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РЕФЕРАТ

Цель. Выявить ассоциацию с кератоконусом маркеров вблизи 
гена COL5A1 и в его интроне. Изучить взаимосвязь наличия маркер-
ной аллели с уровнем экспрессии гена COL5A1 в роговице пациен-
тов с кератоконусом. 

Материал и методы. В исследование было включено 70 паци-
ентов с диагнозом «кератоконус», а также 100 участников контроль-
ной группы. Все участники были генотипированы по двум маркерам, 
ассоциированным с кератоконусом: rs1536482 и rs7044529. Про-
веден расчет диагностических показателей для оценки возможно-
сти использования маркеров в качестве классификаторов керато-
конуса. У пациентов с кератоконусом, которым была выполнена ке-
ратопластика, были собраны образцы роговицы (n=9) для выделе-
ния РНК. Проведено сравнение уровня экспрессии гена COL5A1 в 
группе образцов роговицы пациентов с хотя бы одной маркерной 
аллелью (rs1536482+) и группе образцов без маркерных аллелей 
(rs1536482-) с помощью ПЦР в реальном времени, сопряженной с 
обратной транскрипцией.

Результаты. Было выявлено значимое различие в частоте встре-
чаемости маркерной аллели rs1536482 между группой пациентов с 
кератоконусом и контрольной группой (p=0,0004, критерий Фишера). 
Хотя бы одна маркерная аллель rs1536482 была обнаружена у 67,1% 
пациентов (чувствительность маркера) с кератоконусом и 46% участ-
ников контрольной группы. Таким образом, специфичность маркера 
является низкой (0,54). Отношение шансов составило 2,4, а отноше-
ние рисков – 1,69. Анализ экспрессии генов в роговице пациентов 
не выявил ассоциации уровня экспрессии гена COL5A1 с генотипом 
(p=0,9, критерий Манна-Уитни). 

Выводы. В данном исследовании была выявлена ассоциация 
rs1536482 с кератоконусом в выборке пациентов из России. Однако 
в связи с низкой специфичностью данного маркера он не может быть 
использован в качестве классификатора кератоконуса. Наличие мар-
керной аллели не ассоциировано с уровнем экспрессии гена COL5A1. 

Ключевые слова: кератоконус,  COL5A1,  генетические  марке-
ры, диагностика. 
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Association of single nucleotide variants in the COL5A1 gene and adjacent intergenic space  
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Purpose. To assess an association of markers near the COL5A1 gene 
and in its intron with keratoconus. To study the relationship between the 
presence of marker alleles and the level of expression of the COL5A1 
gene in the cornea of   patients with keratoconus.

Material and methods. The study included 70 patients diagnosed 
with keratoconus, and 100 participants of the control group. All 
participants were genotyped for two markers associated with keratoconus: 
rs1536482 and rs7044529. The diagnostic indicators were calculated 
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АКТУАЛЬНОСТЬ

Кератоконус – хроническое 
прогрессирующее дистрофи-
ческое заболевание рогови-

цы, характеризующееся её истонче-
нием, растяжением, конусовидным 
выпячиванием [1]. Несмотря на не-
однородность распространения и 
относительно невысокую частоту 
встречаемости кератоконуса в попу-
ляции (от 0,009% в Японии до 3,3% 
в Ливане), изучение данного забо-
левания актуально в связи с тем, что 
оно затрагивает наиболее социаль-
но активную часть населения и при 
отсутствии своевременного специ-
фического хирургического лечения 
приводит к прогрессирующему сни-
жению остроты зрения и инвалиди-
зации пациента [2, 3]. 

Диагностика кератоконуса на 
ранних стадиях заболевания с по-
мощью стандартных методов иссле-
дований и рутинного осмотра прак-
тически не возможна. Специализи-
рованное диагностическое обору-
дование, позволяющее обнаружить 
кератоконус на ранних и субклини-
ческих стадиях заболевания, пред-
усмотрено лишь в крупных диагно-
стических центрах, куда зачастую 
направляют пациентов уже с выра-
женными признаками прогрессии. 
Повышение интереса к диагностике 
кератоконуса обусловлено также ра-
стущей частотой лазерных рефрак-
ционных вмешательств по поводу 
близорукости и астигматизма у мо-

to assess a possibility of application of these markers as a keratoconus 
classifiers. In patients with keratoconus who underwent keratoplasty, 
corneal samples (n=9) were collected to isolate the RNA. The COL5A1 
gene expression level was compared between the group of patient corneal 
samples with at least one marker allele (rs1536482 +) and the group of 
samples without marker alleles (rs1536482-) using real-time PCR coupled 
with reverse transcription. 

Results. A significant difference of the rs1536482 marker allele 
occurrence was found between the group of keratoconus patients and 
the control group (p=0.0004, Fisher test). At least one marker allele 
rs1536482 was found in 67.1% of patients (marker sensitivity) with 
keratoconus and in 46% of control group participants. Thus, the specificity 

of the marker is low (0.54). The odds ratio was 2.4, and the risk ratio was 
1.69. Gene expression analysis in the keratoconus patients’ cornea did 
not reveal an association of the COL5A1 gene expression level with the 
genotype (p=0.9, Mann-Whitney test).

Conclusion. In this study, an association of rs1536482 with 
keratoconus was identified in a cohort of patients from Russia. However, 
due to the low specificity of this marker, it cannot be used as a keratoconus 
classifier. The presence of a marker allele is not associated with the 
COL5A1 gene expression level.

Key words: keratoconus, COL5A1, genetic markers, diagnosis. 
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лодых пациентов, что существенно 
повышает риск реактивного разви-
тия кератоэктазии [4–6]. Таким об-
разом, в настоящее время ведется 
активная работа по разработке ди-
агностики раннего кератоконуса не 
только с помощью клинико-функ-
циональных, но и молекулярно-ге-
нетических методов. 

Исследование кератоконуса у 
моно- и дизиготных близнецов по-
казало, что развитие кератоконуса 
обусловлено генетическими факто-
рами [6, 8, 9]. Зарубежными иссле-
дователями были проведены мно-
гочисленные исследования семей-
ных и спорадических случаев кера-
токонуса с целью выявления гене-
тических причин развития данного 
вида патологии глаза [10, 11]. Было 
выяснено, что частота встречаемо-
сти вариантов, ассоциированных с 
кератоконусом, может варьировать 
между популяциями [12]. В России к 
настоящему времени было проведе-
но только одно исследование вари-
антов в выборке пациентов с кера-
токонусом. Авторы проанализиро-
вали последовательность гена SOD1 
у пациентов с кератоконусом с це-
лью поиска вариантов [9]. Таким об-
разом, изучение генетических ва-
риантов, ассоциирующихся с кера-
токонусом, может рассматриваться 
как актуальный для системы здраво-
охранения в РФ [14].

В результате изучения одно-
нуклеотидных вариантов (single 
nucleotide variants – SNV), ассоци-
ирующихся с центральной тол-

щиной роговицы (central corneal 
thickness – CCT), с помощью пол-
ногеномных исследований ассо-
циаций (genome-wide association 
studies – GWAS) на выборке европе-
оидных и азиатских популяций была 
обнаружена ассоциация с варианта-
ми rs1536482 рядом с геном COL5A1 
и rs7044529 в интроне гена COL5A1 
[15–18]. CCT является наследуемым 
признаком, а ее снижение – факто-
ром риска развития глаукомы, кера-
токонуса и синдрома хрупкой ро-
говицы. Ассоциация rs1536482 и 
rs7044529 с кератоконусом была вы-
явлена по результатам генотипиро-
вания выборки пациентов из Австра-
лии и Северной Ирландии (OR=1,32, 
p=1,2E-05 и OR=1,34, p=3,0E-04 соот-
ветственно) [17]. В выборке европе-
оидных пациентов из США при ана-
лизе вариантов, расположенных на 
расстоянии 300 кБ с двух сторон от 
COL5A1, подтвердилась ассоциация 
с кератоконусом только rs1536482 
(OR=1,30, p=6,5E-03) [19]. Ассоциа-
ция rs1536482 и rs7044529 с керато-
конусом не воспроизвелась на не-
зависимой выборке пациентов из 
Австралии [20]. Также ассоциация 
rs1536482 не подтвердилась на вы-
борке из Чехии [21].

Ген COL5A1 кодирует альфа 1 цепь 
коллагена V типа (collagen type V 
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alpha 1 chain). Коллаген V типа со-
ставляет 10–20% от всего коллаге-
на в роговице [22]. Он встраивается 
в фибриллы, состоящие из коллаге-
на I, II и III типа, регулируя их толщи-
ну [23]. Мутации в гене COL5A1 при-
водят к развитию синдрома Элер-
са-Данлоса [24, 25]. У пациентов с 
данным заболеванием отмечалось 
уменьшение толщины роговицы 
и снижение плотности коллагено-
вых фибрилл [22]. Сходные измене-
ния наблюдаются и при кератокону-
се [26–28]. Всё это свидетельствует в 
пользу ассоциации маркеров в гене 
COL5A1 с кератоконусом.

ЦЕЛЬ 

Провести генотипирование вари-
антов rs1536482 и rs7044529 в рос-
сийской выборке пациентов и участ-
ников контрольной группы с целью 
анализа ассоциации данных вариан-
тов с кератоконусом.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

Этические положения
Исследование было одобрено Ло-

кальными этическими комитетами 
ФГАУ «НМИЦ «МНТК «Микрохирур-
гия глаза» им. С.Н. Федорова» Минз-
драва России и Уфимского НИИ 
глазных болезней и проводилось в 
соответствии с положениями Хель-
синкской декларации. 

Пациенты с кератоконусом 
На базе ФГАУ «НМИЦ «МНТК «Ми-

крохирургия глаза» им. С.Н. Федоро-
ва» Минздрава России и Уфимского 
НИИ глазных болезней в исследо-
вание включались пациенты с под-
твержденным диагнозом «кератоко-
нус» – 70 чел. Всем пациентам было 
проведено клиническое и функцио-
нальное обследование, включавшее 
визометрию без коррекции (НКОЗ) 
и с коррекцией, офтальмометрию, 
периметрию, тонометрию, биоми-
кроскопию, офтальмоскопию, эн-
дотелиальную микроскопию, кера-
тотопографию, оптическую коге-
рентную томографию (ОКТ). Био-

микроскопию переднего отрезка 
глаза проводили с использовани-
ем щелевой лампы модели «SL-30» 
(Opton, Германия). 

При осмотре роговицы отмечали 
асферичность ее поверхности, нали-
чие истончения и стрий Фогта, коль-
ца Фляйшера, наличие складок дес-
цеметовой мембраны, а также фи-
брозных изменений в слоях стромы. 
По данным ОСТ «Visante OCT» (Carl 
Zeiss, Германия) определяли тол-
щину роговицы во всех ее участках 
(пахиметрическая карта), наличие 
рубцов. По данным кератотопогра-
фии с прибора «EMS-4» (Tomey, Япо-
ния) определяли наличие и величи-
ну астигматизма, данные минималь-
ной и максимальной кератометрии, 
правильность астигматизма, индекс 
асимметрии и индекс асферично-
сти поверхности. При анализе ре-
зультатов кератотопографии отме-
чали наличие паттерна неправиль-
ного астигматизма, а также повыше-
ние индекса асимметрии поверхно-
сти и индекса регулярности поверх-
ности (более 1). Данные показатели 
в сочетании с центральной толщи-
ной менее 480 мкм, а также невоз-
можностью скорригировать остро-
ту зрения до 1,0 были критически 
важны для дифференциальной ди-
агностики ранних стадий. Стадия 
кератоконуса определялась в соот-
ветствии с классификацией Амсле-
ра-Крумейха. В исследование вклю-
чались пациенты с 1 стадией. Паци-
енты с субклиническим кератокону-
сом исключались. Пациенты имели 
следующие стадии: 1 стадия – n=3, 
1–2 стадия – n=3, 2 стадия – n=11, 
2–3 стадия – n=20, 3 стадия – n=22, 
3–4 стадия – n=7, 4 стадия – n=4. Па-
циенты с системными заболевания-
ми или синдромами (например, син-
дромом Дауна), у которых кератоко-
нус был одним из симптомов, были 
исключены. Все пациенты были ев-
ропейского происхождения, но из 
разных этнических групп, преиму-
щественно русских (n=35) и татар 
(n=25). Остальными участниками 
группы кератоконуса были армя-
не (n=4), башкиры (n=4), удмурты 
(n=2), северокавказские народно-

сти (n=3), азербайджане (n=2) и ма-
рийцы (n=1). 

Части пациентов, включенных в 
исследование, была также проведе-
на операция кератопластики. Тол-
щина роговицы менее 350 мкм (3–4 
стадия) являлась прямым показани-
ем к проведению передней глубокой 
послойной кератопластики (ГППК), 
при наличии невысоких показате-
лей НКОЗ, и прогрессии, а также не-
возможности или непереносимости 
коррекции. При толщине роговицы 
более 350 мкм ГППК проводилась в 
случае наличия прогрессирующе-
го кератоконуса даже после прове-
дения кросслинкинга роговичного 
коллагена. Сквозную кератопласти-
ку проводили в случае наличия по-
казаний таких же, как и для ГППК, 
но в сочетании с невозможностью 
ее проведения вследствие наличия 
рубцов десцеметовой мембраны.

Контрольная группа
В контрольную группу включа-

лись пациенты, которые обраща-
лись в ФГАУ «НМИЦ «МНТК «Микро-
хирургия глаза» им. С.Н. Федоро-
ва» Минздрава России и Уфимский 
НИИ глазных болезней для прове-
дения факоэмульсификации ката-
ракты и имплантации интраокуляр-
ной линзы (100 чел.). Пациенты с тя-
желыми сопутствующими заболева-
ниями (глаукома, миопия средней 
и высокой степени, дистрофия сет-
чатки или роговицы) исключались. 
Допустимыми сопутствующими за-
болеваниями были миопия слабой 
степени и псевдоэксфолиативный 
синдром. Все пациенты были старше 
50-ти лет для исключения возмож-
ности поздней манифестации кера-
токонуса. Пациенты, включенные 
в контрольную группу, были евро-
пейского происхождения (European 
descent). Распределение по нацио-
нальностям было следующим: рус-
ские – n=59, татары – n=35, башки-
ры – n=3, северокавказские народ-
ности – n=3. 

Биологические образцы
У пациентов с кератокону-

сом, включенных в исследование, 
и участников контрольной груп-
пы были собраны образцы веноз-
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ной крови в пробирки «Vacutainer» 
(Becton, Dickinson and Company, 
США) с ЭДТА (4–6 mL). Образцы 
крови хранились при -20° C до вы-
деления ДНК.

У пациентов с кератоконусом, ко-
торым была проведена кератопла-
стика (ГППК) в ФГАУ «НМИЦ «МНТК 
«Микрохирургия глаза» им. С.Н. Фе-
дорова» Минздрава России, собира-
лись послеоперационные образцы 
роговицы. В образец входили: эпи-
телий роговицы, боуменова мем-
брана и строма. Стабилизацию РНК 
в образцах роговицы обеспечива-
ли немедленным погружением их 
в раствор «RNALater» (ThermoFisher 
Scientifiс, США). Далее образцы вы-
держивались при +4° C в течение 16 
часов, затем хранились при -20° C до 
выделения РНК.

Выделение нуклеиновых кислот
ДНК была выделена из образцов 

венозной крови с помощью набора 
«Gentra Puregene Blood Kit» (Qiagen, 
Германия) согласно инструкции 
производителя.

РНК из роговицы выделяли с ис-
пользованием «RNeasy Mini Kit» 
(Qiagen, Германия). Образцы рого-
вицы измельчали и переносили в 
пробирку объемом 2 мл с лизиру-
ющим буфером RLT (с добавлени-
ем бета-меркаптоэтанола) и одним 
5-мм шариком из нержавеющей ста-
ли. Для разрушения и гомогениза-
ции пробирку с роговицей, буфе-
ром для лизиса и шариком встряхи-
вали в течение 1 минуты при мак-

симальной скорости (30 Гц) в при-
боре «Tissue Lyser II» (Qiagen, Гер-
мания). Следующие этапы выделе-
ния РНК осуществляются в соответ-
ствии с протоколом производителя 
для образцов ткани. Прибор «Qubit 
2» (Invitrogen, США) и набор для ана-
лиза РНК «Qubit RNA HS Assay Kit» 
(ThermoFisher Scientific, США) ис-
пользовали для оценки концентра-
ции РНК. 

Генотипирование
Специфичные праймеры к участ-

кам интереса были подобраны с ис-
пользованием программы «Primer-
BLAST» (NCBI NIH, США; табл. 1).

Генотипирование SNV проводили 
с использованием набора «Gene Pak 
PCR MasterMix Core» (IsoGene Lab. 
Ltd., Россия) в следующих условиях: 
объем реакции – 20 мкл, ДНК – 50 
нг и конечная концентрация прай-
мера – 0,3 нМ каждый. Контрольный 
образец, который содержал все ре-
агенты, но не содержал ДНК, вклю-
чался каждый раз, когда смешивали 
реагенты для ПЦР для каждой пары 
праймеров. Продукты анализиро-
вали с помощью электрофореза в 
агарозном геле. Требовалось отсут-
ствие сигнала в контрольной реак-
ции без ДНК, продукты ПЦР долж-
ны были соответствовать расчет-
ному размеру ампликона. При вы-
полнении этих условий образцы 
направлялись для секвенирования 
по Сэнгеру. Для этого использова-
ли набор «BigDye Terminator v3.1» 
(ThermoFisher Scientific, США) в со-

ответствии с протоколом произво-
дителя. Секвенирование проводили 
на капиллярном анализаторе «ABI 
Prism 3730XL» (Applied Biosystems 
Inc, США). Файлы секвенирования 
ABI были проанализированы в про-
грамме Unipro UGENE.

 Исследование экспрессии гена 
COL5A1
Следы ДНК в образцах РНК 

были удалены с помощью набора 
«DNAfree TURBO kit» (ThermoFisher 
Scientific, США). Обратную транс-
крипцию выполняли с использо-
ванием случайных декамерных 
праймеров (Евроген, Россия) и на-
бора для обратной транскрипции 
«SuperScript IV Reverse Transcription 
Kit» (ThermoFisher Scientific, США) в 
соответствии с инструкцией произ-
водителя. Каждая реакция обратной 
транскрипции содержала 40 нг то-
тальной РНК, конечная концентра-
ция случайных декамеров 2,5 мкМ. 
Для каждого образца было две про-
бирки – с добавленной транскрип-
тазой (RT +) и без (RT -). 

Праймеры и гидролизные про-
бы, специфичные для транс-
криптов COL5A1 (NM_000093.4 и 
NM_001278074.1) и транскриптов 
RPL13A (NM_012423.4) были подо-
браны и проверены на специфич-
ность с использованием «Primer-
BLAST». Прямой праймер COL5A1: 
GCCTGGTCCAAAAGGTGCTA; об-
ратный праймер COL5A1: 
GTCCACGTAGTTCTCGCCAT; ги-
дролизный зонд COL5A1: FAM-

Таблица 1

Праймеры, использованные для генотипирования участников исследования
Table 1

Primers used for participants genotyping

Название варианта

Variant ID

Геномные координаты ампликона  
(сборка GRCh38)

Amplicon genomic coordinates 
 (GRCh38 assembly)

Последовательность праймеров 5’>3’

Primer sequence 5’>3’

Длина ампликона

Amplicon length

rs1536482 Chr:9 134548546-134549175
AGGTCCCTTGAGCCCTTTTA

630
TCACCTGAGCCTCCTCATCG

rs7044529 Chr:9 134675934-134676408
ACAAAGCCCACCTTGATTTAA

475
TGCCAAATATGCTGCAGAGG
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TCCTCGGGTCCAACTGGCCCGAAG-
BHQ1. Прямой праймер RPL13A: 
CACCGCCCTACGACAAGAA; об-
ратный праймер RPL13A: 
TTTCTTGTAGGCTTCAGACGCA; ги-
дролизный зонд RPL13A: VIC-
TGGTGGTTCCTGCTGCCCTCAAGGTC-
BHQ1. ПЦР проводили с исполь-
зованием реактивов «TaqMan Fast 
Advanced Master Mix» (ThermoFisher 
Scientific, США) и амплификато-
ра для ПЦР в реальном време-
ни «QuantStudio 5» (ThermoFisher 
Scientific, США). Реакция ПЦР со-
держала 2 мкл кДНК, конечная кон-
центрация каждого праймера – 150 
нМ, конечная концентрация каждо-
го зонда – 75 нМ. ПЦР проводили в 
трех репликатах для каждого образ-
ца кДНК (для RT + и для RT-), для ка-
ждой смеси реагентов были вклю-
чены три контрольных образца без 
ДНК. Условия реакции были следу-
ющими: 50° C – 2 минуты, 95° C – 5 
минут, далее 45 циклов денатура-
ции при 95° C в течение 15 с, отжиг 
при 64° C в течение 15 с, элонгации 
при 72° C в течение 30 с. Регистра-
цию уровня флюоресценции про-
водили на стадии элонгации. Да-
лее для анализа результатов исполь-
зовалась программа «QuantStudio 
Design and Analysis Software v1.4.3» 
(ThermoFisher Scientific, США). 

 Статистическая обработка 
данных
Для проверки нулевой гипотезы 

использовался двусторонний кри-
терий Фишера в программе «Prism 

7» (GraphPad Software, США). Нуле-
вой гипотезой было, если разница 
в встречаемости аллелей генотипов 
между группой пациентов с кера-
токонусом и контрольной группой 
случайна. Встречаемость считалась 
неслучайной при p<0,05. Для анали-
за генотипов была рассмотрена до-
минантная модель наследования ке-
ратоконуса. В связи с этим положи-
тельным результатом наличия сиг-
нала было наличие хотя бы одной 
маркерной аллели. Двусторонний 
критерий Фишера также использо-
вался для анализа ассоциации между 
наличием сигнала и полом, а также 
со стадией заболевания. Если у па-
циента стадия по Амслеру-Крумейху 
различалась между глазами, то для 
расчетов использовалось наиболь-
шее значение. 

Для проверки нулевой гипоте-
зы об отсутствии различия в уров-
не экспрессии целевого гена в об-
разцах роговицы пациентов с ке-
ратоконусом и образцов доноров 
(контрольная группа) использовал-
ся метод вычисления ∆∆Ct. RPL13A 
был взят в качестве референсного 
гена, а COL5A1 – в качестве целево-
го гена. Для этого вычисляли разни-
цу между Ct целевого гена и Сt ре-
ференсного гена в каждом реплика-
те (∆Ct), затем вычисляли среднее 
∆Ct между репликатами одного об-
разца. Для статистической нулевой 
гипотезы об отсутствии различий в 
значении ∆Ct в группах применяли 
непараметрический тест U-крите-

рий Манна-Уитни. Нулевая гипоте-
за отклонялась при значении p<0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Демографические данные участ-
ников исследования

В исследование было включе-
но 70 пациентов со спорадическим 
(n=57) или семейным (n=13) кера-
токонусом и 100 участников кон-
трольной группы без кератоконуса 
(табл. 2).

Генотипирование однонукле-
отидных вариантов s1536482 и 
rs7044529 и расчет их ассоциации с 
кератоконусом

Вся группа пациентов с кератоко-
нусом (n=70) и все участники кон-
трольной группы (n=100) были ге-
нотипированы по двум SNV, ассо-
циированным с кератоконусом: 
rs1536482, находящимся рядом с ге-
ном COL5A1, и rs7044529, располо-
женным в интроне гена COL5A1. Рас-
пределение генотипов в группе ке-
ратоконуса и контрольной группе 
приведено в табл. 3.

При проверке нулевой гипотезы о 
том, что разница в частоте встреча-
емости маркерной аллели в группе 
кератоконуса и контрольной груп-
пе является случайной, только для 
rs1536482 нулевая гипотеза могла 
быть отвергнута (табл. 4 и 5). Таким 
образом, в российской выборке па-
циентов с кератоконусом была под-
тверждена ассоциация с rs1536482. 

Таблица 2

Демографические данные группы пациентов с кератоконусом и контрольной группы 
Table 2

Demographic characteristics of the keratoconic patients and control groups 

Параметр 
Parameter

Пациенты с кератоконусом (n=70) 
Keratoconic patients (n=70)

Контрольная группа (n=100) 
Control group (n=100)

мужчины 
males

женщины 
females

мужчины 
males

женщины 
females

Количество 
Number 50 20 57 43

Средний возраст (SD) 
Mean age (SD)

30,3 (11,1) 32,8 (11,1) 60,3 (9,0) 72,9 (9,3)

31,0 (11,1) 61,4 (9,6)
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Также была рассчитана ассоци-
ация частоты маркерной аллели 
rs1536482 и rs7044529 с полом и ста-
дией по Амслеру-Крумейху. Значи-
мых ассоциаций выявлено не было 
(табл. 4 и 5).

Далее был проведен расчет 
диагностических показателей 
rs1536482 для того, чтобы оценить 
возможность использования данно-

го маркера в качестве классификато-
ра кератоконуса. Хотя бы одна мар-
керная аллель rs1536482 была обна-
ружена у 67,1% пациентов (чувстви-
тельность маркера) с кератокону-
сом и 46% участников контрольной 
группы (p=0,0078), отношение шан-
сов (Odds Ratio) составило 2,4, а от-
ношение рисков (Risk Ratio) – 1,69. 
Таким образом, несмотря на доста-

точно высокую чувствительность, 
специфичность маркера является 
низкой (1-0,46=0,54). 

 Исследование зависимости 
экспрессии гена COL5A1  
от генотипа rs1536482
Девяти пациентам, включенным в 

исследование, была проведена опе-
рация кератопластики, в ходе кото-
рой был сохранен образец рогови-

Таблица 3

Результаты генотипирования пациентов с кератоконусом и участников контрольной группы  
по маркерам rs1536482 и rs7044529

Table 3

The rs1536482 and rs7044529 markers genotyping results in keratoconic patients and control group participants

Название варианта 
Variant ID

Генотип 
Genotype

Число пациентов с кератоконусом  
с данным генотипом (%)

The number of keratoconic patients  
with the genotype (%)

Число участников контрольной группы  
с данным генотипом (%)

The number of control group participants  
with the genotype (%)

rs1536482

A/A 16 (22,9) 7 (7,0)

G/A 31 (44,3) 39 (39,0)

G/G 23 (32,9) 54 (54,0)

rs7044529

T/T 2 (2,9) 3 (3,0)

C/T 17 (24,3) 16 (16,0)

C/C 51 (72,9) 77 (77,0)

Таблица 4

Частота маркерных аллелей rs1536482 в группе пациентов с кератоконусом и контрольной группе,  
ассоциация с полом и стадией

Table 4

The rs1536482 marker allele frequency in keratoconic patients and control group,  
association with sex and grade

Группа 
Group

Частота маркерной аллели («A») 
Marker allele frequency («A»)

Значение p  
p-value

Пациенты с кератоконусом  
Keratoconic patients (n=70) 0,450

0,0004
Контрольная группа 

Control group (n=100) 0,265

Мужчины  
Males (n=57) 0,288

0,2585
Женщины  

Females (n=43) 0,161

Стадия 1–2 по Амслеру

Amsler grade 1–2 (n=17)
0,382

0,4302
Стадия 3–4 по Амслеру

Amsler grade 3–4 (n=53)
0,472
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цы. Из них пять образцов имели хотя 
бы одну маркерную аллель («A/A» 
или «G/A») и были обозначены как 
группа «rs1536482+». Четыре паци-
ента имели генотип «G/G» и были 
объединены в группу «rs1536482-». 
Была исследована ассоциация уров-
ня экспрессии гена COL5A1 от гено-
типа rs1536482. В каждой группе 
сравнения было по 4 образца. Зна-
чения ∆Ct в группах образцов паци-
ентов с кератоконусом «rs1536482+» 
и «rs1536482-» представлены на гра-
фиках на рис. По результатам анали-
за, с помощью непараметрического 
теста U-критерий Манна-Уитни, ну-
левая гипотеза не была отвергнута 
(-∆∆Ct=1,3; 2^--∆∆Ct=0,4, p=0,9), т.е. 

ассоциация уровня экспрессии гена 
COL5A1 с генотипом отсутствует. 

ОБСУЖДЕНИЕ

Определение новых кандидат-
ных генетических маркеров кера-
токонуса может в дальнейшем стать 
ключевым звеном, как в диагности-
ке кератоконуса, так и при планиро-
вании различных подходов к его ле-
чению. Одними из кандидатных ге-
нетических маркеров кератокону-
са являются варианты, расположен-
ные вблизи и в интроне гена COL5A1: 
rs1536482 и rs7044529. Их ассоциа-
ция с центральной толщиной ро-

говицы была многократно под-
тверждена [15–18]. Маркерные алле-
ли данных вариантов значимо чаще 
встречались в группах пациентов с 
кератоконусом по сравнению с кон-
трольными группами [17, 19]. Одна-
ко, поскольку частота встречаемо-
сти rs1536482 и rs7044529 в россий-
ской выборке пациентов с кератоко-
нусом ранее не изучалась, исследо-
вание данных вариантов в россий-
ской выборке представилось весьма 
актуальным.

В результате генотипирования 
российской выборки была выявле-
на значимая ассоциация rs1536482 
с кератоконусом. Для оценки воз-
можности его применения в каче-

Таблица 5

Частота маркерных аллелей rs7044529 в группе пациентов с кератоконусом и контрольной группе,  
ассоциация с полом и стадией

Table 5

rs7044529 marker allele frequency in keratoconic patients and control group,  
association with sex and grade

Группа 
Group

Частота маркерной аллели («T»)  
Marker allele frequency («T»)

Значение p  
p-value

Пациенты с кератоконусом  
Keratoconic patients (n=70) 0,150

0,2765
Контрольная группа 

Control group (n=100) 0,110

Мужчины  
Males (n=57) 0,114

1,000
Женщины  

Females (n=43) 0,105

Стадия 1–2 по Амслеру 
Amsler grade 1–2 (n=17) 0,118 0,7829

Рис. График типа «ящик с усами» для значений ∆Ct, полученных при анализе уровня экспрес-
сии гена COL5A1 в образцах роговицы пациентов с кератоконусом из групп «rs1536482+» и 
«rs1536482-». Величина ∆Ct взята со знаком минус, чтобы ось Y отражала направления увеличе-
ния экспрессии. Границы ящика определяются 75 и 25% квартилями, полоса внутри ящика – ме-
диана значений ∆Ct в данной группе, усики – межквартильное расстояние ×1,5

Fig. Box plot with whiskers for ∆Ct values of COL5A1 gene expression level analysis in the corneal 
samples of keratoconus patients from the «rs1536482 +» and «rs1536482-» groups. The ∆Ct value is 
taken with a minus sign, so that the Y axis reflects the directions of increase in expression. The borders 
of the box are determined by 75% and 25% quartiles, the line inside the box – median ∆Ct values in this 
group, the whiskers – interquartile distance ×1.5
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стве классификатора был проведен 
расчет диагностических показате-
лей. В расчетах использовалась до-
минантная модель наследования ке-
ратоконуса, при которой достаточ-
но наличия хотя бы одной маркер-
ной аллели «A» для проявления за-
болевания в фенотипе. При данных 
условиях показатель чувствительно-
сти rs1536482 составил 0,67, а спец-
ифичность маркера – 0,54. Это оз-
начает, что у здорового человека с 
наличием хотя бы одной маркер-
ной аллели («A/A» или «G/A») веро-
ятность возникновения кератоко-
нуса составляет 54%. Маркер с таким 
показателем специфичности не мо-
жет быть применен в клинической 
практике. 

Патогенез кератоконуса сопро-
вождается истончением стромы ро-
говицы и ослаблением ее биомеха-
нических свойств [29]. При керато-
конусе наблюдается снижение чис-
ла коллагеновых пластинок, сниже-
ние плотности кератиноцитов [26–
28]. Кроме того, изменяется состав 
коллагеновых фибрилл: уменьша-
ется содержание коллагенов типов 
I, III, V и XII [30]. В то же время из-
вестно об ассоциации SNV вблизи и 
в интроне гена COL5A1 с кератоко-
нусом. В связи с этим была провере-
на гипотеза о возможном влиянии 
каузальных вариантов, которые по-
тенциально располагаются в райо-
не промотора гена COL5A1 и нерав-
новесно сцеплены с rs1536482, на 
экспрессию гена COL5A1. Для этого 
были сформированы группы паци-
ентов, имеющих хотя бы одну мар-
керную аллель (rs1536482+) и име-
ющие только референсную аллель 
(rs1536482-), и у которых в ходе опе-
рации кератопластики были собра-
ны образцы роговицы для выделе-
ния РНК. Ранее сообщалось о нали-
чии разницы в уровне экспрессии 
COL5A1 в сходных группах сравне-
ния, но она не достигла заданного 
уровня значимости [31]. В результа-
те нашего анализа не было обнару-
жено значимой разницы в уровне 
экспрессии между образцами паци-
ентов, которые имели или не имели 
маркерные аллели в rs1536482. 

ВЫВОДЫ 

В данном исследовании была 
впервые выявлена ассоциация 
rs1536482 с кератоконусом в вы-
борке пациентов из России. Нали-
чие маркерной аллели не ассоции-
ровалось с уровнем экспрессии гена 
COL5A1. 

Исследование выполнено при финансовой 
поддержке РФФИ в рамках научного  

проекта № 17-29-06077.
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