
ГЕНЕТИКА, 2019, том 55, № 10, с. 1218–1230

1218

МЕТОД МУЛЬТИПЛЕКСНОГО ГЕНОТИПИРОВАНИЯ
ПОЛИМОРФНЫХ ВАРИАНТОВ ГЕНОВ, АССОЦИИРОВАННЫХ

С ОЖИРЕНИЕМ И ИНДЕКСОМ МАССЫ ТЕЛА
© 2019 г.   Е. А. Трифонова1, *, А. А. Попович1, К. В. Вагайцева1, А. В. Бочарова1,

М. М. Гавриленко1, В. В. Иванов1, В. А. Степанов1

1Научно-исследовательский институт медицинской генетики, Томский национальный исследовательский 
медицинский центр Российской академии наук, Томск, 634050 Россия

*е-mail: ekaterina.trifonova@medgenetics.ru
Поступила в редакцию 21.02.2019 г.

После доработки 04.04.2019 г.
Принята к публикации 14.05.2019 г.

Ожирение является одной из глобальных проблем здравоохранения, приводящих к существенному
экономическому и социальному ущербу как в развитых, так и в развивающихся странах. Избыточ-
ный вес и ожирение – ключевые факторы риска сахарного диабета, сердечно-сосудистых и онколо-
гических заболеваний, обусловливающих высокую заболеваемость и смертность. В представленной
статье разработан метод мультиплексного генотипирования полиморфных вариантов генов, ассо-
циированных с ожирением и вариабельностью показателя индекса массы тела (ИМТ), основанный
на многолокусной ПЦР и MALDI-TOF-масс-спектрометрии молекул ДНК. Охарактеризованы ча-
стоты 51 однонуклеотидного полиморфизма генов-кандидатов ожирения в популяционной выборке
русских г. Кемерово. Полученные результаты сопоставлены с данными для популяций из проекта
“1000 геномов”. Показана ассоциация маркеров rs12446632 локуса LOC105371116 и rs16851483 гена
RASA2 с вариабельностью ИМТ у русских г. Кемерово.

Ключевые слова: ожирение, индекс массы тела, полиморфные варианты, MALDI-TOF-масс-спек-
трометрия, популяции.
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Ожирение представляет собой глобальную про-
блему здравоохранения, имеющую характер пан-
демии и ассоциированную со значительно возрас-
тающим риском заболеваемости и смертности как
в развитых, так и в развивающихся странах. По дан-
ным Всемирной организации здравоохранения,
опубликованным в 2016 г., в мире более 1.9 млрд
взрослых в возрасте старше 18 лет имели избыточ-
ный вес, из них свыше 650 млн страдали ожире-
нием [1]. Распространенность избыточной массы
тела и ожирения в Российской Федерации со-
ставляет 59.2 и 24.1% соответственно [2]. Резуль-
таты многочисленных эпидемиологических ис-
следований выявили четкую связь между увели-
чением распространенности ожирения и ростом
заболеваемости сахарным диабетом типа 2 (СД2),
частоты сердечно-сосудистых (ССЗ), церебро-
васкулярных и онкологических заболеваний, а
также репродуктивных нарушений, что обуслов-
ливает особую значимость данной проблемы.

Известно, что к развитию ожирения приводит
дисбаланс между потребляемой и расходуемой
энергией, в основе которого лежат нарушения ме-

таболизма, генетическая предрасположенность,
нарушение поведенческих реакций и влияние
внешних факторов [3]. В настоящее время в зависи-
мости от типа наследования выделяют несколько
форм ожирения: моногенное ожирение, генетиче-
ские синдромы, ассоциированные с ожирением, и
ожирение, характеризующееся полигенным насле-
дованием [4]. Генетическая компонента полиген-
ной формы ожирения как самостоятельного фе-
нотипа, так и как клинического проявления ряда
метаболических и сердечно-сосудистых заболева-
ний, исследована достаточно подробно – описано
более 1500 генетических маркеров, ассоциирован-
ных с ожирением или индексом массы тела (ИМТ),
в рамках различных подходов (ассоциативных ис-
следований типа “случай–контроль” для отдель-
ных генетических маркеров, в полногеномном ана-
лизе ассоциаций (GWAS), метаанализах и др.) [5–
8]. Однако, несмотря на огромное число работ по
этой тематике, выполненных в ведущих лабора-
ториях по всему миру, данные об ассоциации тех
или иных полиморфных маркеров генов с разви-
тием ожирения и вариабельностью показателя
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ИМТ в большинстве случаев носят противоречи-
вый характер и требуют репликации в различных
популяционных когортах. В связи с высоким
уровнем наследуемости (по данным близнецовых
исследований коэффициент наследуемости ИМТ
может варьировать от 40 до 70%) и высокой меди-
ко-социальной значимостью данной проблемы
изучение генетических основ ожирения и вариа-
бельности ИМТ является чрезвычайно актуальной
задачей и требует широких исследований в различ-
ных популяциях.

Цель данной работы заключается в разработке
метода мультиплексного генотипирования поли-
морфных вариантов генов, ассоциированных с
ожирением и вариабельностью показателя индек-
са массы тела согласно данным полногеномных
ассоциативных исследований (GWAS). Возмож-
ное применение полученных мультиплексов свя-
зано с изучением молекулярных механизмов ре-
гуляции энергетического баланса, генетической
архитектуры ожирения и наследственных факто-
ров вариабельности ИМТ.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Формирование панели однонуклеотидных 

полиморфных маркеров
На основе анализа данных 92 полногеномных

ассоциативных исследований, представленных в

регулярно обновляющемся каталоге “GWAS Cat-
aloge” национального института изучения генома
человека США (National Human Genome Research
Institute, NHGRS) [5], был сформирован список
из 150 однонуклеотидных полиморфных марке-
ров (SNPs), ассоциированных с такими феноти-
пическими признаками как индекс массы тела и
ожирение по результатам двух и более работ. Не-
обходимо отметить, что большая часть данных
SNPs (97%) была локализована в некодирующих
участках генома (3'- и 5'-нетранслируемые регио-
ны, интроны, межгенные регионы, ncRNA). 96
полиморфных маркеров из представленного
списка были локализованы в 82 генах (список
SNPs и перечень генов доступны по запросу у авто-
ров), для 47 из которых были обнаружены специ-
фичные и биологически значимые функциональ-
ные связи с помощью веб-ресурса “STRING”
(рис. 1). Необходимо отметить, что только для де-
вяти из этих генов (BDNF, FOXO3, FTO, GIPR,
LOC105378797, LRRC53, MAP2K5, RARB и
TFAP2B) была показана ассоциация с изученны-
ми фенотипами для нескольких SNPs.

Анализ белок-белковых взаимодействий про-
дуктов данных генов в базе данных “STRING” вы-
явил несколько функционально значимых класте-
ров, включающих протеины, кодируемые следу-
ющими генами: ADCY3, ADCY9, AKAP6, AS, ASB4,

Рис. 1. Графическое отображение белок-белковых взаимодействий продуктов генов, ассоциированных по результатам
GWAS с ожирением и показателем индекса массы тела. Толщина линии между белками отражает доверительный уро-
вень (interaction score) связи.
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ATP2A1, BCL2, BDNF, CALCR, CDKAL1, FHIT,
FOXO3, FTO, GIPR, GNAT2, LRRC53, MAP2K5,
MTCH2, PRKN, RARB, RBBP6, RPTOR, SH2B1,
TCF7L2, TFAP2B, TNNI3K, TNRC6B, TOMM40,
ZC3H4, которые вовлечены в такие GO-катего-
рии как клеточный гомеостаз, внутриклеточная
трансдукция сигнала, положительная регуляция
роста клеток, реакции клетки на внешние стиму-
лы, межклеточные коммуникации (приводятся
основные категории, для которых FDR < 0.0001).

Примечательно, что только 29 полиморфных
маркеров (rs10182181, rs10938397, rs10968576,
rs1121980, rs12446632, rs12463617, rs13130484, rs1516725,
rs1558902, rs17381664, rs17782313, rs1800437, rs2030323,
rs2112347, rs2206277, rs2207139, rs2531995, rs2568958,
rs3101336, rs633715, rs7138803, rs7141420, rs7195386,
rs7498665, rs7531118, rs887912, rs9568867, rs9816226,
rs9941349) из 150 выявленных были ассоциирова-
ны с обоими из рассматриваемых фенотипов.

Дизайн мультиплекса,
генотипирование образцов

В качестве технологии для генотипирования
выбрали метод MALDI-TOF-масс-спектрометрии
молекул ДНК в формате iPLEX Assay, реализован-
ный на платформе “Sequenom MassARRAY4”
(Agena Bioscience, США), включающей в себя си-
стему для полимеразной цепной реакции (ПЦР)
и масс-спектрометрическую установку для разде-
ления амплифицированных продуктов по их мас-
се и заряду. Система iPLEX Gold является точной
и быстрой технологией для генотипирования од-
нонуклеотидных полиморфных маркеров генов
(SNP), позволяющей проводить высокопроизво-
дительный (до 40 SNP в одной реакции) анализ
ампликонов значительной протяженности, что
подтверждается результатами многочисленных
исследований [9, 10]. Подбор последовательно-
стей праймеров для мультиплексного генотипи-
рования методом MALDI-TOF-масс-спектро-
метрии проводили с помощью онлайн ресурса
“Assay Design Suite v20” [11]. При подборе прай-
меров для мультиплексирования SNPs, показав-
шие ассоциацию в трех и более полногеномных
исследованиях и/или локализованные в генах,
продукты которых включены в кластеры белок-
белковых взаимодействий, либо ассоциирован-
ные как с ожирением, так и с показателем ИМТ,
отметили как приоритетные. В результате были
сформированы два мультиплекса, содержащих 58
SNP (37 SNP, локализованных в 30 генах, и 21 SNP,
расположенный в межгенных регионах), краткая
характеристика которых представлена в табл. 1.

Материалом для генотипирования послужила
выборка 95 индивидов, не состоящих в родстве и
представляющих популяцию русских г. Кемеро-

во. Средний возраст испытуемых составил 46.0 ±
± 10.8 года. Показатель ИМТ в данной популяци-
онной выборке варьировал от 15.9 до 39.7 (сред-
нее значение 26.9 ± 5.0).

Выделение ДНК проводили из венозной крови
методом фенол-хлороформной экстракции. ПЦР,
дефосфорилирование щелочной фосфатазой не-
инкорпорированных дезоксинуклеотидтрифосфа-
тов, реакцию удлинения пролонгирующих прай-
меров путем включения дидезокситрифосфата
(ddNTPs) с модифицированной массой (IPLEX
реакция), очистку ПЦР-продуктов, перенос про-
дуктов на спектрочип и ионизацию проводили
согласно протоколу компании “Agena Bioscience”
(CША). Праймеры были синтезированы компа-
нией “Евроген” (Россия). Структура праймеров
доступна по запросу у авторов. Более подробно
процедура проведения генотипирования методом
MALDI-TOF-масс-спектрометрии описана ранее
[10]. Визуализацию результатов проводили по-
средством пакета программ Mass Array Typer Ana-
lyzer soft ware v. 4.0 (Agena Bioscience).

Статистическую обработку результатов иссле-
дования проводили с помощью пакетов программ
Statistica V. 7.0 и ARLEQUIN. Эмпирически на-
блюдаемое распределение частот генотипов про-
веряли на соответствие теоретически ожидаемому
при равновесии Харди–Вайнберга (РХВ) с помо-
щью точного теста Фишера [12]. Для определения
характера распределения полученных данных ис-
пользовали критерий Шапиро–Уилка. Для анали-
за количественных признаков при сравнении неза-
висимых выборок с нормальным распределением
использовали дисперсионный анализ [13]. Стати-
стически значимыми считали различия для p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Оценка эффективности генотипирования

В рамках настоящей работы нами проведено
два эксперимента по анализу эффективности ме-
тода – генотипирование двух разработанных
мультиплексов (по 29 SNP в каждом) в планшете,
включавшем 95 образцов из популяционной вы-
борки русских и один контрольный образец без
ДНК. Общая эффективность генотипирования
оказалась достаточно высокой. Доля определен-
ных генотипов из всех возможных (“callrate”) со-
ставила 86.5% для мультиплекса 1 и 92.7% для
мультиплекса 2 (без учета контрольного образца).
Низкая эффективность генотипирования была за-
фиксирована для rs10968576, rs11671664, rs2287019 и
rs657452 (средняя доля определенных генотипов
для всей выборки составила 16.67, 60.21, 65.62 и
69.79% соответственно). Генотипы трех из 58 ана-
лизируемых аллельных вариантов – rs13130484,



ГЕНЕТИКА  том 55  № 10  2019

МЕТОД МУЛЬТИПЛЕКСНОГО ГЕНОТИПИРОВАНИЯ 1221
Т

аб
ли

ца
 1

.
Х

ар
ак

те
ри

ст
ик

а 
м

ар
ке

ро
в,

 в
кл

ю
че

нн
ы

х 
в 

м
ул

ьт
ип

ле
кс

ы
№ п/

п
ID

 S
N

P
Ге

н
П

ро
ду

кт
 г

ен
а

Л
ок

ал
из

ац
ия

Х
ро

м
ос

ом
на

я 
ло

ка
ли

за
ци

я
А

лл
ел

и
П

ре
дк

ов
ы

й 
ал

ле
ль

С
сы

лк
а

М
ул

ьт
ип

ле
кс

 1
1

rs
10

93
83

97
–

–
М

еж
ге

нн
ая

ch
r4

:4
51

80
51

0
A/

G
A

[2
4–

32
]

2
rs

10
96

85
76

L
IN

G
O

2
Б

ел
ок

 2
, в

за
им

од
ей

ст
ву

ю
щ

ий
 с

 
ре

це
пт

ор
ом

 N
og

o,
 с

од
ер

ж
ащ

ий
бо

га
ты

е 
ле

йц
ин

ом
 п

ов
то

ры
 и

им
м

ун
ог

ло
бу

ли
но

по
до

бн
ы

й 
до

м
ен

И
нт

ро
н

ch
r9

:2
84

14
34

1
A/

G
A

[2
5–

27
, 2

9]

3
rs

11
21

98
0

FT
O

А
ль

ф
а-

ке
то

гл
ут

ар
ат

-з
ав

ис
им

ая
ди

ок
си

ге
на

за
И

нт
ро

н
ch

r1
6:

53
77

53
35

C
/G

/T
T

[3
3,

 3
4]

4
rs

11
84

76
97

–
–

М
еж

ге
нн

ая
ch

r1
4:

30
04

59
06

C
/T

C
[2

5,
 2

7,
 3

5]
5

rs
12

44
66

32
LO

C
10

53
71

11
6

nc
R

N
A

И
нт

ро
н

ch
r1

6:
19

92
40

67
A/

G
G

[2
6–

29
, 3

1]
6

rs
12

46
36

17
–

–
М

еж
ге

нн
ая

ch
r2

:6
29

24
4

A/
C

/T
A

[3
5–

37
]

7
rs

13
13

04
84

–
–

М
еж

ге
нн

ая
ch

r4
:4

51
73

67
4

A/
C

/T
C

[2
6,

 2
8,

 3
1,

 3
5]

8
rs

14
21

08
5

FT
O

А
ль

ф
а-

ке
то

гл
ут

ар
ат

-з
ав

ис
им

ая
ди

ок
си

ге
на

за
И

нт
ро

н
ch

r1
6:

53
76

70
42

C
/T

T
[2

6,
 2

8,
 3

6,
 3

8]

9
rs

15
58

90
2

FT
O

А
ль

ф
а-

ке
то

гл
ут

ар
ат

-з
ав

ис
им

ая
ди

ок
си

ге
на

за
И

нт
ро

н
ch

r1
6:

53
76

96
62

A/
T

T
[2

5–
30

, 3
7,

 3
9–

41
]

10
rs

17
38

16
64

ZZ
Z3

Б
ел

ок
 3

, с
од

ер
ж

ащ
ий

 ц
ин

ко
вы

й 
па

ле
ц 

ти
па

 Z
Z

И
нт

ро
н

ch
r1

:7
75

82
64

6
C

/T
T

[2
6,

 3
1]

11
rs

17
78

23
13

–
–

М
еж

ге
нн

ая
ch

r1
8:

60
18

38
64

C
/T

T
[2

4,
 3

1,
 3

4,
 3

8]
12

rs
18

00
43

7
G

IP
R

Ре
це

пт
ор

, с
вя

за
нн

ы
й 

с 
G

-б
ел

ко
м

, 
дл

я 
гл

ю
ко

зо
за

ви
си

м
ог

о 
ин

су
ли

но
-

тр
оп

но
го

 п
еп

ти
да

 (Г
И

П
)

Э
кз

он
ch

r1
9:

45
67

81
34

C
/G

G
[2

6,
 3

1]

13
rs

20
30

32
3

B
D

N
F

Н
ей

ро
тр

оф
ич

ес
ки

й 
ф

ак
то

р 
м

оз
га

И
нт

ро
н

ch
r1

1:
27

70
69

92
G

/T
T

[2
6,

 3
1,

 4
2]

14
rs

20
33

52
9

–
–

М
еж

ге
нн

ая
ch

r6
:4

03
80

91
4

C
/G

/T
T

[2
7,

 3
0,

 3
1]

15
rs

21
12

34
7

LO
C

44
10

87
nc

R
N

A
И

нт
ро

н
ch

r5
:7

57
19

41
7

G
/T

G
[2

5–
27

, 2
9–

31
]

16
rs

22
06

27
7

T
FA

P
2B

Т
ра

нс
кр

ип
ци

он
ны

й 
ф

ак
то

р
A

P-
2-

бе
та

И
нт

ро
н

ch
r6

:5
08

30
81

3
A/

G
G

[2
6,

 3
0]

17
rs

22
07

13
9

–
–

М
еж

ге
нн

ая
ch

r6
:5

08
77

77
7

A/
G

A
[2

6–
29

]
18

rs
25

31
99

5
AD

C
Y9

А
де

ни
ла

тц
ик

ла
за

 9
-г

о 
ти

па
3'

 U
T

R
ch

r1
6:

39
63

46
6

A/
G

G
[2

6,
 3

1,
 3

7]
19

rs
25

68
95

8
LO

C
10

53
78

79
7

nc
R

N
A

И
нт

ро
н

ch
r1

:7
22

99
43

3
A/

C
/G

G
[2

6,
 4

3]
20

rs
31

01
33

6
LO

C
10

53
78

79
7

nc
R

N
A

И
нт

ро
н

ch
r1

:7
22

85
50

2
A/

G
A

[2
6–

30
, 3

6]
21

rs
71

41
42

0
N

R
XN

3
Н

ей
ре

кс
ин

-3
И

нт
ро

н
ch

r1
4:

79
43

31
11

C
/T

T
[2

6,
 2

7,
 2

9–
31

]
22

rs
71

95
38

6
R

B
B

P
6

Б
ел

ок
 6

, с
вя

зы
ва

ю
щ

ий
 б

ел
ок

ре
ти

но
бл

ас
то

м
ы

И
нт

ро
н

ch
r1

6:
24

56
71

37
A/

C
/T

C
[3

0,
 4

4]



1222

ГЕНЕТИКА  том 55  № 10  2019

ТРИФОНОВА и др.

23
rs

74
98

66
5

SH
2B

1
Б

ел
ок

 –
 ч

ле
н 

се
м

ей
ст

ва
 м

ед
иа

то
ро

в 
SH

2-
до

м
ен

а
Э

кз
он

ch
r1

6:
28

87
19

20
A/

G
/T

G
[2

4,
 2

6,
 4

3]

24
rs

75
31

11
8

LO
C

10
53

78
79

7
nc

R
N

A
И

нт
ро

н
ch

r1
:7

23
71

55
6

C
/T

T
[2

6,
 3

1]
25

rs
76

47
30

5
–

–
М

еж
ге

нн
ая

ch
r3

:1
86

11
65

01
C

/T
T

[3
1,

 3
2,

 4
3]

26
rs

88
79

12
–

–
М

еж
ге

нн
ая

ch
r2

:5
90

75
74

2
A/

C
/G

G
[2

5,
 2

6]
27

rs
95

40
49

3
–

–
М

еж
ге

нн
ая

ch
r1

3:
65

63
15

72
A/

G
A

[2
7,

 2
9,

 3
0]

28
rs

95
68

86
7

–
–

М
еж

ге
нн

ая
ch

r1
3:

53
53

32
17

G
/A

G
[2

6,
 3

0,
 3

7]
29

rs
99

41
34

9
FT

O
А

ль
ф

а-
ке

то
гл

ут
ар

ат
-з

ав
ис

им
ая

ди
ок

си
ге

на
за

И
нт

ро
н

ch
r1

6:
53

79
15

76
C

/T
C

[3
1,

 4
5]

М
ул

ьт
ип

ле
кс

 2
30

rs
10

18
21

81
–

–
М

еж
ге

нн
ая

ch
r2

:2
49

27
42

7
A/

G
G

[2
6–

30
]

31
rs

11
67

16
64

G
IP

R
Ре

це
пт

ор
, с

вя
за

нн
ы

й 
с 

G
-б

ел
ко

м
, 

дл
я 

гл
ю

ко
зо

за
ви

си
м

ог
о 

ин
су

ли
но

-
тр

оп
но

го
 п

еп
ти

да
 (Г

И
П

)

И
нт

ро
н

ch
r1

9:
45

66
90

20
A/

G
G

[3
0,

 3
7,

 4
2,

 4
6]

32
rs

11
67

82
7

H
IP

1
Б

ел
ок

 1
, в

за
им

од
ей

ст
ву

ю
щ

ий
с 

пр
от

еи
но

м
 Х

ан
ти

нг
то

на
3'

 U
T

R
ch

r7
:7

55
33

84
8

A/
G

G
[2

7,
 2

9–
31

]

33
rs

12
42

95
45

–
–

М
еж

ге
нн

ая
ch

r1
3:

53
52

80
71

A/
G

G
[2

7–
31

, 4
1]

34
rs

12
56

69
85

L
R

R
C

53
,

FP
G

T-
T

N
N

I3
K

, 
T

N
N

I3
K

Б
ел

ок
 5

3,
 с

од
ер

ж
ащ

ий
 б

ог
ат

ы
й 

ле
й-

ци
но

вы
й 

по
вт

ор
; т

ра
нс

кр
ип

ци
я 

из
 

со
се

дн
их

 г
ен

ов
 ф

ук
оз

о-
1-

ф
ос

ф
ат

гу
а-

ни
ли

лт
ра

нс
ф

ер
аз

ы
 (F

P
G

T
) и

 T
N

N
I3

 
вз

аи
м

од
ей

ст
ву

ю
щ

ей
 к

ин
аз

ы
 

(T
N

N
I3

K
)

И
нт

ро
н

ch
r1

:7
45

36
50

9
A/

G
G

[2
7–

30
]

35
rs

12
94

06
22

R
PT

O
R

С
уб

ъе
ди

ни
ца

 м
иш

ен
и 

ра
па

м
иц

ин
а 

ко
м

пл
ек

са
 1

 у
 м

ле
ко

пи
та

ю
щ

их
 

(m
T

O
R

C
1)

И
нт

ро
н

ch
r1

7:
80

64
17

71
A/

G
A

[2
7,

 2
9,

 3
0]

36
rs

13
02

17
37

–
–

М
еж

ге
нн

ая
ch

r2
:6

32
34

8
A/

G
A

[2
7–

30
]

37
rs

13
10

73
25

SL
C

39
A8

Ч
ле

н 
се

м
ей

ст
ва

 г
ен

ов
-н

ос
ит

ел
ей

 
SL

C
39

, к
от

ор
ы

е 
по

ка
зы

ва
ю

т 
ст

ру
к-

ту
рн

ы
е 

ха
ра

кт
ер

ис
ти

ки
 п

ер
ен

ос
чи

-
ко

в 
ци

нк
а

Э
кз

он
ch

r4
:1

02
26

75
52

A/
C

/T
C

[2
5,

 2
7–

29
, 3

1]

38
rs

13
19

13
62

P
R

K
N

Б
ел

ок
 –

 к
ом

по
не

нт
 к

ом
пл

ек
са

 у
би

к-
ви

ти
нл

иг
аз

ы
 E

3 
(п

ар
ки

н)
И

нт
ро

н
ch

r6
:1

62
61

23
18

A/
G

A
[2

7,
 2

9,
 3

1]

№ п/
п

ID
 S

N
P

Ге
н

П
ро

ду
кт

 г
ен

а
Л

ок
ал

из
ац

ия
Х

ро
м

ос
ом

на
я 

ло
ка

ли
за

ци
я

А
лл

ел
и

П
ре

дк
ов

ы
й 

ал
ле

ль
С

сы
лк

а

Т
аб

ли
ца

 1
.  

 П
ро

до
лж

ен
ие



ГЕНЕТИКА  том 55  № 10  2019

МЕТОД МУЛЬТИПЛЕКСНОГО ГЕНОТИПИРОВАНИЯ 1223

39
rs

15
14

17
5

L
R

R
C

53
,

FP
G

T-
T

N
N

I3
K

, 
T

N
N

I3
K

Б
ел

ок
 5

3,
 с

од
ер

ж
ащ

ий
 б

ог
ат

ы
й 

ле
й-

ци
но

вы
й 

по
вт

ор
; т

ра
нс

кр
ип

ци
я 

из
 

со
се

дн
их

 г
ен

ов
 ф

ук
оз

о-
1-

ф
ос

ф
ат

гу
а-

ни
ли

лт
ра

нс
ф

ер
аз

ы
 (F

P
G

T
) и

 T
N

N
I3

 
вз

аи
м

од
ей

ст
ву

ю
щ

ей
 к

ин
аз

ы
 

(T
N

N
I3

K
)

И
нт

ро
н

ch
r1

:7
45

25
96

0
C

/T
T

[2
5,

 3
5]

40
rs

15
16

72
5

E
T

V5
E

T
S 

ва
ри

ан
т 

5
И

нт
ро

н
ch

r3
:1

86
10

62
15

C
/T

C
[2

6,
 2

7,
 2

9,
 3

0]
41

rs
16

85
14

83
R

A
SA

2
Ч

ле
н 

G
A

P1
-с

ем
ей

ст
ва

 Г
Т

Ф
аз

а-
ак

ти
-

ви
ру

ю
щ

их
 б

ел
ко

в
И

нт
ро

н
ch

r3
:1

41
55

65
94

G
/T

G
[2

7,
 2

9,
 3

0]

42
rs

17
09

42
22

–
–

М
еж

ге
нн

ая
ch

r1
0:

10
06

35
68

3
C

/T
T

[2
7,

 2
9,

 3
0]

43
rs

22
87

01
9

Q
P

C
T

L
Гл

ут
ам

ин
ил

-п
еп

ти
д-

ци
кл

от
ра

нс
ф

е-
ра

зо
по

до
бн

ы
й 

бе
ло

к
И

нт
ро

н
ch

r1
9:

45
69

89
14

C
/T

C
[2

5,
 2

7,
 2

9]

44
rs

38
10

29
1

ZC
3H

4
Б

ел
ок

 4
, с

од
ер

ж
ащ

ий
 д

ом
ен

 C
C

C
H

 
ци

нк
ов

ог
о 

па
ль

ца
3'

 U
T

R
ch

r1
9:

47
06

57
46

A/
G

G
[2

5,
 2

7,
 2

9,
 3

1,
 3

7]

45
rs

38
17

33
4

M
T

C
H

2
Б

ел
ок

 –
 ч

ле
н 

се
м

ей
ст

ва
 я

де
рн

о-
ко

ди
ро

ва
нн

ы
х 

тр
ан

сп
ор

те
ро

в 
SL

C
25

И
нт

ро
н

ch
r1

1:
47

62
94

41
C

/T
C

[2
5,

 2
7,

 2
9–

31
]

46
rs

57
13

12
–

–
М

еж
ге

нн
ая

ch
r1

8:
60

17
25

36
G

/T
G

[2
5,

 3
1,

 4
1]

47
rs

63
37

15
–

–
М

еж
ге

нн
ая

ch
r1

:1
77

88
34

45
C

/T
T

[2
6,

 3
0,

 3
1]

48
rs

65
67

16
0

–
–

М
еж

ге
нн

ая
ch

r1
8:

60
16

19
02

C
/T

T
[2

7–
30

, 3
2,

 4
7]

49
rs

65
74

52
AG

B
L

4
А

Т
Ф

/Г
Т

Ф
-п

од
об

ны
й 

св
яз

ы
ва

ю
щ

ий
 

бе
ло

к 
4

И
нт

ро
н

ch
r1

:4
91

24
17

5
A/

G
A

[2
7,

 2
9,

 3
0]

50
rs

68
04

84
2

R
AR

B
Б

ет
а-

ре
це

пт
ор

 р
ет

ин
ое

во
й 

ки
сл

от
ы

И
нт

ро
н

ch
r3

:2
50

64
94

6
A/

G
A

[2
7,

 2
9,

 3
1]

51
rs

68
64

04
9

LO
C

10
53

79
15

8
nc

R
N

A
И

нт
ро

н
ch

r5
:1

24
99

48
29

A/
C

/G
/T

G
[2

7,
 3

0,
 3

1]
52

rs
71

38
80

3
–

–
М

еж
ге

нн
ая

ch
r1

2:
49

85
36

85
A/

G
/T

G
[2

5–
31

, 4
3]

53
rs

71
64

72
7

–
–

М
еж

ге
нн

ая
ch

r1
5:

72
80

16
50

C
/G

/T
C

[2
7,

 2
9,

 3
1]

54
rs

79
03

14
6

T
C

F7
L

2
Т

ра
нс

кр
ип

ци
он

ны
й 

ф
ак

то
р,

со
де

рж
ащ

ий
 б

ок
с 

гр
уп

пы
 с

 в
ы

со
ко

й 
по

дв
иж

но
ст

ью
 (H

M
G

)

И
нт

ро
н

ch
r1

0:
11

29
98

59
0

C
/G

/T
T

[2
7,

 2
9–

31
]

55
rs

80
50

13
6

FT
O

А
ль

ф
а-

ке
то

гл
ут

ар
ат

-з
ав

ис
им

ая
 д

ио
к-

си
ге

на
за

И
нт

ро
н

ch
r1

6:
53

78
23

63
A/

C
A

[3
1,

 4
3,

 4
8,

 4
9]

56
rs

96
41

12
3

C
AL

C
R

Ре
це

пт
ор

, с
вя

за
нн

ы
й 

с 
G

-б
ел

ко
м

, 
дл

я 
ка

ль
ци

то
ни

на
И

нт
ро

н
ch

r7
:9

35
68

42
0

C
/G

G
[2

7,
 2

9,
 3

1]

57
rs

98
16

22
6

–
–

М
еж

ге
нн

ая
ch

r3
:1

86
11

67
10

A/
T

T
[2

5,
 2

6]
58

rs
98

72
37

T
FA

P
2B

Т
ра

нс
кр

ип
ци

он
ны

й 
ф

ак
то

р
A

P-
2-

бе
та

И
нт

ро
н

ch
r6

:5
08

35
33

7
A/

G
A

[2
5,

 2
6,

 2
8,

 3
1]

№ п/
п

ID
 S

N
P

Ге
н

П
ро

ду
кт

 г
ен

а
Л

ок
ал

из
ац

ия
Х

ро
м

ос
ом

на
я 

ло
ка

ли
за

ци
я

А
лл

ел
и

П
ре

дк
ов

ы
й 

ал
ле

ль
С

сы
лк

а

Т
аб

ли
ца

 1
.  

 О
ко

нч
ан

ие



1224

ГЕНЕТИКА  том 55  № 10  2019

ТРИФОНОВА и др.

rs17381664 и rs12566985 не удалось определить ни
в одном образце, в связи с чем семь данных мар-
керов мы не рассматривали в последующем ана-
лизе. Без них эффективность генотипирования
мультиплексов 1 и 2 составила 95.8 и 97.0% соот-
ветственно.

Популяционно-генетический анализ
частот аллелей и генотипов

Частоты аллелей 51 SNP в популяции русских
и европеоидов из международного проекта “1000
геномов”, генетическое разнообразие и значения
отклонения от равновесия Харди–Вайнберга
представлены в табл. 2. Распределение частот ге-
нотипов можно получить по запросу у авторов. В
проанализированном массиве данных отклоне-
ние от равновесия Харди–Вайнберга среди 510
распределений частот генотипов было обнаруже-
но в 26 случаях, что не превышает ожидаемого
числа случайных отклонений. Не наблюдалось
накопления отклонений от РХВ по отдельным
маркерам или популяциям. Общий уровень гене-
тического разнообразия популяций по исследо-
ванным маркерам оказался достаточно близок:
средняя ожидаемая гетерозиготность варьирует
от 0.361 у бенгальцев до 0.390 у британцев. Cред-
ний уровень ожидаемой гетерозиготности в попу-
ляции русских составил 0.382. Наименьший уро-
вень генетического разнообразия (показатель
ожидаемой гетерозиготности составил менее
0.15) среди изученных популяций показан для ло-
кусов rs13107325, rs16851483 и rs11847697. Поло-
кусные значения коэффициента генетической
дифференциации для большинства маркеров (33
из 51) не превышают 2% (табл. 2). Лишь по пяти
SNP (rs13107325, rs3810291, rs2531995, rs7195386,
rs7531118) изученные популяции дифференциро-
ваны более чем на 5%. Средний же уровень диф-
ференциации по 51 маркеру составляет 1.9%, что
соответствует уровню генетических различий
между исследованными популяциями по различ-
ным аутосомным маркерным системам, включая
широкогеномные наборы SNP [14].

Взаимоотношения мировых популяций по ча-
стотам аллелей исследованных маркеров генов,
ассоциированных с ожирением, полученные ме-
тодом главных компонент по данным настоящей
работы и проекта “1000 геномов”, представлены на
рис. 2. Две первые главные компоненты (ГК) объ-
ясняют 70.23% вариабельности аллельных частот в
анализируемых популяциях. Положение исследо-
ванных популяций в пространстве ГК1–ГК2 соот-
ветствует их географической принадлежности,
что ожидалось, исходя из данных, полученных в

предыдущих исследованиях аутосомных марке-
ров [15, 16]. Первая ГК, на долю которой прихо-
дится 39.08%, выделила кластер африканских по-
пуляций. В него вошли популяции йоруба, лухья,
ишан, менде, жители Гамбии. Вторая главная
компонента (31.15%), вероятно, разделяет выбор-
ки по восточно-евразийской генетической со-
ставляющей. Выборка русских локализована в
кластере европейских популяций, при этом наи-
большая генетическая близость из представлен-
ных популяций показана для русских, англичан,
иберийцев и итальянцев.

Оценка ассоциации изученных
генетических маркеров с показателем ИМТ

В представленной работе был проведен также
анализ ассоциации SNPs с вариабельностью пока-
зателя ИМТ. Обнаружена ассоциация двух поли-
морфных маркеров из 51 изученного с показателем
ИМТ: так, статистически значимо более высокие
значения показателя ИМТ наблюдались у носите-
лей генотипов GG и GA маркера rs12446632 локуса
LOC105371116 (F = 4.90; p = 0.01), в котором рас-
положен ген некодирующей РНК, а также у носи-
телей генотипа GG маркера rs16851483 белок-ко-
дирующего гена RASA2 (F = 5.56; p = 0.02) по
сравнению с индивидами, обладающими геноти-
пами АА и GT (рис. 3) соответственно. Функцио-
нальная значимость полиморфизма rs16851483

Рис. 2. Положение популяций в пространстве двух
первых главных компонент частот аллелей 51 марке-
ра. RUS – русские, GBR – англичане, FIN – финны,
TSI – итальянцы, IBS – иберийцы, PEL – перуанцы,
GIH – индийцы из Гуджарата, ITU – индийцы телу-
гу, BEB – бенгальцы, CDX – даи, Китай, CHB, CHS –
китайцы, JPT – японцы, KHV – вьетнамцы, STU –
тамилы, PJL – пенджабцы, MSL – менде, GWD – жи-
тели Гамбии, ESN – ишаны, LWK – лухья, YRI – йо-
руба.
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может быть обусловлена ключевой регуляторной
функцией RAS-p21 ГТФаза-активирующего бел-
ка 2 в передаче сигнала по Ras/MAPK-пути и про-
цессах дифференцировки, пролиферации и ми-
грации клеток [17, 18]. Показано, что мутации ге-
на RASA2 связаны с развитием меланомы у
человека, а также синдромом Нунана [18, 19]. На-
ми не обнаружено данных, позволяющих охарак-
теризовать возможную значимость продукта гена
LOC105371116 в формировании изученных фено-
типов. Однако функциональная аннотация ассо-
циированного маркера локуса rs12446632 в он-
лайн-ресурсе HaploReg v4.1 выявила тесное сцеп-
ление данного варианта с рядом SNPs генов IQCK
и GPRC5B [20]. Известно, что ген GPRC5B кодиру-
ет рецептор, сопряженный с G-белками, относя-
щимися к ГТФазам и функционирующими в каче-
стве вторичных посредников во внутриклеточных
сигнальных каскадах, в том числе при передаче
сигнала по MAPK-пути, в TGF-β и IFNγ-каскадах
[17, 21]. Показано, что фосфорилирование этого
рецептора тирозинкиназой Fyn и последующее
его взаимодействие с Fyn через домен SH2 играют
ключевую роль в инициации и прогрессии воспа-
лительных процессов в жировой ткани, а также
развитии инсулинорезистентности [22, 23].

Таким образом, в настоящем исследовании
разработан высокопроизводительный метод муль-
типлексного генотипирования полиморфных мар-
керов генов, ассоциированных с ожирением и ва-
риабельностью показателя индекса массы тела, по
данным полногеномного анализа ассоциаций. По-
казана ассоциация маркеров rs12446632 локуса

LOC105371116 и rs16851483 гена RASA2 с вариа-
бельностью ИМТ у русских г. Кемерово, свиде-
тельствующая о вовлеченности данных маркеров
в формирование изменчивости изученного фено-
типа и применимости разработанной панели в
области исследований генетики ожирения и моле-
кулярных механизмов регуляции энергетического
баланса. Проведена оценка уровня генетического
разнообразия изученной выборки и популяций из
международного проекта “1000 геномов” по иссле-
дованным полиморфным вариантам. Предложен-
ная в настоящем исследовании панель генетиче-
ских маркеров отражает структуру генофонда на-
селения мира и может быть использована для
дальнейших популяционно-генетических, ре-
пликативных и ассоциативных исследований.

Исследование выполнено за счет гранта Рос-
сийского фонда фундаментальных исследований
(проект № 18-04-00758).

Все процедуры, выполненные в исследовании
с участием людей, соответствуют этическим стан-
дартам институционального и/или национально-
го комитета по исследовательской этике и Хель-
синкской декларации 1964 г. и ее последующим
изменениям или сопоставимым нормам этики.

От каждого из включенных в исследование
участников было получено информированное
добровольное согласие.

Авторы заявляют, что у них нет конфликта ин-
тересов.

Рис. 3. Результаты анализа ассоциации изученных аллельных вариантов с показателем ИМТ у русских. Показаны ми-
нимальное и максимальное значение, медиана и квартильный размах.
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The Multiplex Genotyping Method of Single-Nucleotide Polymorphisms
of Genes Assoсiated with Obesity and Body Mass Index

E. A. Trifonovaa, *, A. A. Popovicha, K. V. Vagaitsevaa, A. V. Bocharovaa,
M. M. Gavrilenkoa, V. V. Ivanova, and V. A. Stepanova

aTomsk National Research Medical Center of the Russian Academy of Sciences, Research Institute of Medical Genetics,
Tomsk, 634050 Russia

*e-mail: ekaterina.trifonova@medgenetics.ru

Obesity is one of the most important global health problems associated with increased morbidity and mor-
tality. This disease is related with many metabolic disorders in the human organism. The method of multiplex
genotyping polymorphic variants of genes associated with obesity and variability of body mass index (BMI),
based on multilocus PCR and MALDI-TOF-mass spectrometry of DNA molecules was developed in this
study. The frequencies of 51 single-nucleotide polymorphisms of obesity candidate genes were analyzed in a
samples of elderly people from the Russian population of Kemerovo. The data obtained are compared with data
for populations from the “1000 genomes” project. The association of markers rs12446632 locus LOC105371116
and rs16851483 RASA2 gene with BMI variability in Russian population of Kemerovo is shown.

Keywords: obesity, body mass index, polymorphic variants, MALDI-TOF-mass spectrometry, populations.
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