
 97

УДК 575.162        DOI: 10.18699/SSMJ20230410
Оригинальное исследование / Research article

Анализ полиморфизма генов рецепторов врожденного 
иммунитета у пациентов с коронарным атеросклерозом 
и в популяционной выборке г. Новосибирска
С.В. Михайлова1, Д.Е. Иванощук1, П.С. Орлов1, Л.Д. Латынцева2, Е.В. Каштанова2, 
Я.В. Полонская2, Ю.И. Рагино2, Е.В. Шахтшнейдер1, 2

1 ФИЦ Институт цитологии и генетики СО РАН
630090, г. Новосибирск, просп. Академика Лаврентьева, 10
2 НИИ терапии и профилактической медицины – филиал ФИЦ Институт цитологии и генетики СО РАН
630089, г. Новосибирск, ул. Бориса Богаткова, 175/1

Резюме

Понимание молекулярных механизмов атеросклеротического повреждения сосудов необходимо как для оценки 
рисков сердечно-сосудистых заболеваний, так и для поиска подходов к их терапии. Задача остается актуальной 
несмотря на большое число проведенных исследований, так как существуют различия в факторах генетической 
предрасположенности к атеросклерозу и его осложнениям между представителями различных этнотерритори-
альных групп. Целью данного исследования был поиск генетических вариантов паттерн-распознающих рецеп-
торов, ассоциированных с нарушениями липидного обмена, которые могут приводить к развитию коронарно-
го атеросклероза. Материал и методы. Выполнен анализ последовательностей экзонов и прилежащих сайтов 
сплайсинга генов паттерн-распознающих рецепторов у пациентов с коронарным атеросклерозом (30 мужчин), 
а затем генотипирование популяционной выборки г. Новосибирска (n = 1441) методом ПЦР в реальном време-
ни по отобранному rs113706342 гена TLR1 и анализ ассоциации его носительства с показателями липидного 
обмена. Результаты и их обсуждение. Частота минорного аллеля rs113706342 С гена TLR1 в выборке жителей 
г. Новосибирска составила 0,0114 ± 0,0062, носительство этого варианта было ассоциировано с повышенным 
уровнем холестерина липопротеинов низкой плотности как у женщин, так и у мужчин (p = 0,009 и p = 0,019 
соответственно). Носительницы минорного аллеля C rs113706342 имели также статистически значимое увели-
чение содержания общего холестерина сыворотки (p = 0,013) по сравнению с гомозиготами ТТ. Для проверки 
роли этого варианта в развитии коронарного атеросклероза необходимо генотипирование расширенной выборки 
пациентов. У одного из обследованных с коронарным атеросклерозом найден ранее не описанный однонуклео-
тидный вариант chr16:3614637 G/C, приводящий к замене Leu101Val в гене NLRC3, для оценки его функцио-
нальной значимости необходим сегрегационный анализ. Заключение. Показана ассоциация rs113706342 С гена 
TLR1 с нарушением липидного обмена в российской популяции. 

Ключевые слова: коронарный атеросклероз, ишемическая болезнь сердца, секвенирование нового поколе-
ния, паттерн-распознающие рецепторы, однонуклеотидный вариант, ген TLR1, ген NLRC3, rs113706342.
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Abstract

Understanding the molecular mechanisms of atherosclerotic vascular lesions formation is necessary both for assessing 
the risks of cardiovascular diseases and for finding approaches to their therapy. The task remains relevant, despite the 
large number of studies carried out, because there are differences in the factors of genetic predisposition to atherosclerosis 
and its complications between different ethno-territorial groups. The aim of this study was to search for genetic variants 
of pattern recognition receptors associated with lipid metabolism disorders that can lead to the development of coronary 
atherosclerosis (CA). Material and methods. Analysis of exons and adjacent splicing sites of pattern recognition 
receptors genes in patients with CA (30 men), and then genotyping of a population sample from Novosibirsk (n = 1441) 
by real-time PCR for selected rs113706342 of the TLR1 gene and analysis of associations of its carriage with lipid 
metabolism were performed. Results and discussion. The frequency of the minor allele rs113706342 C of the TLR1 
gene in the sample of residents of Novosibirsk was 0.0114 ± 0.0062, the carriage of this variant was associated with an 
increased level of low-density lipoprotein cholesterol in both women and men (p = 0.009 and p = 0.019, respectively). 
Women carriers of the minor allele C for rs113706342 also had a statistically significant increase in total serum cholesterol 
(p = 0.013) compared with TT homozygotes. To test the role of this variant in the development of CA, genotyping of 
an extended sample of patients is required. In one of the patients with CA, a previously undescribed single nucleotide 
variant chr16:3614637 G/C was found, leading to the Leu101Val substitution in the NLRC3 gene; segregation analysis 
is required to assess its functional significance. Conclusions. The association of rs113706342 C of the TLR1 gene with 
lipid metabolism disorders in the Russian population is shown. 

Key words: coronary atherosclerosis, ischemic heart disease, next generation sequencing, pattern recognition recep-
tors, single nucleotide variant, TLR1 gene, NLRC3 gene, rs113706342.
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Введение

Атеросклероз коронарных сосудов является 
одной из основных причин ишемической болез-
ни сердца (ИБС). Атеросклеротические бляшки 
перекрывают просвет артерий сердца, а также 
провоцируют тромбообразование, тем самым 
нарушая кровоснабжение сердечных мышц. 
Формирование бляшек начинается с накопления 
липопротеинов, особенно их окисленных форм, 
в артериальной стенке, это приводит к аккуму-

ляции моноцитов, их дифференцировке в макро-
фаги и образованию в сосудистой стенке очагов 
воспаления, состоящих из пенистых клеток и во-
локон внеклеточного матрикса. На поздних ста-
диях происходит миграция в очаг гладкомышеч-
ных клеток и прорастание кровеносных сосудов в 
бляшку, внеклеточное отложение липидов и обыз-
вествление [1]. Выявление молекулярных меха-
низмов атерогенеза остается актуальной задачей 
в связи с высокой частотой сердечно-сосудистых 
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NF-κB после связывания окисленных форм липи-
дов [15]. NLRC3 (NLR family CARD domain-con-
taining 3) – один из регуляторных NLR, ингибиру-
ющий сигнальный путь NF-κB [16]. Для rs758747 
в гене NLRC3 показана ассоциация с ожирением, 
а для rs10754558 гена NLRP3 – протективный 
эффект против него [10]. LRRFIP1 (LRR-binding 
FLII-interacting protein 1) – цитозольный сенсор 
нуклеиновых кислот. Его связывание с лигандами 
индуцирует синтез интерферона типа 1 и провос-
палительных цитокинов посредством активации 
NF-κB [17]. Для восьми ОНВ гена LRRFIP1 по-
казана ассоциация с ожирением [18]. Рецепторы 
жирных кислот экспрессируются макрофагами 
и адипоцитами и модулируют иммунный ответ. 
FFAR4 ингибирует провоспалительные сигналь-
ные пути NF-κB и JNK [19]. ОНВ rs116454156 
этого гена связан с повышенным риском ожире-
ния [20]. 

Таким образом, ряд ПРР может оказывать вли-
яние одновременно на два фактора риска разви-
тия атеросклероза – ожирение и воспаление, что 
повышает вероятность обнаружить в этих генах 
варианты, ассоциированные с ИБС. Для многих 
вышеупомянутых ОНВ в паттерн-распознающих 
рецепторах найденная связь с ожирением этно-
специфична. Генетические факторы, определя-
ющие повышенный риск развития ССЗ в целом, 
также этноспецифичны, например, набор ОНВ, 
ассоциированных с изменением уровня липопро-
теинов, различается в популяциях разного проис-
хождения [21]. Поэтому актуальны независимые 
исследования связей между генетическими вари-
антами и отдельными факторами риска ССЗ и в 
целом с этими заболеваниями для различных эт-
нотерриториальных групп. 

В данном исследовании проанализированы 
последовательности некоторых ПРР и их адап-
терных белков в полноэкзомных сиквенсах 30 па-
циентов мужского пола из г. Новосибирска с ко-
ронарным атеросклерозом, в результате чего для 
дальнейшего анализа был отобран rs113706342 
гена TLR1.

Материал и методы

Пациенты с коронарным атеросклерозом
Образцы венозной крови получены от пациен-

тов ФГБУ НМИЦ им. академика Е.Н. Мешалки-
на Минздрава России. Исследование проведено в 
рамках Программы совместных научно-исследо-
вательских работ НИИ терапии и профилактиче-
ской медицины – филиала ФИЦ Институт цито-
логии и генетики СО РАН (НИИТПМ – филиал 
ИЦиГ СО РАН) (научный руководитель рабо-
ты – д.м.н., чл.-корр. РАН Ю.И. Рагино) и ФГБУ 

заболеваний (ССЗ) и их лидирующей роли среди 
причин смертности в развитых странах.

Среди генетических факторов предрасполо-
женности к атеросклерозу выделяют варианты, 
ассоциированные с дислипидемиями, варианты 
генов ферментов окислительно-восстановитель-
ных реакций, регуляторов клеточного цикла, 
клеточной адгезии и миграции [2], а также генов 
врожденного иммунитета, отвечающих за индук-
цию воспалительной реакции, так как воспале-
ние служит одной из патогенетических причин 
атеросклероза и его осложнений [3–6]. Сигналь-
ный путь NF-κB является основным в регуляции 
генов воспалительного ответа (провоспалитель-
ных цитокинов, хемокинов, молекул адгезии), 
он опосредует выживание клеток, клеточную 
дифференцировку и пролиферацию, а также об-
разование внеклеточного матрикса; показано его 
участие в патологических процессах большин-
ства ССЗ [7–9]. Запуск этого сигнального каскада 
инициируется связыванием паттерн-распознаю-
щих рецепторов с их специфическими внекле-
точными или внутриклеточными лигандами: ком-
понентами клеточных стенок бактерий, оболочек 
вирусов, простейших и грибов, нуклеиновыми 
кислотами, кристаллами холестерина и другими 
сигналами инфекции либо нарушенного метабо-
лизма собственных клеток. 

Для нескольких классов белков врожденного 
иммунитета показана ассоциация с ожирением как 
на животных моделях, так и у человека [10]. В их 
число входит ряд паттерн-распознающих рецепто-
ров (ПРР): Toll-подобные рецепторы (TLR), их ко-
рецептор CD14, NOD-подобные рецепторы (NLR), 
рецепторы свободных жирных кислот (FFAR) и ци-
тозольный сенсор нуклеиновых кислот (LRRFIP1). 
Ожирение является независимым фактором риска 
развития атеросклероза, так как оно, с одной сто-
роны, связано с изменением липидного профиля, а 
с другой – вызывает хронический воспалительный 
процесс в жировой ткани, который может влиять на 
воспалительные ответы организма в целом [11].

Рецепторы TLR1-9 после связывания с лиган-
дами запускают сигнальные пути NF-κB и AP-1 
[12]. Сведения о функциях TLR10 различаются, 
предполагается, что он является регуляторным 
[13]. У человека показана ассоциация несколь-
ких однонуклеотидных полиморфных вариан-
тов (ОНВ) в генах TLR2, 4 и 5 с ожирением [10]. 
NLR – цитозольные ПРР, которые индуцируют 
либо ингибируют врожденный иммунный ответ. 
Наиболее изучены белки, формирующие инфлам-
масому и приводящие к активации провоспали-
тельных цитокинов IL-1β, IL-18 и последующе-
му разрушению клетки путем пироптоза [14]. 
Для одного из них, NLRP3 (NOD-like receptor 
protein 3), показана активация сигнального пути 
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НМИЦ им. академика Е.Н. Мешалкина Минз-
драва России (научный руководитель работы – 
д.м.н., проф. А.М. Чернявский). В исследование, 
на участие в котором получено информирован-
ное согласие у всех обследованных, включены 30 
мужчин 40–70 лет (возраст 53,0 ± 3,8 года; 97 % 
европеоидов) с коронароангиографически вери-
фицированным коронарным атеросклерозом, без 
острого коронарного синдрома, со стабильной 
стенокардией напряжения II–IV ФК. Длитель-
ность ИБС составляла от 1 до 20 лет, индекс 
массы тела – 30,5 ± 2,2 кг/м2, все пациенты по-
лучали липид-снижающую терапию препаратами 
группы статинов. Пациенты поступали в клини-
ку ФГБУ НМИЦ им. академика Е.Н. Мешалкина 
Минздрава России на операцию коронарного шун-
тирования из разных населенных пунктов Сибири 
и Дальнего Востока, для каждого из них заполнен 
протокол исследования и выполнен забор крови. 
Критериями исключения пациентов из исследо-
вания были инфаркт миокарда давностью менее 
6 месяцев, острые воспалительные заболевания, 
обострение хронических воспалительных заболе-
ваний, активные заболевания печени, почечная не-
достаточность, онкологические заболевания. 

Популяционная выборка жителей г. Новоси-
бирска

В Новосибирске (Западная Сибирь, Россия) 
ранее выполнено одномоментное эпидемиоло-
гическое исследование взрослого населения. Из 
жителей Новосибирска, обследованных в 2007–
2008 гг. в рамках проекта «Здоровье, алкоголь и 
психосоциальные факторы в Восточной Европе» 
(HAPIEE) [22], с помощью таблицы случайных 
чисел сформирована основная репрезентатив-
ная выборка (9360 человек в возрасте 45–69 лет, 
средний возраст 53,8 ± 7,0 года, 95 % европео-
идного происхождения). Протокол исследования 
одобрен этическим комитетом НИИТПМ – фили-
ала ИЦиГ СО РАН (разрешение № 7 от 22 июня 
2008 г.). Каждый участник дал письменное ин-
формированное согласие на обследование и забор 
крови. Программа диспансеризации включала в 
себя сбор социально-демографических данных, 
диспансеризацию, стандартный опрос о табако-
курении, антропометрические измерения (рост, 
масса тела, окружность талии), измерение арте-
риального давления, определение биохимичес-
ких показателей в сыворотке крови (содержание 
общего холестерина, холестерина липопротеинов 
низкой (ХС ЛПНП) и высокой (ХС ЛПВП) плот-
ности, триглицеридов и глюкозы натощак). Кровь 
забирали из срединной локтевой вены утром по-
сле 12-часового ночного голодания. Параметры 
липидного профиля крови определяли фермента-

тивным методом с использованием стандартных 
наборов (Biocon Fluitest, Германия) на биохими-
ческом анализаторе FP-901 (Labsystem, Финлян-
дия). Для проведения молекулярно-генетического 
анализа из основной репрезентативной выборки 
методом случайных чисел отобран 1441 человек 
(692 мужчины, 749 женщин). 

Популяционная выборка народности ал-
тай-кижи (южные алтайцы)

В работе использовалась случайная выборка 
коренных жителей Республики Горный Алтай 
азиатского происхождения, состоящая из 83 чело-
век, собранная в НИИТПМ – филиале ИЦиГ СО 
РАН. Критерии включения: наличие письменного 
информированного согласия обследуемых, нали-
чие алтайцев в родословной в трех поколениях по 
материнской линии и не менее чем в одном по-
колении по отцовской линии. Для полноэкзомно-
го секвенирования случайным образом отобраны 
18 человек (8 мужчин, 10 женщин, возраст 20–66 
лет, средний возраст 53 года). ИБС по данным 
клинического обследования выявлена у трех жен-
щин 58, 59 и 60 лет. 

Выделение ДНК
ДНК выделяли из венозной крови методом фе-

нол-хлороформной экстракции [23]. Количество 
и качество ДНК оценивали на спектрофотометре 
для микропланшетов Epoch (BioTek, США).

Приготовление библиотек и полноэкзом-
ное секвенирование

Секвенирование ДНК группы алтайцев про-
водили на платформе Ion GeneStudio S5 Systems 
(все приборы и реагенты производства Thermo 
Fisher Scientific, США) с использованием чипа 
Ion 540. Библиотеки подготовлены с использова-
нием системы Ion Chef в соответствии с инструк-
циями производителя из 50 нг ДНК на образец с 
использованием наборов Ion AmpliSeq™ Exome 
RDY Kit 1x8 и Ion AmpliSeq™ Library Kit Plus. 
Для создания библиотек секвенирования исполь-
зовали набор адаптеров Ion Xpress™ Barcode 
Adapters 1-16 Kit. Количественную оценку биб-
лиотек проводили на приборе QuantStudio 5 Real-
Time PCR System с использованием набора Ion 
Library TaqMan™ Quantitation Kit. Клональную 
амплификацию библиотек выполняли методом 
эмульсионной ПЦР с последующим нанесением 
подготовленных библиотек на чип с использова-
нием набора Ion 540 kit–Chef Kit. Биоинформа-
тический анализ полученных данных проведен с 
использованием программного обеспечения Ion 
Reporter v.5.6 после выравнивания с эталонным 
геномом человека версии GRCh37(hg19).
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Секвенирование экзома пациентов с ИБС вы-
полняли на 50 нг ДНК с использованием протоко-
ла целевого обогащения мишеней SureSelect QXT 
для библиотек мультиплексного секвенирования 
Illumina с парными концами (Agilent Technologies, 
США) в соответствии с инструкцией производи-
теля. Приготовление библиотек проводили с по-
мощью набора SureSelect Exome V6+UTR (Agilent 
Technologies). Полученные библиотеки секве-
нировали на платформе NextSeq-500 (Illumina, 
США), данные выравнивали на референсный 
геном человека GRCh37(hg19) с использовани-
ем программного обеспечения Burrow–Wheeler 
Alignment tool (BWA v.0.7.17) (режим доступа: 
http://bio-bwa.sourceforge.net/). Последующий 
биоинформационный анализ включал удаление 
ПЦР-дупликатов, поиск ОНВ с помощью Genome 
Analysis Toolkit v.3.3 (режим доступа: https://gatk.
broadinstitute.org/hc/en-us) и их аннотацию с ис-
пользованием программы ANNOVAR (режим до-
ступа: https://annovar.openbioinformatics.org/en/
latest/). Также использовали данные баз gnomAD 
(режим доступа: https://gnomad.broadinstitute.
org/), версия 2.1.1 (для европейцев не финско-
го происхождения) и ClinVar (режим доступа: 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/). 

Анализ полиморфных сайтов
Для анализа найденных вариантов использо-

вали существующие данные о клинической значи-
мости аннотированных ОНВ (Лейденская откры-
тая база данных вариаций (режим доступа: https://
www.lovd.nl/), ClinVar (режим доступа: https://
www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/)) и литературные 
данные. Возможные функциональные и значимые 
эффекты ОНВ оценивали с помощью инструмен-
тов прогнозирования in silico (SIFT (режим досту-
па: https://sift.bii.a-star.edu.sg/), PolyPhen2 (режим 
доступа: http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/), 
PROVEAN (режим доступа: https://www.jcvi.org/
research/provean), MutationTaster (режим доступа: 
https://www.mutationtaster.org/), SpliceAI (режим 
доступа: https://spliceailookup.broadinstitute.org/)), 
а также данных о частотах этих вариантов в по-
пуляции согласно gnomAD и RUSeq (режим до-
ступа: http://ruseq.ru/#/). Варианты, описанные в 
ClinVar или предсказанные in silico как доброка-
чественные или вероятные доброкачественные, 
а также варианты с частотой минорных аллелей 
выше 0,05 согласно базам данных, из дальнейше-
го анализа исключали. 

Анализ распространенности аллелей и ге-
нотипов по rs113706342 

Анализ проводили в выборке населения 
г. Новосибирска с использованием технологии 

TaqMan. Амплификацию участка геномной ДНК, 
которая содержала изучаемый вариант, выпол-
няли методом ПЦР в режиме реального времени 
на приборе LightCycler® 96 Instrument (Roche 
Diagnostics, Швейцария). Фланкирующие оли-
гонуклеотиды и TaqMan-зонды подбирали с по-
мощью программы Primer-Blast (режим доступа: 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). 
Подобраны следующие фланкирующие олигону-
клеотиды и комплементарные зонды, меченные 
красителями FAM, HEX, и гаситель флуоресцен-
ции BHQ1:

Реакцию ПЦР проводили в объеме 25 мкл с 
использованием 15 нг ДНК, по 100 нМ прямого 
и обратного фланкирующих праймеров, 50 нМ 
каждого из двух зондов и мастер микса БиоМа-
стер HS-qPCR Hi-ROX (2×) (Биолабмикс, Россия) 
согласно протоколу производителя. Режим ам-
плификации начинался со 180 с при 95 °С, затем 
40 циклов: 95 °C – 30 с, 60 °C – 60 с.

Секвенирование по Сэнгеру
Секвенирование по Сэнгеру фрагмента гена 

NLRC3, содержащего ранее не описанный вари-
ант chr16:3614637 G/C, проводили с использо-
ванием праймеров 5’-CTCTGTCCCGCAGACT-
CAAG-3’ и 5’-TCCTTCTTTGGGTCCGTGC-3’ 
(дизайн олигонуклеотидов выполнен в програм-
ме Primer-Blast, режим доступа: https://www.ncbi.
nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) на приборе ABI 
3500 (Thermo Fisher Scientific) с помощью набо-
ра BigDye Terminator v 3.1 Cycle Sequencing Kit 
(Thermo Fisher Scientific). Последовательности 
анализировали в программе Vector NTI® Advance 
(Thermo Fisher Scientific). Версия hg19 человечес-
кого генома служила референсной последова-
тельностью для выравнивания.

Статистический анализ
Статистическую значимость различий ча-

стот аллелей между исследуемыми подгруппами 
и соответствие равновесию Харди – Вайнберга 
определяли с помощью критерия χ2. Для всех ко-
личественных показателей выполнена проверка 
на нормальность распределения с помощью тес-
та Колмогорова – Смирнова. Оценку различий 
средних непрерывных переменных между раз-

rs113706342-F-5’-
TCCAGCAAGATCAGGATTAAGC–3’,
rs113706342-R-5’-
GAATGGTGCCATTATGAACTCTAC–3’,
rs113706342-5’-[FAM]TTGCCCATCACAATCTC-
TTTCATGA[BHQ1]-3’,
rs113706342-5’-[HEX]TTGCCCATCACAATCTC-
TTTCCTGA[BHQ1]-3’.
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личными генотипами проводили после поправки 
на пол, возраст и индекс массы тела с помощью 
обобщенной линейной модели в программе SPSS 
для Windows.

Результаты

В данных полноэкзомного секвенирования 
пациентов с коронарным атеросклерозом проана-
лизированы миссенс-варианты, варианты, при-
водящие к появлению сайта преждевременной 
терминации трансляции и к сдвигу рамки считы-
вания в генах, кодирующих ряд рецепторов врож-
денного иммунитета (Toll-подобные рецепторы: 
TLR1-10; NOD-подобные рецепторы: NLRP, 
NLRC, NAIP; рецепторы свободных жирных кис-
лот FFAR2 и FFAR4; цитозольный сенсор нукле-
иновых кислот LRRFIP1), для которых показана 
ассоциация с ожирением, а также адаптерных 
белков этих рецепторов (TIRAP, TRAM, TRIF, 
MyD88). Для дальнейшего анализа отобраны ге-
нетические варианты, которые встречались среди 
европеоидов не финского происхождения соглас-
но базе данных gnomAD (версия 2.1.1) с частотой 

не более 0,05, а также более распространенные ва-
рианты, для которых ранее показана ассоциация с 
ожирением или ССЗ. В результате выявлены ОНВ 
в экзонах генов Toll-подобных рецепторов TLR1, 
TLR2, TLR4, TLR5, TLR6 и TLR10, NOD-подобных 
рецепторов NLRC3 и NLRP3, рецептора свобод-
ных жирных кислот FFAR4 (GPR120), сенсора ну-
клеиновых кислот LRRFIP1 и гена, кодирующего 
адаптерный белок TIRAP, передающий сигнал с 
TLR1, TLR2, TLR4 и TLR6. В исследованной вы-
борке у 11 пациентов обнаружены генетические 
варианты, для которых ранее показана ассоциа-
ция с ожирением и ССЗ в различных популяциях: 
rs116454156 гена FFAR4 [20], ко-сегрегирующие 
варианты rs4986790+rs4986791 гена TLR4 [24], 
rs5743708 гена TLR2 [25], rs11680012 и rs3213869 
гена LRRFIP1 [18, 26], а также rs35829419 гена 
NLRP3 [27]. Для rs5744168, встретившейся у двух 
пациентов в сочетании с rs45528236 в гене TLR5, 
ранее обнаружено протективное действие в от-
ношении ожирения [28]. Обнаруженные генети-
ческие варианты, отобранные согласно вышеопи-
санным критериям, представлены в табл. 1.

Таблица 1. Обнаруженные ОНВ, их частота у пациентов с коронарным атеросклерозом и в базе данных 
gnomAD (v2.1.1), ассоциации с клиническим фенотипом и/или данные функциональных исследований со-

гласно данным литературы

Table 1. Detected single nucleotide variants, their frequency among patients with coronary atherosclerosis and 
in the gnomAD (v2.1.1) database, associations with the clinical phenotype and/or data from functional studies 

according to the literature (n  ̶  number of alleles found)

Ген ОНB

(Tранскрипт) 
замена в кДНК 

(белковая последо-
вательность) замена 

аминокислоты

n Частота аллеля у 
пациентов

Частота алле-
ля в gnomAd 

(v2.1.1)

Ассоциации с 
клиническим 
фенотипом, 

данные функ-
циональных 

исследований
1 2 3 4 5 6 7

TLR1

rs113706342
(NM_003263.4) 

c.2159A>C
(NP_003254.2) 

p.His720Pro
2 0,033 ± 0,023 0,009189

In vitro снижен-
ная активация 
NF-κB [29]

rs76600635
(NM_003263.4)

c.130T>C
(NP_003254.2)

р.Ser44Pro
3 0,05 ± 0,028 0,0005204

rs150138583
(NM_003263.4)

c.893C>T
(NP_003254.2)

р.Ser298Phe
1 0,017 ± 0,017 0,001299

rs756776247
(NM_003263.4)
c.2104_2105dup
(NP_003254.2)

p. Gln703SerfsTer25
1 0,017 ± 0,017 0,0004259

rs3923647
(NM_003263.4)

c.914A>T
(NP_003254.2)
p. His305Leu

1 0,017 ± 0,017 0,03084

In vitro повышен-
ный уровень IL-6 
в ответ на стиму-
ляцию [30]
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1 2 3 4 5 6 7

TLR1

rs145135062
(NM_003263.4)

c.171A>G
(NP_003254.2)

p.Ile57Met
1 0,017 ± 0,017 0,004541

rs770320905
(NM_003263.4)

c.1184C>T
(NP_003254.2)

p.Thr395 Ile
1 0,017 ± 0,017 0,00006219

TLR2

rs5743704
(NM_001318789.2)

(c.1892C>A)
(NP_001305718.1)

p. Pro631His
3 0,050 ± 0,028 0,03944

In vitro снижен-
ная активация 
NF-κB [29]

rs5743708
(NM_001318789.2)

(c.2258G>A)
(NP_001305718.1)

p. Arg753Gln
2 0,033 ± 0,023 0,02896

Ожирение [25], 
in vitro снижен-
ная активация 
NF-κB [29]

rs150388453
(NM_001318789.2)

(c.798G>C)
(NP_001305718.1)

p. Leu266Phe
1 0,017 ± 0,017 0,001672

rs61735278
(NM_001318789.2)

(c.2186A>G)
(NP_001305718.1)

p. Asn729Ser
1 0,017 ± 0,017 0,0002634

TLR4

rs4986790, 
rs4986791

(NM_138554.5)
(c.896A>G)

(NP_612564.1)
p. Asp299Gly;

(NM_138554.5)
(c.1196C>T)

(NP_612564.1)
p. Thr399Ile

5 0,100 ± 0,039 
rs4986790;

0,083 ± 0,036
rs4986791

0,05575 + 
0,05863

Ожирение [24]

rs4986790 1
In vitro снижен-
ная активация 
NF-κB [31]

TLR5

rs764535
(NM_003268.6)

(c.245C>T)
(NP_003259.2)

p. Thr82Ile
1 0,017 ± 0,017 0,006762

rs5744168, 
rs45528236

(NM_003268.6)
(c.1174C>T)

(NP_003259.2)
p. Arg392Ter 3 0,050 ± 0,028

0,06090 Протективный 
эффект в отно-
шении ожире-
ния [28]

(NM_003268.6)
(c.541C>A)

(NP_003259.2)
p. Gln181Lys

0,06085

TLR6 rs3796508, 
rs5743808

(NM_006068.5)
(c.2249A>G)

(NP_006059.2)
p. Val327Met 1 0,017 ± 0,017

0,002589

(NM_006068.5)
(c.359T>C)

(NP_006059.2)
p. Ile120Thr

0,002866

TLR10 rs765764230
(NM_030956.4)

(c.2249A>G)
(NP_112218.2)
p. Glu750Gly

1 0,017 ± 0,017 0,00001550

Продолжение табл. 1
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1 2 3 4 5 6 7

TLR10

rs138645932
(NM_030956.4)

(c.287A>G)
(NP_112218.2)

p. Lys96Arg
2 0,033 ± 0,023 0,006537

rs11466658
(NM_030956.4)

(c.1573C>A)
(NP_112218.2)
p. Arg525Trp

2 0,033 ± 0,023 0,03127

rs11466653, 
rs11466651, 
rs11466649

(NM_030956.4)
(c.359T>C)

(NP_112218.2)
p. Met326Thr,

2 0,033 ± 0,023

0,03173

(NM_030956.4)
(c.892G>A)

(NP_112218.2)
p. Val298Ile

0,03210

(NM_030956.4)
(c.487G>T)

(NP_112218.2)
p. Ala163Ser

0,03257

rs4129008
(NM_030956.4)

(c.2396G>A)
(NP_112218.2)
p. Arg799Gln

1 0,017 ± 0,017 0,005224

LRRFIP1

rs11680012
(NM_001137550.2)

(c.1394A>G)
(NP_001131022.1)

p. Arg690Thr
1 0,017 ± 0,017 0,04583 Ожирение [18]

rs201910589
(NM_001137550.2)

(c.488G>T)
(NP_001131022.1)

p. Arg163Leu
1 0,017 ± 0,017 0,01285

rs3213869
(NM_001137550.2)

(c.1394A>G)
(NP_001131022.1)

p. Gln275Arg
2 0,033 ± 0,023 0,04565 Инфаркт миокар-

да [26]

FFAR4 rs116454156
(NM_001195755.2)

(c.761G>A)
(NP_001182684.1)

p. Arg270His
1 0,017 ± 0,017 0,02054 Ожирение [20]

NLRC3 rs74760019
(NM_178844.4)

(c.2785G>A)
(NP_849172.2)
p. Ala975Thr

1 0,017 ± 0,017 0,01778

NLRC3 Новая
(NM_178844.4)

(c.724C>G)
(NP_849172.2)
p. Leu101Val

1 –

NLRP3 rs35829419
(NM_001243133.2)

(c.2107C>A)
(NP_001230062.1)

p. Gln705Lys
1 0,017 ± 0,017 0,05100 ИБС [27]

TIRAP

rs8177399
(NM_001318777.2)

(c.37C>T)
(NP_001305706.1)

p.Arg13Trp
1 0,017 ± 0,017 0,01965

rs3802813
(NM_001318777.2)

(c.164G>A)
(NP_001305706.1)

p. Ser55Asn
2 0,033 ± 0,023 0,04154

Примечание: n – число найденных аллелей.

Окончание табл. 1
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Таблица 2. Содержание липидов в сыворотке крови жителей г. Новосибирска в зависимости от            
генотипа по rs113706342 гена TLR1

Table 1. Level of total serum cholesterol, triglyceride, high and low density lipoprotein cholesterol depending on 
the rs113706342 genotype of the TLR1 gene in the population sample of Novosibirsk

Генотип (число 
носителей)

Содержание общего 
холестерина, мг/дл

Содержание 
триглицеридов, мг/дл

Содержание 
ХС ЛПВП, мг/дл

Содержание 
ХС ЛПНП, мг/дл

Мужчины (n)
TT (674) 248,5 ± 58,1 145 ± 86.6 59,1 ± 15,7 124,1 ± 50,4
TC (18) 249,6 ± 71,3 132,3 ± 66,8 59,7 ± 11,5 130,4 ± 55,3
p 0,269 0,173 0,354 0,019

Женщины (n)
TT (734) 268,4 ± 65,5 147,9 ± 91,8 61,9 ± 14,6 139,7 ± 53,0
TC (15) 307,5 ± 93,9 156,1 ± 73,9 63,9 ± 14,3 173,3 ± 80,1
p 0,013 0,685 0,597 0,009

В целом (n)
TT (1408) 258,9 ± 62,8 146,5±89,5 60,6 ± 15,2 132,2 ± 52,3
TC (33) 275,9 ± 87,1 143,1 ± 70,0 61,6 ± 12,8 149,9 ± 70,0
p 0,073 0,752 0,554 0,026

Помимо вышеназванных вариантов с доказан-
ной ассоциацией с заболеваниями, для трех ОНВ 
в генах TLR1 и TLR2 показаны снижение актива-
ции сигнального пути NF-κB и повышенная экс-
прессия IL-6 в ответ на стимуляцию in vitro [29, 
30] (см. табл. 1). Редкие варианты (частота менее 
0,005 в популяции) – rs150138583, rs756776247 
и rs145135062 гена TLR1, rs61735278 гена TLR2 
и rs3796508+ rs5743808- гена TLR6 были обна-
ружены в выборке однократно. ОНВ rs4986790 
гена TLR4, для которого показана ассоциация с 
ожирением в сочетании с rs4986791 и функцио-
нальная значимость in vitro, при этом данные о 
связи с ССЗ и атеросклерозом противоречивы 
[24, 30, 32–35], встретился в выборке пациентов с 
ИБС с частотой 0,100 ± 0,039, которая превышала 
частоту, описанную в gnomAD (0,05575). Однако 
данные RUSeq о частоте этого ОНВ в разных ре-
гионах России различаются (0,0452–0,0825). Два 
полиморфных варианта гена TLR1 имели повы-
шенную частоту в обследованной выборке: встре-
тившиеся трижды rs76600635 (гомозигота и гете-
розигота) и rs113706342 (встретившаяся оба раза 
вместе с rs11466653, rs11466651 и rs11466649 гена 
TLR10, лежащего в том же генном кластере). Пер-
вая из вышеупомянутых замен была предсказана 
как нейтральная, а для второй, расположенной в 
TIR-домене белка, ранее показана функциональ-
ная значимость in vitro на линии человеческих 
эмбриональных клеток почки HEK 293T [29]. 
При этом частота минорного аллеля rs76600635 
повышена (0,1017) в восточно-азиатских популя-
циях относительно европеоидных (gnomAD). 

С целью оценки частоты rs76600635 в сосед-
них с г. Новосибирском азиатских популяциях 

проанализированы результаты полноэкзомно-
го сиквенса 18 представителей народности ал-
тай-кижи. Замена в этом сайте найдена трижды 
(0,083 ± 0,046), что подтвердило ее высокую рас-
пространенность в Азии. При этом минорный 
аллель по rs76600635 обнаружен у двух женщин 
(в гомо- и гетерозиготном состоянии) из трех с 
диагнозом ИБС в данной выборке. Во всех трех 
случаях этот ОНВ встретился вместе с вариантом 
rs4833095, как было ранее показано в китайских 
выборках [36]. Частота rs113706342, напротив, 
снижена во всех азиатских популяциях относи-
тельно европеоидных (gnomAD), поэтому ее по-
вышение в выборке пациентов относительно ча-
стот в базах данных gnomAD и RUSeq не могло 
быть связано с метисацией.

С целью оценки ассоциации rs113706342 с по-
казателями липидного обмена выполнен анализ 
частоты этого ОНВ в выборке населения г. Ново-
сибирска (n = 1441). Частота минорного аллеля 
в популяционной выборке у мужчин и женщин 
статистически значимо не различалась (p = 0,487, 
χ2 = 0,569) и составила 0,0114 ± 0,0062. Резуль-
таты сравнения содержания общего холестерина 
сыворотки, холестерина липопротеинов высокой 
и низкой плотности, а также триглицеридов (ко-
вариаты: пол, индекс массы тела, возраст) у но-
сителей разных генотипов по rs113706342 пред-
ставлены в табл. 2. 

Носительницы минорного аллеля C по 
rs113706342 гена TLR1 имели статистически зна-
чимое повышение содержания общего холестери-
на сыворотки (p = 0,013) и ХС ЛПНП (p = 0,009) 
по сравнению с гомозиготами ТТ. При этом у 
мужчин наблюдалась статистически значимая ас-
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социация носительства аллеля С с концентраци-
ей ХС ЛПНП (p = 0,019), в суммарной выборке 
статистическая значимость сохранялась для ХС 
ЛПНП (p = 0,026).

У одного пациента с коронарным атероскле-
розом обнаружена ранее не описанная мута-
ция в гене NOD-подобного рецептора NLRC3 
chr16:3614637 G/C (NM_178844.4 c.724C>G), 
приводящая к замене Leu101Val (см. табл.1). На-
личие данного полиморфного сайта подтвержде-
но секвенированием по Сэнгеру (рисунок).

При оценке потенциальной значимости 
данная замена была определена как нейтраль-
ная с коэффициентами 0,104 в PolyPhen2, 32 в 
MutationTaster, –0,175 в PROVEAN и 0,22 в SIFT. 
SpliceAI не показал влияния данной замены на 
сплайсинг.

Обсуждение

В фокусе данного исследования находились 
гены врожденного иммунитета, кодирующие 
ПРР и их адаптерные белки. Было предположе-
но, что вероятность обнаружить ассоциацию с 
атеросклерозом выше среди генов ПРР, для ко-
торых существует ассоциация с ожирением, так 
как ожирение и нарушение воспалительного от-
вета являются независимыми факторами риска 
развития ИБС. Показано, что многие хроничес-
кие инфекции, включая вызванные Chlamydia 
pneumoniae, Helicobacter pylori, а также вируса-
ми гепатита С, Эпштейна – Барр, ВИЧ, герпеса 
типа 1 и 2, цитомегаловирусом, могут провоци-

ровать развитие атеросклероза [37]. Кроме это-
го воспалительная реакция, наблюдаемая при 
ожирении, определяет вероятность развития его 
осложнений, в том числе атеросклероза и сахар-
ного диабета типа 2 [9, 38]. В результате в экзо-
мах 30 пациентов с коронарным атеросклерозом 
найдено шесть вариантов в генах ПРР, предрас-
полагающих, согласно литературным данным, к 
ожирению, инфаркту миокарда и ИБС, а также 
два протективных ОНВ, однако различий в их 
частотах между обследованной выборкой и попу-
ляционными данными не найдено. Возможно, это 
связано с тем, что влияние данных мутаций на ве-
роятность развития атеросклероза и ИБС относи-
тельно невелико и становится заметным на боль-
ших по размеру выборках [2]. Нами выявлены два 
ОНВ гена TLR1, частота которых была повышена 
в выборке пациентов с коронарным атеросклеро-
зом относительно описанной в базах данных для 
европеоидного населения. Для этого гена ранее 
не обнаружена связь с ожирением у человека, од-
нако экспрессия гена TLR1 повышена в адипоци-
тах мышей с индуцированным диетой ожирением 
[39] и в атеросклеротических бляшках у человека 
[40]. Для ОНВ rs5743551, расположенного в зоне 
до 2000 н.п. от 5’-конца гена TLR1, показана ас-
социация со сниженным риском ИБС (отноше-
ние шансов 0,41, 95%-й доверительный интервал 
0,14–0,82) в российской популяции [41]. 

Редкий вариант rs76600635 C в гене TLR1 
встретился в исследованной выборке трижды при 
частоте у европейцев 0,0005 согласно gnomAD. 
Обусловленная им замена серина на пролин в 
позиции 44 соответствующего белка предсказа-
на in silico как нейтральная, однако в некоторых 
азиатских популяциях показано расположение 
rs76600635 в гаплотипическом блоке с вариан-
тами, определяющими предрасположенность к 
туберкулезу и побочным реакциям на препараты 
против него [36, 42], а также ассоциация минор-
ного варианта rs76600635 с повышенной смерт-
ностью от миелоидоза среди тайцев [43]. Часто-
та варианта rs76600635 C существенно выше в 
Восточной Азии (0,1017), поэтому ее увеличение 
среди пациентов могло быть связано с азиатским 
происхождением предков, носителей этого вари-
анта, в исследованной нами выборке. Оценка ча-
стоты его встречаемости в выборке жителей цен-
трально-азиатской популяции алтай-кижи также 
показала повышенную относительно европейцев 
частоту минорного варианта rs76600635, что мо-
жет говорить о ее более высокой частоте относи-
тельно европейской и в Центральной Азии. Для 
оценки возможной роли rs76600635 гена TLR1 в 
патогенезе атеросклероза требуется его гаплоти-
пический анализ в российской популяции, а так-

Электрофореграмма участка ДНК гена NLRC3, содер-
жащего ранее не описанный вариант chr16:3614637 G/C

Electrophoregram of a DNA region of the NLRC3 gene con-
taining a previously undescribed variant chr16:3614637 G/C

SIBERIAN SCIENTIFIC MEDICAL JOURNAL  2023; 43 (4): 97−109

Mikhailova S.V. et al. Analysis of polymorphism of innate immunity receptor genes in patients ... 



 107

же генотипирование расширенной выборки па-
циентов с ИБС азиатского происхождения. Еще 
один вариант гена TLR1, частота которого была 
повышена (0,033 ± 0,023) среди пациентов с ИБС 
относительно данных gnomAD, – rs113706342. В 
исследованной нами выборке населения г. Ново-
сибирска его частота составила 0,0114 ± 0,0062. 
Минорный аллель этого ОНВ определяет ами-
нокислотную замену His720Pro в TIR-домене 
белка, который отвечает за связывание белков 
TLR между собой при образовании димеров и с 
адаптерными белками для передачи сигнала. В 
результате исследования ассоциации генотипов 
по этому ОНВ с показателями липидного обмена 
в популяционной выборке г. Новосибирска вы-
явлена статистически значимая ассоциация ми-
норного аллеля C с уровнем ХС ЛПНП у мужчин 
(p = 0,019) и женщин (p = 0,009), при этом у жен-
щин он также был связан с увеличением уровня 
ОХС (p = 0,013). Это может свидетельствовать 
о вкладе rs113706342 в предрасположенность к 
атеросклерозу и ИБС в европеоидных популяци-
ях Севера Евразии, где его частота выше, чем в 
Европейской части. 

Найденный нами ранее не описанный вариант 
в гене NLRC3, вызывающий замену аминокисло-
ты Leu101Val, был оценен in silico как нейтраль-
ный, однако для его полного описания требуется 
проведение сегрегационного анализа.

Заключение

Нами выявлена ассоциация минорного ва-
рианта rs113706342 С гена TLR1 с повышенным 
уровнем ХС ЛПНП (р = 0,026) в выборке насе-
ления г. Новосибирска, а у женщин из этой вы-
борки – также с содержанием общего холестери-
на сыворотки крови (р = 0,009), оба показателя 
являются факторами риска развития атеросклеро-
за. Для оценки вклада данного ОНВ в заболевае-
мость ИБС требуется исследование расширенной 
выборки пациентов.
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