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Резюме. Проведено пилотное исследование ассоциации между однонуклеотидными полиморфизмами в генах ка-
талазы (rs7943316), глутатионпероксидазы-1 (rs1050450) и трансферрина (rs8177178) с риском развития кератоконуса 
в выборке российской популяции. Генотипирование проводилось путем анализа полиморфизма длин рестрикционных 
фрагментов с использованием полимеразной цепной реакции. Материалом служили пробы венозной крови 25 паци-
ентов с диагностированным кератоконусом, проходивших лечение в клинике офтальмологии Военно-медицинской 
академии им. С.М. Кирова в 2019 и 2020 гг. Контрольная группа включала 20 пациентов, не имевших клинических 
признаков этого заболевания. Влияние однонуклеотидного полиморфизма rs7943316 гена каталазы на риск развития 
заболевания не установлено. Аллель T гена глутатионпероксидазы-1, содержащий полиморфизм rs1050450, незна-
чительно увеличивает риск кератоконуса по сравнению с аллелем C (отношение шансов = 1,91; 95% доверительный 
интервал = 0,75–4,85; p = 0,17). Выявлена умеренная связь аллеля А гена трансферрина, содержащего полиморфизм 
rs8177178, с возникновением кератоконуса, а также увеличение частоты встречаемости заболевания, связанное с ге-
нотипом AG (отношение шансов = 5,67; 95% доверительный интервал = 1,07–30; p = 0,12). Таким образом, при обсле-
довании ограниченной группы представителей российской популяции, больных кератоконусом, не удалось выявить 
связь между заболеванием и однонуклеотидными полиморфизмами каталазы rs7943316 и глутатионпероксидазы-1 
rs1050450. Связь между полиморфизмом гена трансферрина rs8177178 (аллель A и генотип AG) и риском развития 
кератоконуса оказалась слабой и статистически незначимой. Целесообразно расширение выборки обследуемых и до-
полнительное изучение полиморфизмов гена трансферрина, влияющих на структуру фермента и снижающих эффек-
тивность антиоксидантной защиты роговицы.

Ключевые слова: каталаза; глутатионпероксидаза-1; трансферрин; кератоконус; однонуклеотидный полиморфизм; 
анализ полиморфизма длин рестрикционных фрагментов; генотипирование; полимеразная цепная реакция; антиок-
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ABSTRACT: A pilot study of the association of single nucleotide polymorphisms in catalase (rs7943316), glutathione peroxi-
dase-1 (rs1050450), and transferrin (rs8177178) genes with the risk of keratoconus development was conducted in a sample 
of Russian patients. Genotyping was performed by analyzing the polymorphism of the lengths of restriction fragments using 
a polymerase chain reaction. Venous blood samples from 25 patients with keratoconus treated at the Ophthalmology Clinic 
of the Kirov Military medical Academy in 2019 and 2020 were examined. The control group included 20 patients who had no 
clinical signs of keratoconus. The effect of the single nucleotide polymorphism rs7943316 of the catalase gene on the risk of 
keratoconus development has not been established. The T allele of the glutathione peroxidase-1 gene containing the rs1050450 
polymorphism slightly increases the risk of keratoconus compared with the C allele (odds ratio = 1.91; 95% confidence  
interval =  0.75–4.85; p = 0.17). A moderate association of the A allele of the transferrin gene containing rs8177178 polymorphism 
with the occurrence of keratoconus and an increase in the incidence of the disease associated with the AG genotype was revealed 
(odds ratio = 5.67; 95% confidence interval = 1.07–30; p = 0.12). Thus, when examining a limited sample of Russian patients 
with keratoconus, it was not possible to identify a link between the disease and single nucleotide polymorphisms of catalase 
rs7943316 and glutathione peroxidase-1 rs1050450. The relationship between the polymorphism of the transferrin rs8177178 
gene (allele A and genotype AG) and the risk of keratoconus development was weak and not significant. Thus, expanding  
the study sample and further studying the polymorphisms of the transferrin gene that affect the structure of the enzyme and 
reduce the effectiveness of antioxidant protection of the cornea were recommended.
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ВВЕДЕНИЕ 
Кератоконус (КК) — генетически детерминированное 

заболевание, связанное с дистрофией роговицы глаза, 
ее истончением, растяжением с последующим конусо-
видным выпячиванием, помутнением и рубцеванием, 
что приводит к значительному снижению остроты зрения 
и нередко инвалидизации. Количество больных колеб-
лется от 4 до 600 случаев на 100 тыс. населения в за-
висимости от географического региона [1, 2]. Лечение КК 
продолжительное и сложное. С этой целью применяются 
высокотехнологичные хирургические методики (кросслин-
кинг, имплантация стромальных колец, кератопластика 
в различных модификациях), которые предупреждают 
дальнейшее прогрессирование клинических признаков, 
не устраняя причину заболевания [3, 4]. При этом прогноз 
последующего развития симптоматики нередко остается 
неопределенным [5, 6].

Одним из ведущих механизмов патогенеза при КК 
считается оксидативный стресс. Этот процесс может раз-
виваться в структурах роговой оболочки глаза как ре-
зультат наследственно обусловленной несостоятельности 
ферментов, обеспечивающих антиоксидантную защиту, 
а также регулирующих другие механизмы естественной 
детоксикации. Среди генетических факторов, ассоцииро-
ванных с развитием КК, исследованы однонуклеотидные 
полиморфизмы (SNP) таких генов, как каталаза (CAT), глу-
татионпероксидаза-1 (GPX-1), трансферрин (TF) [7].

Каталаза является распространенным ферментом, ко-
торый содержится в клеточных пероксисомах. Этот фер-
мент представляет собой тетрамер с молекулярной мас-
сой около 240 кДа с четырьмя группами гема на тетрамер 
[8, 9]. Дефицит каталазы может вызвать повышенные 
концентрации перекиси водорода и увеличить риск раз-
вития окислительного стресса [10]. Ген CAT расположен 
в локусе хромосомы 11p13 и включает 13 экзонов. Наи-
более изучен полиморфизм rs7943316 (A/T), локализован-
ный в области промотора [11]. 

Глутатионпероксидаза-1 — селенсодержащий фер-
мент, который является внутриклеточным антиоксидан-
том и защищает организм от окислительного поврежде-
ния. Ген GPX-1, расположен в хромосоме 3p21.3 [12, 13]. 
Среди SNP-мутаций этого гена, наибольшее клинически 
подтвержденное значение имеет полиморфизм rs1050450 
(C > T), который изменяет аминокислоту пролин (PRO) 
на лейцин (LEU) в положении 197. Мутантный аллель это-
го гена ассоциируется со сниженной способностью погло-
щать активные формы кислорода (АФК).

Трансферрин относится к ферментам антиоксидант-
ной защиты и представляет собой гликозилированый бе-
лок, обеспечивающий гомеостаз железа в клетках. Вы-
водя ионы железа за пределы клеточной оболочки, TF  
контролирует их вовлечение в индукцию окислительно-
го стресса. Ген TF находится в участке третьей хромосо-
мы 3q21. Множественные мутации гена TF определяют 

выраженную этническую полиморфность кодируемого им 
белка [14]. С развитием КК в европейской популяции наи-
более ассоциирован полиморфизм rs8177178 (G > A).

Насколько нам известно, комплексные исследования 
роли полиморфизмов генов антиоксидантной защиты 
у российских пациентов, страдающих КК, до настоящего 
времени не проводились. В связи с этим настоящее ис-
следование было направлено на оценку влияния поли-
морфизмов CAT rs7943316 A/T, GPX-1 rs1050450 C/T и TF 
rs8177178 (G>A) у пациентов, страдающих КК, в выборке 
населения европейской части России. Эти полиморфизмы 
могут изменять антиоксидантную способность энзимов, 
приводя к синергическим эффектам с КК, вызванным 
окислительным повреждением.

В популяции населения центрального азиатско-
го регио на генотип АА и аллель А rs7943316 A/T в гене 
CAT значительно снижают риск развития КК. Кроме того, 
GPX-1 rs1050450 C/T аллель T связан с повышенным 
риском КК. Генетические вариации в антиоксидантной 
защите могут снижать антиоксидантную способность 
или усиливать окислительный стресс и изменять риск 
развития КК у пациентов. SNP и варианты генов предпо-
лагают сложную этиологию или конвергенцию нескольких 
путей заболевания. Повышение окислительного стресса 
от SNPs в специфических антиоксидантных ферментах, 
возможно, связано с заболеванием [15].

Цель исследования — изучение ассоциации одно-
нуклеотидных полиморфизмов в генах CAT (rs7943316), 
GPX-1 (rs1050450) и TF (rs8177178) с риском КК в выборке 
российской популяции.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Обследованы 25 пациентов с диагностированным КК 

(23 мужчины и 2 женщины в возрасте от 21 до 49 лет, 
средний возраст 27,76 ± 1,75 лет), проходивших лечение 
в клинике офтальмологии Военно-медицинской академии 
им. С.М. Кирова в 2019 и 2020 гг. В контрольную группу 
были включены 20 здоровых лиц, не страдающих этой 
патологией (6 мужчин и 14 женщин в возрасте от 23 
до 40 лет, средний возраст 24,9 ± 0,6 лет). Все обследо-
ванные представляли выборку населения европейской 
части России. Исследования проводились в соответствии 
со стандартами надлежащей клинической практики (Good 
Clinical Practice — GCP) и принципами Хельсинкской де-
кларации [16, 17]. Протокол исследования был одобрен 
этическим комитетом Военно-медицинской академии 
им. С.М. Кирова. До включения в исследование у всех 
участников было получено письменное информирован-
ное согласие. Диагностика КК осуществлялась на осно-
вании данных объективного обследования в соответствии 
с общепринятыми критериями [18]. 

Толщина роговицы определялась путем кератото-
пографии с использованием прибора «Pentacam» фир-
мы «Oculus» (Соединенные Штаты Америки — США). 
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Результаты измерения оценивались в проекции центра 
зрачка. 

Материалом исследования служила венозная кровь 
в пробирках с этилендиаминтетрауксусной кислотой. 
В работе использовали пробы крови, взятой у пациен-
тов в момент их поступления на стационарное лечение. 
Дезоксирибонуклеиновую кислоту (ДНК) из проб крови 
выделяли стандартным фенол-хлороформным способом 
с использованием протеиназы К. Клеточный детрит, со-
держащий ДНК, получали путем центрифугирования 2 мл 
венозной крови (5000 об/мин, 15 мин). Надосадочную 
жидкость сливали и добавляли 1 мл буфера N — [трис 
(гидроксиметил) метил] -2-аминоэтансульфоновой кис-
лоты (TES-буфер), перемешивали и вновь центрифуги-
ровали. Эту процедуру повторяли дважды. Полученный 
материал разводили в 1 мл TES-буфера и добавляли 
по 10 мкл протеиназы-К (20 мг/мл), после ресуспенди-
рования в каждую пробу добавляли по 25 мкл 10% до-
децилсульфата натрия (SDS), до концентрации в растворе 
0,5%. После инкубирования при температуре 58 ℃ в те-
чение 2 ч в образцы вносили по 0,5 мл фенола (pH = 8), 
перемешивали на ротаторе в течение 10 мин, центрифуги-
ровали (10 тыс. об/мин — 10 мин). Супернатант отбирали 
в пробирки, в каждую из которых добавляли по 30 мкл 
NaCl и по 1 мл 96% этилового спирта, интенсивно пере-
мешивали. После центрифугирования (10 тыс. об/мин — 
5 мин) использовали осадок, добавляя к нему по 1 мл  
70% этилового спирта. Вновь перемешивали и центрифуги-
ровали (10 тыс. об/мин — 5 мин). Для полного испарения 
спирта открытые пробирки с пробами инкубировали в те-
чение 20 мин. Содержащий выделенную ДНК осадок, раз-
водили ТЕ буфером (по 50–300 мкл буфера в соответствии 
с количеством выделенной ДНК) и растворяли на ротаторе 
в течение 24 ч. Качественную и количественную оценку вы-
деленной ДНК проводили с помощью спектрофотометра 
«NanoDrop 2000» фирмы «Thermo Fisher Scientific» (США) 
и в дальнейшем хранили при температуре –20 °C.

Генотипирование проводилось путем анали-
за полиморфизма длин рестрикционных фрагментов. 

При проведении амплификации реакционная смесь 
для полимеразной цепной реакции включала следующие 
реактивы: деионизированная вода — 6 мкл.; 5-кратный 
Taq Red-буфер научно-производственной организации 
(НПО) «Евроген» (Россия) — 2 мкл; dNTPs НПО «Евроген» 
(Россия) — 1,2 мкл 2,5 мМ; прямой и обратный прайме-
ры — по 0,1 мкл 20 мкМ (табл. 1); Taq-ДНК-полимераза 
НПО «СибЭнзим» (Россия) — 0,2 мкл, 1 U, матрица вы-
деленной ДНК — 0,4 мкл. В работе использовали ампли-
фикатор «С1000» фирмы «BioRad» (США). Амплификацию 
проводили при следующих режимах: начальная денату-
рация — 95 °С, 5 мин; основная денатурация — 95 °С, 
20 с; отжиг праймеров — Tm °С, 20 c; элонгация — 72 °С, 
20 c; финальная элонгация — 72 °С, 5 мин. Этапы со 2-го 
по 4-й повторялись циклически 35 раз.

Выявление SNP мутаций в полученном после ам-
плификации материале проводили с использованием 
эндонуклеаз рестрикции, подобранных к нуклеотидным 
последовательностям точек мутации. В пробы добавля-
ли по 2–5 ед. активности фермента и инкубировали. Об-
разованные в результате рестрикции фрагменты разде-
ляли посредством электрофореза на 2% агарозном геле 
с использованием электрофоретической камеры «Sub-
Cell GT» фирмы «BioRad» (США). В работе использовали 
агарозу LE фирмы «Thermofisher» (США), разведенную на  
TBS-буфере с добавлением этидия бромида (biotechnology 
Grade). Размер рестрикционных фрагментов ДНК оцени-
вали с помощью стандартных маркеров длин ДНК (100 bp 
и 50+ bp DNA Ladder). Учет результатов электрофореза 
осуществляли с помощью трансиллюминатора «ECX-20M» 
фирмы «Vilber Lourmat» (Франция). Результаты фиксиро-
вали с помощью системы гель-документации (рис.). 

На основании полученных данных (количество и ве-
личина рестрикционных фрагментов) определяли генотип 
обследованных пациентов (табл. 2).

Сравнение количественных вариантов между груп-
пами оценивалось с помощью t-критерия Стьюдента. 
Частоты аллелей и генотипов анализировались с ис-
пользованием хи-квадрата и точного теста Фишера. 

Таблица 1. Характеристика использованных праймеров
Table 1. Characteristics of the primers used 

Ген/полиморфизм Праймер (прямой/обратный) Tm* (°C)/продукт амплифи-
кации, п. н.

CAT 
rs7943316 — A/T

5-CTTCCAATCTTGGCCTGCCTAG-3
5-CCGCTTTCTAAACGGACCTTCG-3

95/312

GPX-1 
rs1050450 — C/T

5-TTATGACCGACCCCAAGCTC-3
5-GACACCCGGCACTTTATTAGTG-3

95/349

TF-2 
rs8177179 — A > G

5-AGCTGTATGTGTGCATGCTGCTC-3
5- GGGCCAATTCACACATTCAAT-3

60,5/472

Примечание: * — Tm — температура отжига праймеров; п. н. — пар нуклеотидов.
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Также оценивались отношения шансов (odds ratio — OR) 
и 95% до верительные интервалы (ДИ), р < 0,05 считалось 
статистически значимым. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 
Средние значения толщины роговицы у больных КК 

были достоверно ниже, чем у здоровых лиц и составляли 
470,5 ± 4,9 мкм и 533,7 ± 3,6 мкм соответственно (p < 0,05).

Частотные распределения CAT rs7943316 генотипов 
A/T у пациентов, страдающих КК, имели следующие зна-
чения: ТТ — 40%, TA — 52% и AA — 8%; среди здоро-
вых: TT — 35%, TA — 55%, и АА — 2,7%. Нам не уда-
лось выявить существенной связи этого SNP с развитием 
КК. Ни один из аллелей (А и Т) не имел существенно-
го значения в снижении риска развития КК (OR = 0,78;  
95% ДИ = 0,33–1,88 p = 0,59) (табл. 3).

Распределения частот генотипов CC и CT полиморфиз-
ма гена GPX-1 rs1050450 C/T у пациентов, страдающих 
КК, составили: 56 и 44%, а у здоровых лиц — 30 и 70% 

соответственно. Аллель Т был слабо связан с КК и незна-
чительно увеличивал риск КК по сравнению с аллелем 
C, однако достоверность этих показателей была недоста-
точной, чтобы расценивать их как значимые (OR = 1,91;  
95% ДИ = 0,75–4,85; p = 0,17).

Генотипы и аллели гена TF rs8177179 у пациентов, 
страдающих КК, имели следующее распределение: 
AA — 20%, AG — 40%, GG — 40%; а в контрольной груп-
пе — 40, 10 и 50% соответственно. Присутствие в гено-
типе аллеля А увеличивало частоту встречаемости КК, 
при этом аллель G уменьшал его. Наблюдалось увели-
чение частоты встречаемости КК, связанное с генотипом 
AG полиморфизма rs8177179 (OR = 5,67, 95% ДИ = 1,07 — 
30,00; p  = 0,12. Корреляционной связи между генотипом 
GG и встречаемостью КК не обнаружено (OR = 0,74; 95% 
ДИ = 0,22–2,47; p = 0,62).

В целом анализ полученных нами результатов не по-
зволил выявить связь с КК ни одного из генотипов и ал-
лелей CAT rs7943316 A/T. Анализ распределения частот 
генотипов гена GPX-1 rs1050450 C/T показал слабую связь 

Таблица 2. Условия проведения рестрикционного анализа и интерпретация результатов
Table 2. Restriction analysis conditions and interpretation of results

Ген/полиморфизм Эндонуклеаза и условия инкубации, °С/ч Генотип: рестрикционные фрагменты, п. н.

CAT 
rs7943316 — A/T

Hinf I
37/3 АА: 203, 312; АТ: 109, 203, 312; ТТ: 312

GPX-1 
rs1050450 — C/T

Apa I
37/3 CС: 84, 88, 218; СТ: 84, 88, 218, 306; ТТ: 84, 306 

TF-2 
rs8177179 — A > G

BssТ1 I
60/3 AA: 274, 198; AG: 472, 274, 198; GG: 472 

Рис. Схемы электрофореза для обнаружения SNP и идентификации генотипов в генах CAT, GPX-1 и TF: a — CAT rs7943316, бенды 
фрагментов рестрикции 109, 203, 312 bp соответствуют гетерозиготному генотипу, фрагменты 203, 312 bp — гомозиготный генотип 
АА, фрагмент 312 bp — генотип ТТ; b — GPX-1 rs1050450, CT — гетерозигота (84/88, 218, 306bp), CC — гомозигота (84/88, 218bp); 
c — TF rs7943316, AG — гетерозигота (472/274/198 bp), AA — гомозигота (274/198 bp), GG — гомозигота (472 bp); М — маркер 
ДНК (100 bp)
Fig. Electrophoresis schemes for SNP detection and genotype identification in CAT, GPX-1, and TF genes: a — CAT rs7943316;  
AT genotype — 109, 203, and 312 bp bands; AA genotype — 203 and 312 bp bands; AA genotype — 203 and 312 bp bands; TT genotype — 312 
bp band; b — GPX-1 rs1050450; CT genotype — 84/88, 218, and 306 bp; CC — 84/88 and 218bp; c — TF rs7943316; AG — 472/274/198 bp;  
AA — 274/198 bp; GG — 472 bp; М — DNA marker (100 bp). SNP — single nucleotide polymorphism; GPX-1 — glutathione peroxidase-1, 
CAT — catalase; TF — transferrin
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аллеля Т с КК, его присутствие в генотипе повышало от-
носительный риск возникновения клинических признаков 
заболевания. Отсутствие значимой связи КК с мутациями 
в генах антиоксидантных ферментов CAT и GPX-1 может 
объясняться тем, что ультрафиолетовое излучение, яв-
ляясь причиной появления активных форм кислорода, 
как этиологический фактор в патогенезе КК играет не-
значительную роль в условиях европейской части России. 
Однако малое количество наблюдений не дает оснований 
делать однозначные утверждения.

Известно, что антиоксидантнтная защита структур-
ных элементов роговицы может обеспечиваться за счет 
трансферрина. Вариации в гене TF могут способствовать 
повышению уровня несвязанного железа, что приводит 
к окислительным повреждениям и развитию КК [19]. 
В некоторых европейских популяциях, в частности в вы-
борке популяции Центральной и Восточной Польши ге-
нотип A/A и аллель A полиморфизма g.3296G > A гена TF 
связаны с увеличением частоты встречаемости КК [20]. 
Нами выявлена слабая и умеренная корреляционная 
связь TF rs8177179 c развитием КК среди обследованных 
пациентов. Наблюдалось незначительное увеличение 
частоты встречаемости КК у гетерозиготных пациентов 
(генотип AG). Риск клинических проявлений заболевания 

имел слабую тенденцию к росту в присутствии алле-
ля А полиморфизма rs8177179, однако с отсутствием ста-
тистической значимости.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Результаты, полученные нами, содержат предвари-

тельные данные изучения связи между развитием КК 
и полиморфизмами генов ферментов антиоксидантной 
защиты в российской популяции. При этом они имеют не-
которые ограничения. Например, рассмотрен только один 
полиморфизм каждого гена, связанного с КК, и не иссле-
дованы разные этнические группы. 

В целом полученные нами данные позволяют пред-
положить, что этиологические факторы в патогенезе КК 
для российской популяции могут иметь больше сход-
ства с европейским населением, чем с популяцией цен-
трального азиатского региона. Для подтверждения этого 
предположения необходимы дальнейшие исследования 
с участием представителей различных этнических групп 
и национальностей. Целесообразно более подробное из-
учение полиморфизмов гена TF (в частности rs8177178), 
способных модулировать риск КК за счет изменения го-
меостаза железа и индукции окислительного стресса.

Таблица 3. Генотипы и аллельное распределение в генах CAT, GPX-1 и TF среди больных кератоконусом и здоровых
Table 3. Genotypes and alleles of the CAT, GPX-1, and TF genes among patients with keratoconus and healthy individuals 

Вариант Пациенты, n (%) Контрольная группа, 
n (%) OR (95% ДИ) p* Сила связи **

rs7943316, CAT

TT 10 (40) 7 (35) 1,78 (0,36–4,18) 0,73 несущественная

TA 13 (52) 11 (55) 0,88 (0,27–2,88) 0,84 несущественная

AA 2 (8) 2 (10) 0,78 (0,10–6,10) 0,86 несущественная

Аллель T 34 (68) 25 (62,5)
0,78 (0,33–1,88) 0,59 несущественная

Аллель A 16 (32) 15 (37,5)

rs1050450, GPX-1

CC 14 (56) 6 (30)
2,97 (0,86–10,3) 0,47 несущественная

CT 11 (44) 14 (70)

TT 0 (0) 0 (0) – – –

Аллель C 39 (78) 26 (65)
1,91 (0,75–4,85) 0,17 слабая

Аллель T 11 (22) 14 (35)

rs8177179, TF

АА 5 (20) 8 (40) 0,34 (0,09–1,31) 0,11 средняя

AG 10 (40) 2 (10) 5,67 (1,07–30,0) 0,12 средняя

GG 10 (40) 10 (50) 0,74 (0,22–2,47) 0,62 несущественная

Аллель A 20 24
0,44 (0,19–1,04) 0,06 слабая

Аллель G 30 16

Примечание: * — уровень значимости χ2; ** — на основе φ-критерия.
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