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Резюме

Полиморфизмы длины рестриктных фрагментов (ПДРФ) PvuII и Xbal сайтов рецептора ге­
на эстрогена (ESR) и его связь с минеральной плотностью костной ткани (М ПКТ) были изу­
чены у 96 жен. с остеопорозом (ОП) и 60 жен. без ОП сходного постменопаузального возрас­
та (55 - 83). Показаны статистически достоверные различия в распределении частот PvuII ге­
нотипов в группе жен. с ОП и в контроле (р< 0,05) и отсутствие различий в распределении ча­
стот Xbal генотипов. Сходный показатель между изученными группами был отмечен в рас­
пределении частот комбинированных генотипов (PvuII/Xbal). Генотип ррхх у больных ОП 
встречался в 3 раза чаще, чем в контроле (29,2% и 10,0% соответственно, р < 0,05). Среди боль­
ных с РР генотипом среднее значение МПКТ позвоночника составляло 0,686 ±  0,064 гр/см2 
и было достоверно ниже ( р < 0,05) по сравнению с генотипами Рр и рр ( 0,733 ± 0,073 гр/см2 
и 0,739 ±  0,099 гр/см2 соответственно). Среднее значение М ПКТ позвоночника у больных с 
генотипом РРХх было достоверно ниже, чем у больных с генотипом ррхх (0,667 ± 0,076 
гр/см2 и 0,744 ± 0,102 гр/см2 соответственно, р < 0,05 ), а среднее значение М ПКТ шейки 
бедра у больных с тем же генотипом (РРХх) было достоверно ниже М ПКТ сходной области 
больных с генотипом РрХх (0,577 ± 0,079 гр/см2 и 0,627 ±  0,054 гр/см2 соответственно, 
р < 0,05). Мы подтвердили, что некоторые генотипы и их комбинации гена ESR ассоцииро­
ваны с низкими значениями М ПКТ позвоночника и шейки бедра у больных ОП.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  остеопороз, гены-кандидаты, ген рецептора эстрогена, минеральная плот­
ность костной ткани

Переломы, связанные с остеопорозом ( ОП ), представ­
ляют серьезную проблему для лиц пожилого возраста. Сни­
жение костной массы является одним из наиболее значимых 
факторов риска их развития и, как было показано, может 
иметь наследственную природу [19, 23]. Поэтому генетиче­
ские маркеры, которые коррелируют с минеральной плотно­
стью костной ткани ( МПКТ ), могут быть использованы, с 
одной стороны, для прогнозирования будущих переломов, а 
с другой, для выяснения механизмов потери костной массы 
при ОП. Исследование, проведенное N. A. Morrison с соавт. 
[15], показало, что BsmI полиморфизм длины рестриктных 
фрагментов ( ПДРФ ) гена рецептора витамина Д ( VDR ) 
привносит более 70% вклада всей генетической детермини­
рованности МПКТ у белых жителей Автралии, однако ряд 
исследований не подтвердили этих данных [4, 10, 16,17], в то 
же время большое число последующих исследований, прове­
денных в других популяциях, подтвердили данные, представ­
ленные N.A.Morrison [9, 25].

Как показали многие авторы, эстрогены играют важную 
роль в костном обмене и поддержании костной массы. Де­
фицит гормона эстрогена у женщин постменопаузального 
возраста обусловливает усиление процесса потери костной
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массы, что приводит, в свою очередь, к повышенной под­
верженности костей к переломам [20]. Эти данные хорошо 
согласуются с положительным эффектом назначения эст­
роген - заместительной терапии для профилактики и ле­
чения снижения костной массы [13,14], что обусловлено 
наличием эстрогеновых рецепторов на поверхности остео­
бластов [5] и остеокластов [18].

На данный момент идентифицированы два типа эстро­
геновых рецепторов - ESRa и ESRp, между которыми су­
ществуют отличия в аминокислотных последовательностях, 
обуславливающих различия в их функционировании. Так, 
когда ESRa и ESRp связываются с эстрогенами, сигналь­
ный импульс в сайте AF-1 этих двух рецепторов имеет ди­
аметрально противоположную направленность: ESRa акти­
вирует, тогда как ESRp ингибирует транскрипцию гена эс­
трогена [3]. Обнаружена мутация в гене ESR, которая при­
водила к потери функциональных свойств рецептора эстро­
гена и снижению костной массы [24]. У ESR - нокаутных 
экспериментальных мышей также показано снижение ко­
стной массы [12], что подтверждает значение этого гена в 
детерминации МПКТ.

Обнаружение ESR в остеобластах и остеокластах, а 
также связи между наличием инактивирующих мутаций в 
гене ESR и низкими значениями костной массы у людей 
обоих полов послужило толчком для исследования аллель­
ных ассоциаций этого гена с М ПКТ в различных выборках. 
Показано, что ген ESRa обладает несколькими внутриген-
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ными полиморфизмами: (ТА)- VNTR полиморфизмом в 
промоторной области и двумя полиморфизмами (PvuII и 
Xba I) в первом интроне ERS гена.

Ассоциация полиморфизма гена ESRa с М ПКТ была 
впервые обнаружена среди японских женщин [11, 22 ], а за­
тем и другими исследователями, однако данные в разных 
популяциях были противоречивыми [1, 6-8, 26].

В настоящем исследовании мы впервые изучили ассо­
циативную связь между внутригенным полиморфизмом 
(PvuII- и XbaI-ПДРФ ) гена ESRa и М ПКТ при первич­
ном постменопаузальном ОП у российских женщин.

Материал и методы

Образцы периферической крови были получены от 96 
жен. постменопаузального возраста (средний возраст 71,4 
± 4,0 года) с диагнозом ОП и 60 жен. сходного возрас­
та без ОП.

Все женщины прошли медицинское обследование в 
ГУ Институте ревматологии РАМН в Центре профилак­
тики ОП. МПКТ позвоночника (L1-L4) и шейки бед­
ра была измерена у всех обследованных с помощью двой­
ной энергетической абсорциометрии ( DEXA ) на аппара­
те Hologic. Диагноз ОП ставили на основании критериев 
ВОЗ: МПКТ LI - L4 ( < 0,772 г / см2 ) и /  или М ПКТ шей­
ки бедра (< 0,572 г/см2) Т J - 2,5 SD.

Анализ геномной ДНК
Геномная ДН К была экстрагирована из ядросодержа­

щих клеток солевым методом. Анализ Д Н К  был проведен 
согласно методу описанному S. Kabayashi с соавт.[11]. Ге­
номная ДН К (0.1 мкг) была амплифицирована в 50 мкл бу­
ферного раствора (10 шМ трис-НС1, 50 mM KCI , 2.5 т М  
MgC12, 1% Triton Х-100 и 200 |дМ каждого из четырех дез- 
оксирибонуклеотидов). К смеси добавляли 1 ед. Taq поли­
меразы (компания Сибэнзим) и 0.4 цМ каждого из олиго- 
нуклеотидных праймеров: 5'-CTGCCACCCTATCTG- 
ТАТСТТТТССТАТТСТСС-3' в качестве прямого и 5'- 
TCTTTCTCTGCCACCCTGGCGTCGATTATCTGA-3' в ка­
честве обратного. Полимеразная цепная реакция (ПЦР) 
была проведена в течение 30 циклов по следующей схеме: 
94°С - 30 сек, 61°С - 40 сек, 72°С - 90 сек в амплификато- 
ре МС2 (компания ДНК-Технология). Продукт амплифи­
кации, содержащий часть 1 интрона и 2 экзона ESRa гена 
(1,3 тыс.пар оснований), был обработан рестриктазами 
(PvuII или Xbal, Сибэнзим) согласно рекомендациям про­
изводителя и подвергнут электрофорезу в 1,5% агарозном 
геле с последующим окрашиванием бромидом этидия.

Статистические методы
Различия в частотах аллелей и генотипов в двух иссле­

дуемых группах определяли с помощью метода у} или точ­
ного критерия Фишера. Различия в средних значениях 
МПКТ определяли с помощью критерия Стьюдента. Значе­
ние р < 0,05 считалось статистически значимым.

Результаты

Продукты рестрикции были обозначены как Р или р 
(PvuII сайт) и X или х (Xbal сайт), где заглавная буква обо­
значала отсутствие, а прописная - присутствие сайтов ре­
стрикции. Анализ распределения частот PvuII генотипов 
среди изученных групп женщин (табл. 1) показал их досто­
верно значимые различия ( р < 0,05). Частота рр геноти­
па в группе больных ОП была статистически достоверно 
более высокой по сравнению с контролем (31,3% и 15,0% 
соответственно, р < 0,05), а частота гетерозиготного Рр ге­
нотипа у больных ОП была достоверно ниже, чем в контро­
ле (46,9% и 65,0% соответственно, р < 0,05). Следователь­
но, для женщин - носителей генотипа рр риск возникнове­
ния ОП в постменопаузе в 2,6 раза выше по сравнению с 
другими PvuII генотипами. В то же время не выявлено до­
стоверных различий в распределении Xbal генотипов среди 
изученных групп женщин. Анализ распределения частот 
комбинированных генотипов ( PvuII/Xbal ) в изучаемых

группах женщин приведен в табл. 2. Из девяти возможных 
комбинаций генотипов в обеих группах были выявлены во­
семь. Частоты комбинированных генотипов в группе боль­
ных ОП и в контроле распределялись следующим образом: 
РРХХ (8,3% и 11,7%), РРХх (11,4% и 5,0%), РРхх (2,1% и 
3,3%), РрХХ (1,0% и 3,3%), РрХх (35,4% и 35,0%), Ррхх 
(10,4% и 26,7%), ррХх (2,1% и 5,0%), ррхх (29,2% и 10,0%). 
Достоверно значимые различия в распределении частот 
комбинированных генотипов у больных ОП по сравнению 
с контролем были выявлены для генотипов Ррхх (10,0% и 
26,7% соответственно, р < 0,001) и генотипа ррхх (29,2% и 
10,0% соответственно, р < 0,001). Следовательно, для пост­
менопаузальных женщин, которые являются обладателями 
генотипа ррхх, риск заболеваемости ОП в 3,7 раза больше, 
чем для носителей других комбинированных PvuII/Xbal ге­
нотипов.

Данные по анализу ассоциаций PvuII генотипов с 
МПКТ в группе больных ОП приведены в табл. 3. Выявле­
но, что средние показатели М ПКТ позвоночника в зави­
симости от наличия у больных того или иного PvuII гено­
типа распределялись следующим образом: РР < Рр < рр

Таблица 1
ЧАСТОТА PvuII ГЕНОТИПОВ ГЕНА ESR 

СРЕДИ БОЛЬНЫХ 
С ОСТЕОПОРОЗОМ И В КОНТРОЛЕ

Генотипы Больные 
п=96 (%)

Контроль 
п=60 (%)

Р

РР 21 (21,8) 12 (20,0)

Рр 45 (46,9) 39 (65,0) < 0,05

РР 30 (31,3) 9 (15,0) < 0,05

Таблица 2
ЧАСТОТА PvuII ГЕНОТИПОВ ГЕНА ESR СРЕДИ 
БОЛЬНЫХ С ОСТЕОПОРОЗОМ И В КОНТРОЛЕ

Генотипы Больные 
п=96 (%)

Контроль 
п=60 (%) Р

РРХХ 8 (8,3) 7 (11,7) н.д

РрХХ 1 (1,0) 2 (3,3) Н.д

РРХх 11 (11,4) 3 (5,0) н.д

РрХх 34 (22,7) 21 (35,0) н.д

РрХх 2 (2,1) 3 (5,0) н.д

РРхх 2 (2,1) 2 (3,3) н.д

Ррхх 10 (10,4) ’ 16 (26,7) < 0,05

ррхх 28 (29,2) 6 (10,0) < 0,05

Таблица 3
СРЕДНИЕ ПОКАЗАТЕЛИ МПКТ ПОЗВОНОЧНИКА 

И МПКТ ШЕЙКИ БЕДРА В ЗАВИСИМОСТИ ОТ PvuII 
ГЕНОТИПОВ У БОЛЬНЫХ ОП

Генотип МПКТ поз-ка* 
гр/см2

МПКТ ш.бедра* 
гр/см2

РР 0,686 ± 0,0641 0,608 ±  0,081

Рр 0,733 ±  0,073 0,622 ± 0,060

РР 0,739 ± 0,099 0,618 ± 0,084

*3начение МПКТ выражено как: среднее ±  стандартное откло­
нение

< 0,05 по сравнению с Рр и рр генотипами
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(0,687 ± 0,064 гр/см2, 0,733 ±  0,073 гр/см2 и 0,739 ±
0,099 гр/см2 соответственно). Достоверные различия по 
средним показателям (р < 0,05) установлены между гено­
типами рр и Рр, рр и РР, в отличие от М ПКТ шейки бед­
ра, где такой закономерности не выявлено. Сходная кар­
тина наблюдалась при анализе связи Xbal генотипов со 
средними показателями М ПКТ позвоночника (XX < Хх < 
хх) и противоположный тренд был отмечен для М ПКТ 
шейки бедра, однако различия в обеих областях скелета бы­
ли не значимы (табл. 4). Не отмечено статистически досто­
верных различий между больными с разными PvuII и Xbal 
генотипами в средних значениях возраста, веса, роста и ин­
декса массы тела.

Исходя из полученных данных, определенный интерес 
представлял анализ связи комбинированных генотипов с 
МПКТ позвоночника и шейки бедра в выборке больных 
ОП (табл. 5). Больные ОП с генотипом РРХх имели досто­
верно более низкий средний показатель М ПКТ позвоноч­
ника по сравнению с больными с генотипом ррхх (0,667 ±
0,076 гр/см2 и 0,744±0,102 гр/см2 соответственно, р< 0,05). 
С другой стороны, средний показатель М ПКТ шейки бед­
ра был достоверно наименьшим у больных с тем же РРХх 
генотипом по сравнению с лицами с гетерозиготным РрХх 
генотипом (0,577 ± 0,079 гр/см2 и 0,627 ± 0,054 гр/см2 
соответственно, р < 0,05) и гомозиготным генотипом 
РРХХ, хотя различия по средним показателям МПКТ в 
этом случае не достигали 5% уровня значимости.

Обсуждение
В настоящем исследовании частоты распределения 

PvuII и Xbal генотипов оказались сходными с теми, ко­
торые были выявлены среди европейских популяций.

Совместное распределение изученных PvuII и Xbal по­
лиморфизмов указывает на то, что они находятся в нерав­
новесном сцеплении в изученной выборке постменопау­
зальных женщин, что обусловлено их локализацией на 
близком расстоянии друг от друга в 1-м интроне ESRa ге­
на. Мы показали, что оба полиморфизма имели сходный 
эффект на МПКТ позвоночника, а Xbal полиморфизм, в 
отличие от PvuII полиморфизма, выявил тренд от XX гомо­
зигот к хх гомозиготам по средним значениям М ПКТ шей­
ки бедра. Эти данные могут указывать на определенный 
эффект двух изученных полиморфизмов гена ESRa на 
МПКТ в целом. Следует отметить неоднозначность резуль­
татов по изучению связи М ПКТ и Д Н К  полиморфизмами 
ESRa гена. Так, L.Becherini с соавт. [2] среди 512 постмено­
паузальных женщин установили, что лица с генотипом ррхх 
(гомозиготы по наличию двух сайтов рестрикции) имели 
более низкие значения МПКТ, чем гомозиготы РРХХ. В то 
же время М.Willing с соавт. [26] при изучении показателей 
МПКТ и их изменений за 3-х летний период никакой за­
висимости изменений М ПКТ от PvuII и Xbal ПДРФ гено­
типов ESRa гена не выявили. Показано, что генотипы 
ESRa гена, предрасполагающие к низким или высоким 
значениям МПКТ, могут быть популяционно специфичес­
кими. Так, среди итальянских и японских женщин РР ге­
нотип PvuII ПДРФ в этого гена ассоциирован с низкими 
значениями МПКТ, тогда как в когортах американских и 
финских женщин низкие значения М ПКТ ассоциирова­
лись с генотипом рр.

Интересно отметить, что в исследовании, проведенном 
на Роттердамской когорте, было показано, что у женщин 
с генотипом РР менопауза начиналась в среднем на один 
год раньше по сравнению с женщинами с генотипом рр. 
Кроме того, было установлено, что у женщин - носитель­
ниц РР генотипа риск хирургической менопаузы был в 2,4 
раза выше по сравнению с женщинами, обладательницами 
генотипа рр.

S.Kobayashi с соавт.[11] в связи с определенной проти­
воречивостью полученных данных по изучению ДН К  поли­
морфизма ESRa гена предлагают две гипотезы. Согласно

Таблица 4
СРЕДНИЕ ПОКАЗАТЕЛИ МПКТ ПОЗВОНОЧНИКА 

И МПКТ ШЕЙКИ БЕДРА И Xbal ГЕНОТИПЫ 
У БОЛЬНЫХ ОП

Генотип МПКТ поз-ка* 
гр/см2

МПКТ ш.бедра* 
гр/см2

XX 0,703 ±  0,031 0,648 ± 0,077

Хх 0,719 ± 0,081 0,616 ±  0,062

XX 0,741 ±  0,093 0,613 ± 0,082

♦Значение МПКТ выражено как: среднее ±  стандартное откло­
нение

Таблица 5
СРЕДНИЕ ПОКАЗАТЕЛИ МПКТ ПОЗВОНОЧНИКА 
И МПКТ ШЕЙКИ БЕДРА И PvuII/Xbal ГЕНОТИПЫ 

У БОЛЬНЫХ ОП

Генотип МПКТ поз-ка* 
гр/см2

МПКТ ш.бедра* 
гр/см2

РРХХ 0,697 ± 0,026 0,643 ± 0,080

РРХх 0,667 ± 0,076* 0,577 ± 0,0792

РрХх 0,738 ± 0,077 0,627 ± 0,0542

Ррхх 0,733 ±  0,078 0,596 ± 0,079

ррхх 0,744 ± 0,102» 0,616 ± 0,088

♦Значение МПКТ выражено как: среднее ± стандартное откло­
нение

!р < 0,05 РРХх по сравнению с ррхх генотипом
2р < 0,05 РРХх по сравнению с РрХх генотипом

первой полиморфизмы ESRa гена могут быть сцеплены с 
мутацией в одном из экзонов, что может изменять функци­
ональные свойства белковой молекулы эстрогенового ре­
цептора. Сцепление может быть связано с мутацией, про­
изошедшей в другом интроне или в регуляторных элемен­
тах промоторной области, которая способна изменять экс­
прессию белка на уровне транскрипционной регуляции. 
Согласно второй гипотезы полиморфизмы ESRa гена мо­
гут быть сцеплены с мутацией в другом неидентифициро- 
ванном, гене примыкающем к ESRa гену, который либо 
сам является причиной низкой МПКТ, либо его влияние 
осуществляется косвенно. В исследовании Е.Р. Smith с 
соавт. [24] у одного больного была выявлена мутация во 2 
экзоне, которая привела к потере функциональных свойств 
рецептора эстрогена: транслируемый белок имел усечен­
ный размер, в котором отсутствовали домены, ответствен­
ные за ДН К- и гормон - связывающую активность, т.е. бе­
лок был функционально инертным. Указанные нарушения 
вызывали резкое снижение М ПКТ костей больного и уси­
ленный костный метаболизм. Сходные изменения в ESR 
гене, приводившие к потере физиологического ответа на 
эстрогены, были смоделированы на ESR - нокаутных мы­
шах [12]. Приведенные данные подтверждают генетичес­
кую природу низкой МПКТ. Кроме того, постулируется, 
что уровень МПКТ, скорее всего, детерминируется не­
сколькими совместно действующими генами, причем ком­
бинация аллелей различных генов может оказаться более 
важной, чем предрасполагающий генотип одного локуса. 
Механизмы для большинства такого рода межгенных взаи­
модействий в настоящий момент неизвестны.

Дальнейшее изучение генетического разнообразия 
ESRa гена позволит понять природу механизма возникно­
вения ОП. Использование генетических маркеров, ассоци­
ированных с МПКТ, может помочь в предсказании ОП и 
в выявлении лиц молодого возраста с повышенным рис­
ком развития ОП.
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Abstract
M.Y. Krylov, A.V. Grechenko, E.Y. Samarkina, N.V. Toroptsova, T.A. Korotkova, O.A. Nikitinskaya,
V.A. Myakotkin, L.I. Benevolenskaya
Mineral bone density association with estrogen alpha receptor gene (ESRa) polymorphisms at post­
menopausal osteoporosis

Objective. To study restrict fragment length polymorphisms (RFLP) PvuII and Xbal of estrogen gene 
(EG) receptor sites and its association with bone mineral density (BMD).
Material and methods. 96 female with osteoporosis (OP) and 60 female without OP of comparable post­
menopausal age (55-83 years) were included.
Results. Statistically significant differences of PvuII genotypes frequencies prevalence between women 
with OP and control group so as absence of differences of Xbal genotypes frequencies prevalence were 
shown (p<0,05). Similar results were shown for combined genotypes PvuII/Xbal. Genotype ppxx in pts 
with OP was 3 times more frequent than in control group (29,2% and 10,0% respectively, p<0,05). 
Among pts with PP genotype mean spine BMD value came to 0,686±0,064 g/cm 2 and was significantly 
less (p<0,05) in comparison with Pp and pp genotypes (0733±0,073 g/cm 2 and 0,739±0,099 g/cm 2 
respectively). Mean spine BMD value in pts with PP)Oc genotype was significantly less than in pts with 
ppxx genotype (0,667+0,076 and 0,744±0,102 g/cm2 respectively, p<0,05) and mean femoral neck 
BMD value in pts with the same genotype (PPXx) was significantly less than in pts with PpXx geno­
type (0,577±0,079 and 0,627±0,054 g/cm 2 respectively.
Conclusion. We have confirmed that some EG genotypes and their combinations are associated with 
low spine and femoral neck BMD values in pts with OP.

K ey w o rd s :  osteoporosis, gene-candidates, estrogen receptor gene, bone mineral density




