в цен-
   [3, 22].  тральной нервной системе Не вызывает 
,    сомнения что РС является мультифакториаль-

  ( )   ным заболеванием МФЗ и формируется при 
   неблагоприятном сочетании у индивидуума 

 ,   комплекса средовых генетических и эпигенети-
  [8].    ческих факторов Причем влияние всех 

 ,     компонентов значимо и на сегодняшний день 
    нет убедительных доказательств в пользу 

 -    [13]. преобладания какого либо из них Согласно 
    современным представлениям в генетике чело-

,     века подверженность индивидов к МФЗ опре-
   , деляется сочетанием вариантов генов отдель-

     ные эффекты которых в отношении патологии 

  .  могут быть невелики Наиболее распространен-
   -  ным приемом анализа генов кандидатов яв-

     ляется исследование их ассоциаций с клиниче-
   [5].  скими фенотипами заболеваний Задачей 

     исследователей при изучении РС является по-
     ,нимание не только самого механизма развития  

  ,     но и факторов определяющих ту или иную 

 ,   ,  форму заболевания тип течения клинические 
      особенности проявления и даже ответ на про-

 .    водимую терапию В качестве генов подвержен-
    ности к РС преимущественно рассматриваются 

,      гены так или иначе вовлеченные в иммунный 
,   ,   ,  ответ гены миелина некоторых гормонов а 
  ,   также ряд генов определяющих дегенератив-

  ( ,   )  ные изменения например гены апоптоза и 
 [3, 19]. ремиелинизацию

      В последнее время в качестве важной имму-
   норегуляторной единицы внимание исследова-

    телей привлекает система витамина D [15]. Впер-
     вые о возможных иммунных функциях витамина 
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D    25  было заявлено более лет ,  назад а сейчас 
   ,   уже не вызывает сомнения что витамин D име-

    —  ет широкий ряд функций контроль дифферен-
 ,  ,  цировки клеток иммуномодуляция ингибирова-

 ,    [9, 10,ние воспаления контроль уровня гормонов  

12, 15]. 

   На модели экспериментального аллергиче-
  ( )  ского энцефаломиелита ЭАЭ был установлен 

    предупреждающий развитие процесса и даже 
   лечебный эффект витамина D [14].   При РС от-

    мечено положительное действие витамина D в 
  ,  ,комплексной терапии заболевания в частности  

,    показано что его профилактическое назначение 
    [9]. может предупредить развитие патологии Ме-

  таболизм витамина D    прямо или косвенно регу-
   200 .  лируют более чем генов Наиболее активно 

     изучаемым является ген рецептора витамина D 

—  VDR,      расположенный у человека в регионе 
12q12-q14.     Высокая полиморфность и активная во-

    влеченность белкового продукта в физиологи-
     ческие процессы у человека привлекают внима-

    . ние исследователей к этому гену
      В связи с этим целью настоящего исследо-
    вания стал анализ ассоциаций полиморфных 

  вариантов гена VDR    с риском развития рассе-
 ,    янного склероза а также особенностей течения 

  ,   заболевания у русских проживающих на терри-
  . тории Томской области

Материал и методы

-  Молекулярно генетическое исследование 
      проводилось в Томске на базе НИИ меди-

    .  цинской генетики ТНЦ СО РАМН Выборка 
   92  ,  больных РС составила человека обследо-

      ванных в Томске на базе неврологической кли-
     ники и кафедры неврологии и нейрохирургии 

  Сибирского государственного медицинского 
 ( ),   университета СибГМУ русских по националь-

,   61 (66%)   31 (34%) ности из них женщина и муж-

.    чина Медиана возраста пациентов составляла 
33 .     года Диагноз РС всем больным устанавли-

     -вался в соответствии с критериями Мак До-
 [18].     нальда В соответствии с Международной 

    классификацией болезней у исследуемых паци-
     : ентов выделялись три типа течения РС ремит-

 ( ) — 63  (69%), тирующий РРС человека вторично 

прогресс  ( ) — 11 (12%), ирующий ВПРС первично 
 ( ) — 3 (3,3%) [24]. прогрессирующий ППРС Слу-

     чаев прогрессирующего с обострениями РС в 
   .  данном исследовании не встречалось В каче-

    стве контрольной выборки использовали образ-
  113   ,   цы ДНК здоровых русских случайным об-

      разом отобранные из банка ДНК НИИ меди-
 цинской   ,   68 (60%) генетики СО РАМН из них жен-

, 45 (40%) щин ,   мужчин медиана возраста соста-
 64  .    вила года Все исследованные лица 

     контрольной группы не имели по результатам 

  клинического обследования неврологической 
.патологии

      Для участия в исследовании у всех пациен-
      тов и лиц контрольной группы было получено 

 .  информированное согласие Исследование 
     было одобрено этическим комитетом НИИ ме-

      .дицинской генетики ТНЦ СО РАМН и СибГМУ  

    Исследовано три полиморфных маркера гена 
VDR — B/b, F/f и T/t.    Все изученные варианты со-

   (держат однонуклеотидные замены SNP). Вари-
 ант B/b   10-  , расположен в м интроне F/f —  2-во м 

, экзоне T/t —  9-  .   в м экзоне Выделение ДНК про-
    водили стандартным методом с использовани-

 -  . ем фенол хлороформной очистки Генотипиро-
   вание осуществляли методом полимеразной 
 ,   цепной реакции используя структуру праймеров 

   , и параметры температурных циклов описанные 
 [29].    ранее Амплификат подвергали гидролизу 

 FokI   рестриктазами для полиморфного варианта 
F/f,  BsmI    для варианта B/b  и TaqI —   для T/t 

(« »,  )    Сибэнзим Россия при оптимальной для 
    12фермента температуре в течение  . ч Продук-

    3%-  ты рестрикции фракционировали в м агароз-
 ,    -  ном геле затем визуализировали в УФ свете с 

   применением компьютерной видеосъемки на 
 «приборе VilbarLourmat» ( ).Франция

   Соответствие распределения генотипов рав-
 —  ( )  новесию Харди Вайнберга РХВ и сравнения 

     частот аллелей в исследуемых группах анали-
    зировали с помощью критерия χ2  с поправкой 

  .   Йетса на непрерывность Использовали также 
   ,   двусторонний точный тест Фишера в случае 

      если ожидаемое значение хотя бы в одной 
     5.ячейке таблицы сопряженности было меньше  

    Достоверными считали различия при р < 0,05. 
   Для множественного сравнения межпопуляцион-
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    ных различий применяли поправку Бонферрони 
[1]. 

Результаты и обсуждение

      Отклонение от РХВ было показано в группе 
   больных для варианта T/t (χ2 = 7,487;  р < 0,01) за 

  .   счет недостатка гетерозигот Наблюдаемая и 
 ожидаемая гете   розиготность составили соответ-

 0,341ственно  ± 0,003   0,487и  ± 0,013.  Отклонение 
   наблюдаемой гетерозиготности от ожидаемой 

   служит доказательством неслучайности браков 
     между родителями больных и действия факто-

    ,  ров популяционной динамики на гены вовле-
     . ченные в патологический процесс при РС Ин-
,      тересно что подобное же отклонение от РХВ 

     за счет недостатка гетерозигот нашли венгер-
    ские исследователи при изучении сахарного 

 1 .     диабета типа Причем отклонение в этой ра-
    ,   боте наблюдалось и для больных и для 

 ,     контрольной группы а частота редкого аллеля t 

        в обеих группах была близка к таковой в груп-
     (0,410 —пе больных РС данного исследования  

,  0,450  —   ,контроль больные сахарным диабетом  

0,420 —  ,  ) [16]. собственные данные больные РС
    При сравнении распределений генотипов и 

      частот аллелей в выборках больных и здоро-
     вых лиц статистически значимые различия так-

     же наблюдались для полиморфного варианта T/

t.       При делении по типам течения РС наблюда-
       лась ассоциация данного маркера с РРС и не 

  ,   наблюдалась с типами связанными с прогрес-
 (сированием ППРС + ) (ВПРС .табл  1). Сравне-

     ние указанного аллельного варианта в группах 
     в зависимости от пола выявило ассоциацию 

     (только у больных РС женщин χ2 = 10,437; 

р < 0,01),    (но не мужчин χ2 = 3,447; р = 0,208). 
 1Т а б л и ц а

Сравнение случай — контроль для частот аллелей и 
генотипов гена VDR

 Ген / по-
лимор-
физм

  Тип течения

χ2 для 
сравне-

 ния гено-
типов

χ2 для 
частот 

аллелей

р   по Фишеру
 для сравнения 

генотипов

VDR Bb  Общая группа 4,050 2,140 0,141

РРС 5,128 2,206 0,089

 + ППРС ВПРС 0,363 0,104 0,778

VDR Ff  Общая группа 0,411 0,269 0,804

РРС 1,044 0,794 0,569

 + ППРС ВПРС 0,629 0,268 0,845

VDR Tt  Общая группа 5,111 4,497* 0,089

РРС 5,975 4,382* 0,050
 + ППРС ВПРС 1,156 0,561 0,554

* p < 0,05.

      Во всех случаях ассоциация с РС обуслов-
     лена более высоким количеством гомозигот tt у 

     (больных по сравнению с контролем .рис  1). 

   Исключение составляет немногочисленная в 
     представленной выборке группа больных с про-
   . грессирующими типами течения болезни Здесь 

 генотип tt      встречался практически с той же ча-
,     (14,3  11,5% стотой что и в контроле и соответ-
).ственно

.Рис  1.    tt  Распределение частот гомозигот полиморфного ва-
 T/t рианта VDR        в разных группах больных РС и в контроле

    О подобной ассоциации полиморфного мар-
 /кера Т t VDR      с РС сообщалось ранее при ис-

    [29].  следовании больных из Австралии Ин-
,     тересно что в австралийском исследовании ча-

  стота аллеля t   и генотипа tt    у больных в общей 
,       выборке так же как и в настоящем исследова-

,    ,    нии была достоверно выше чем у здоровых 
( .рис  2).
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.Рис  2.      Сравнение распределения частот аллелей и геноти-
   T/t  пов полиморфного варианта VDR     в группах больных из 

  -Томска и Квинс
 ( ).    ленда Австралия Для сравнения случай — контроль 

p < 0,05

 ,    Необходимо отметить что данные о влия-
    нии полиморфных вариантов гена VDR  на про-

  дукцию белка VDR .   , спорны С одной стороны со-
  общалось о зависи   мости стабильности мРНК 

   белка рецептора витамина D   от аллельных вари-
 антов Taq- ,   полиморфизма о зависимости продук-

     ции белка рецептора от аллелей Fok-поли-
     морфизма и ряда новых полиморфных вариан-

 [21, 31, 33].  ,   тов В частности была показана связь 
 нового поли  морфизма rs3847987  3’-в нетранслиру-

   емой области гена с   уровнем активной формы 

 витамина D   [23].  в плазме   ,С другой стороны  

     имеется достаточно данных о слабом воздей-
     ствии или даже отсутствии такового полимор-

 физмов VDR    [12, 36].на белковый продукт  Из-
,      вестно что ассоциации генов с фенотипом бо-

,      лезни а также ее отдельными признаками мо-
     жет быть обусловлена не только вовлеченно-
     стью белковых продуктов маркерного гена в 

   процесс формирования патогенеза заболева-
,      .  ния но и неравновесием по сцеплению Во 

      втором случае конкретный ген или его продук-
       ты могут быть не связаны с возникновением и 

 развитием     заболевания и его клинических про-
. явлений Ассоциа    ция здесь определяется диф-

  ференциальной приспособленностью носителей 

    сочетаний генетического маркера с известным 

   ( ) или предполагаемым геном генотипом изуча-
  [7].  ,  емого заболевания Кроме того связь гене-

     тического маркера с признаком может быть 
  обусловлена генетической подразделенностью 

. популяции
   D,   Относительно связи витамина РС и поли-

   морфных вариантов гена VDR выстраивается 
 . - ,  любопытная связь Во первых имеется доста-

   точно большое количество экспериментальных 
  ,  и клинических данных отмечающих возможное 

  D   ,   участие витамина и механизмов им опо-
,    .   средуемых в патогенезе РС Сюда относятся 

 ,  эпидемиологические исследования связываю-

  ,   ,щие месяц рождения особенности питания  

    [уровень инсоляции в детстве 9,  25].   В ряде 
   экспериментальных работ показано предупре-

    ждение развития заболевания и уменьшение 
     его тяжести при уже сформированном процессе 
   D [10, 14]. , ,при назначении витамина И наконец  

,    D    показано что витамин может выступать в 
   роли биологического ингибитора патологическо-

    го воспалительного процесса при аутоиммуни-
,      тете а назначение витамина в некоторых ис-

     следованиях давало хороший результат при ре-
    [34]. - ,миттирующем типе течения РС Во вторых  

    накоплено множество данных об ассоциациях 
    самых различных заболеваний с полиморфны-

   ми маркерами гена VDR.    Сюда относятся ин-
, , , фекционные онкологические обменные аллер-

    [6,  35].гические и аутоиммунные заболевания  

 ,      ,Не исключено что мы имеем дело с ситуацией  

    D   когда за участие витамина в патогенезе РС 

    ,  отвечают совсем не те гены которые изначаль-
  . , , но логически предполагались И наоборот по-

  лиморфные варианты VDR, ,  возможно связаны с 
   заболеванием через механизмы неравновесия 

   ,   по сцеплению посредством белков не вовле-
   D-  . ченных в витамин зависимый путь Недавняя 

    экспериментальная работа как раз показывает 
   —   вариант такой связи связь сигнального пути 

-10    интерлейкина и протективной роли витамина 
D   [26].при ЭАЭ

    Учитывая интерес к гену VDR,  был проведен 
    поиск ассоциаций с количественными признака-

, ми ха  , — рактеризующими заболевание клиниче-
 ское тече ,    ние показатели иммунного и биохими-
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 . ческого статуса Вы   явлена ассоциация Taq-поли-
     морфизма с количеством эозинофилов в пери-
   ,   ферической крови больных РС русских по наци-
. ,  ,  ональности Так у больных носителей генотипа 

TT,      2среднее количество эозинофилов было в  

 ,   ,   раза выше чем у пациентов имевших в данном 

  варианте аллель t  -  в гомо или гетерозиготном 

 (состоянии .табл  2).   ,  Необходимо отметить что 
   патологического повышения количества эозино-

 —       филов эозинофилии не было ни в одном из 
.     случаев Оба показателя укладывались в преде-

   (1—5%).   лы физиологической нормы Тем не менее 
  этот факт заслуживае  , , т внимания учитывая что 

     — одна из основных функций эозинофилов де-
   [4].  токсикация и фагоцитоз Описано цитотокси-

    ческое действие белков гранул эозинофилов 
[11],       .которое может быть актуальным и при РС  

,     Известно что эозинофилы являются одними из 
  главных продуцентов IL-4 —  ключевого цитокина 

  дифференциации между Тh1-  и Тh2- . ответом В 

      целом точная роль эозинофилов при РС до 
  ,    конца не ясна однако исследования смежных 

,     патологий в частности оптического миелита 
,    ,   Дэвика позволяют судить о том что эта роль 
      [17].может иметь значение в патогенезе РС

 2Т а б л и ц а

Количественные лабораторные признаки в общей группе больных в зависимости от генотипов VDR

Ген Полиморфизм Признаки Генотипы р

VDR B/b +ВВ Вb bb

, /СОЭ мм ч 9,90 ± 0,98
N = 39

6,10 ± 0,99 
N = 16

0,02

CD16+, ∙109/л 0,30 ± 0,03
N = 34

0,20 ± 0,03
N = 20

0,03

F/f FF Ff+ff

IgG, г/л 15,10 ± 1,36
N = 15

10,80 ± 0,95
N = 41

0,01

T/t
 , Количество эозинофилов %

TT Tt+tt
0,043,00 ± 0,61

N = 22
1,60 ± 0,31

N = 34

 Варианты B/b  F/f    и в общей группе больных 
   , оказались связанными с признаками характери-
 .    Bsm-зующими воспаление Редкий аллель В по-

    лиморфизма оказался связан с повышением 

.   , -   СОЭ Также у лиц гомо или гетерозиготных по 
 ,   аллелю В наблюдалось достоверное увеличе-

     CD16ние количества клеток с фенотипом + в 
,     плазме что является показателем активации 

 .  ,  естественной цитотоксичности Больные носи-
    FF Fok-тели более частой гомозиготы полимор-
,      физма имели более высокий уровень общего 

 (иммуноглобулина Ig) G  ,   в плазме чем другие 
 ( .пациенты табл  2). 

  Полиморфные варианты B/b  и T/t гена VDR 
     находятся в высокой степени неравновесия по 
   (сцеплению между собой .табл  3).

 3Т а б л и ц а
Неравновесие по сцеплению между парами полиморфных 

вариантов гена VDR  в контрольной группе, χ2

Полиморфный D’

вариант Bb Ff Tt

Bb — –0,32 0,97
Ff 6,74 — –0,36
Tt 129,7 6,89 —

П р и м е ч а н и .  D’ —    е мера неравновесия по сцепле-
.нию

   Следующим этапом исследования явилось 
    объединение изученных маркеров в гаплотипы 

  и анализ ас   социации гаплотипов VDR  с риском 

 .  развития РС Наиболее    часто в настоящем ис-
   следовании встречались гаплотипы bFT  и bfT (31,3 

 28,1% ),  и соответственно   ассоциированный с за-
  болеванием гаплотип Bft   оказался на четвертом 

   (9,9%),   месте по встречаемости а наиболее ред-
   кими оказались гаплотипы bft  и bFt (1,3  0,003%и  

) (соответственно .рис  3).   У больных достоверно 
   Bft   — чаще встречался гаплотип и реже гаплотип 

bfT ( .рис  4). 
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.Рис  3.    Частоты гаплотипов гена VDR   в популяционной вы-
  . борке русских г Томска

.Рис  4.    Частоты гаплотипов гена VDR     у больных РС и в 
: контроле

* p = 0,03   при сравнении случай — контроль

 ,    Таким образом учитывая довольно высокую 

    ,частоту указанных гаплотипов в популяции  

    можно предполагать повышающее риск разви-
   тия заболевания влияние   (Bft)одного гаплотипа  

  —  (bfT).  и протективное другого   При РС анализ 
 гаплотипов VDR   ранее не про ,  водился однако 

    .  ,есть данные по другой патологии В частности  

    полученные в настоящей работе результаты 

    согласуются с данными метанализа ассоциа-
  тивных исследований VDR  . при остеопорозе По 
  ,   данным этого исследования со снижением 

    костной плотности оказался ассоциирован га-
 плотип Bt [30].     Учитывая важность витамина D 

  ,   для костной плотности можно предполагать 
   функциональную значимость аллелей B  и t. 

 ,   ,  Необходимо отметить что метанализ прове-
   ,  денный двумя годами позже подобной ассоци-

   [32].  ации не выявил Гаплотипы VDR исследова-
     [20, 23, 27,лись при широком спектре патологии  

28].    Данные проведенных исследований различ-
,       ны и свести их в единую концепцию проблема-

. ,  тично Например гаплотип bF  оказался ассоции-
      рован с раком толстого кишечника и прямой 
 ,  ,    кишки и напротив показал протекторный эф-

     [20, 28].фект при раке предстательной железы  

    В целом предполагается возможность специ-
    фичного воздействия полиморфизмов и гапло-

 типов VDR   ,  , на различные ткани а возможно и 
   [36]. , на различные заболевания Данные полу-

     ченные в настоящем исследовании при изуче-
 ,       нии РС наиболее близки в этом случае к дан-
,    . ным полученным при изучении остеопороза
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