
27

О Р И Г И Н А Л Ь Н Ы Е  И С С Л Е Д О В А Н И Я

НАУЧНО-ПРАКТИЧЕСКАЯ РЕВМАТОЛОГИЯ, 2010, № 5, 27—31

Известно, что у взрослых людей вариабельность по

костной массе на 60–80% определяется генетическими фа-

кторами [1]. В настоящее время изучен большой спектр ге-

нов, часть из которых ассоциированы с минеральной плот-

ностью костной ткани (МПКТ) и риском возникновения

остеопоротических переломов [2]. К ним относятся гены,

кодирующие цитокины и их рецепторы, включая TGFB1

[3]  и ИЛ 6 [4]; гены, принимающие участие в росте и мета-

болизме костной ткани: COL1A1 [5, 6], VDR [7, 8],  SOST

[9], LRP5 [10], – и гены, ответственные за гормональную

активность яичников у женщин, – ESR1 [11, 12]. Некото-

рые из этих генов обладают плейотропными эффектами и

ассоциированы с рядом метаболических  заболеваний, та-

ких как ожирение и инсулинорезистентность [13, 14].

Начиная с открытия в 1994 г., лептин стал объектом

большого числа исследований с целью обнаружения факто-

ров, регулирующих его выработку и ответственных за ожире-

ние у людей [15]. Имеются достаточно убедительные доказа-

тельства, подтверждающие, что помимо участия в регуляции

адипозогенеза, воспаления и репродуктивных функций ци-

токиноподобный гормон лептин играет важную роль в регу-

ляции роста и  обмена костной ткани. J.A. Pasco и соавт. [16]

выявили ассоциацию между концентрацией сывороточного

лептина и массой костной ткани, что заставило авторов

предложить гипотезу об участии циркулирующего лептина в

регуляции костной массы. H. Blain и соавт. [17] показали, что

уровень лептина является независимым предиктором массы

тела и МПКТ шейки бедра у женщин в постменопаузе. 
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Цель. Исследовать связь полиморфизма A19G гена лептина (LEP) и полиморфизмов Gln223Arg и Lys109Arg гена рецептора леп-
тина (LEPR) c предрасположенностью к постменопаузальному остеопорозу (ОП).
Материал и методы. Полиморфизмы были изучены с помощью ПЦР-анализа среди 428 женщин (254 женщин с ОП и 174 здоро-
вых женщин). Исследованы антропометрические, денситометрические, биохимические маркеры ремоделирования и стандарт-
ные клинико-биохимические показатели.
Результаты. Найдены статистически достоверные различия в распределении генотипов полиморфизма A19G гена LEP между
группой женщин с ОП и контролем (χ2 = 9,41; p=0,009). Частота 19GG-генотипа у больных ОП была достоверно выше, чем в
контроле [OR=2,0; 95% доверительный интервал (ДИ) 1,13–3,52 (р=0,011)]. Выявлена сниженная минеральная плотность ко-
стной ткани (МПКТ) шейки бедра у носителей  19GG-генотипа гена LEP  по сравнению с гетерозиготным генотипом
(p=0,06). У носителей гетерозиготного 223GlnArg-генотипа гена LEPR средние показатели МПКТ трохантера и всего бедра
были статистически достоверно ниже, чем у пациенток с 223ArgArg-генотипом (p=0,013). Носители 223GlnGln-генотипа
имели более высокий рост по сравнению с пациентками с  223GlnArg-генотипом (р=0,04). Не выявлено ассоциаций клинико-
биохимических показателей с изученными полиморфизмами.
Выводы. Подтверждена роль A19G-полиморфизма гена лептина и Gln223Arg-полиморфизма гена  рецептора лептина  как важ-
ных генов-кандидатов, участвующих в формировании предрасположенности к остеопорозу. 
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Objective: to study an association of leptin (LEP) A19G polymorphism and leptin receptor (LEPR) Gln223Arg AND Lys109Arg polymor-
phisms with the predilection for postmenopausal osteoporosis (OP). 
Subjects and methods. PCR analysis was used to examine the polymorphisms among 428 women (254 patients with OP and 174 healthy women).
The anthropometric, densitometric, and biochemical markers of bone remodeling and standard clinical and biochemical parameters were studied. 
Results. Statistically significant differences were found in the distribution of the genotypes of LEP A19G polymorphism between the women with
OP and the controls (χ2 = 9.41; p = 0.009). In the patients with OP, the 19GG genotype frequency was significantly higher than that in the
controls [OR = 2.0; 95% confidence interval (CI) 1.13–3.52 (p = 0.011)]. LEP 19GG genotype carriers were found to have lower mineral
bone density (MBD) of the femoral neck than heterozygotes (p = 0.06). In LEPR 223GlnArg heterozygotes, the mean MBD of the trochanter
and whole hip was statistically significantly lower than that in patients with the genotype 223ArgArg (p = 0.013). 223GlnGln carriers were
taller than 223GlnArg ones (p = 0.04). There were no associations of the clinical and biochemical parameters with the polymorphisms studied. 
Conclusion. Our study confirmed the role of LEP A19G and LEPR Gln223Arg polymorphisms as important candidate genes involved in the
formation of a predilection for OP.
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Ген LEP, кодирующий синтез белка лептина челове-

ка, расположен на 7-й хромосоме в сегменте 31.3 [18]. Бы-

ло показано существование нескольких полиморфизмов в

5’ некодируемой области гена LEP [19, 20], из которых

наиболее частым является A19G-полиморфизм. Проведен-

ные исследования показали, что G-аллель в гомозиготном

состоянии был ассоциирован с более низкими уровнями

лептина по сравнению с AA- и AG-генотипами [20]. В то

же время эти данные не были подтверждены в исследова-

ниях во Франции и Финляндии [21, 22].

Функции лептина осуществляются  с помощью свя-

зывания с лептиновым рецептором (LEPR),  генетические

варианты которого ассоциированы с большим спектром

фенотипов, включая ожирение [23], гиперлипидемию [24],

диабет 2-го типа [25], рак молочной железы [26] и фено-

тип, определяющий циркулирующие уровни воспалитель-

ных маркеров [27]. Основными и наиболее частыми поли-

морфизмами гена LEPR являются Gln223Arg и Lys109Arg.

Роль полиморфизмов LEPR в детерминации лептинового

профиля и МПКТ полностью не выяснена [28]. Показано,

что Gln223Arg-полиморфизм гена LEPR играет важную

роль в детерминации пика костной массы у корейских

мужчин. Однако такая связь не обнаружена у женщин [29].

Целью настоящего исследования являлось изучение

роли A19G-полиморфизма гена LEP, а также Gln223Arg- и

Lys109Arg-полиморфизмов гена LEPR в формировании

предрасположенности к постменопаузальному остеопорозу.

Материал и методы

Характеристика материала. Изучена выборка из 379

женщин в возрасте от 23 до 87 лет, проживающих в Москов-

ском регионе. Все они посетили Центр профилактики остео-

пороза НИИР РАМН в период с 2005 по 2008 г. для рутинно-

го клинико-инструментального обследования состояния 

костной системы. Из них 254  женщины  постменопаузаль-

ного возраста (от 46 до 87 лет, в среднем 67,5±7,9 года)  соста-

вили группу больных с первичным остеопорозом (ОП). Все

женщины были в естественной постменопаузе в течение 

2 лет и более и не получали гормонозаместительной терапии.

Ни одна из пациенток не принимала каких-либо лекарствен-

ных препаратов, которые могли влиять на МПКТ, таких как

половые гормоны, глюкокортикоиды, кальций, витамин D и

бисфосфонаты. У всех женщин отсутствовали заболевания,

связанные с нарушениями костного метаболизма, такие как

тиреоидит, диабет и заболевания почек. Остальные 174 здо-

ровые неродственные женщины, проживающие в Москве

или области, в возрасте от 23 до 84 лет (средний  возраст

57,0±12,9 года)  составили группу сравнения. 

Каждая исследуемая была опрошена с помощью

стандартного опросника, включавшего вопросы качества

жизни, анамнез менструальной и репродуктивной функ-

ций, перенесенных заболеваний, использования медика-

ментозных препаратов, перенесенных переломов, наличия

семейного остеопороза.

У всех исследуемых были измерены антропологические

показатели, проведено костное денситометрическое исследо-

вание и взяты образцы крови для выделения ДНК и изучения

стандартных биохимических показателей. Кроме того, у час-

ти пациенток с ОП  исследованы уровни биохимических мар-

керов костного ремоделирования: остеокальцина (ОК) и С-

концевого телопептида коллагена 1-го типа  (СТК). У всех ис-

следованных женщин было получено информированное сог-

ласие для участия в настоящем исследовании.

Денситометрическое измерение МПКТ (в граммах на

1 см2) у всех женщин  было проведено в поясничном отде-

ле позвоночника (LI–LIV) и проксимальном отделе бедра

методом DЕXA (Hologic, QDR 4500 W). Коэффициент ва-

риабельности измерений составлял  от  1 до 5%. 

Диагноз ОП ставился на основании критериев ВОЗ

(Т-счет ≥-2,5 SD).

Генотипирование. Геномная ДНК была выделена из 

венозной крови всех женщин  солевым методом [30]. A19G-ва-

рианты  гена LEP и полиморфизмы Lys109Arg и Gln223Arg 

гена LEPR были амплифицированы с помощью полимеразной

цепной реакции (ПЦР) с использованием специфических

праймеров с последующим расщеплением соответствующими

эндонуклеазами (табл. 1). ПЦР-смесь состояла из 1×Taq поли-

меразного буфера (содержащего 2,5 mM MgCl2), 200 мкмоль

смеси деоксинуклеотид трифосфатов, 20 пмоль каждого ПЦР

специфического праймера (компания «Синтол»), 1 ед. Taq по-

лимеразы (компания «Хеликон») и 150–200 нг ДНК матрицы

в общем объеме 20 мкл. Реакцию проводили в амплификаторе

«Терцик» («ДНК Технология») или MyCycler (компании

BioRaD) при следующих условиях: начальная денатурация при

94 °С – 3 мин с последующими 30 циклами денатурации при 

94 °С – 35 с, отжига праймеров при 50– 60 °С – 45 с (в зависи-

мости от состава праймеров), элонгации при 72 °С – 25 с и фи-

нальной достройкой  при 72 °С в течение 5 мин. Ампликоны

подвергали гидролизу соответствующими эндонуклеазами

(компания «Сибэнзим») в соответствии с рекомендациями

производителя. Продукты гидролиза (на основании которых

устанавливались генотипы) амплифицированных ДНК-фраг-

ментов были идентифицированы в 2–3% агарозном или 8%

полиакриламидном геле, окрашены этидиумом бромидом с

последующей визуализацией в ультрафиолетовом свете.

Биохимические показатели маркеров ремоделирова-

ния костной ткани ОК и СТК были исследованы в сыво-

ротке больных ОП с помощью коммерческих наборов

(Roche Diagnostics GmbH, Германия) согласно рекоменда-

Таблица 1

С п е ц и ф и ч е с к и е  п а р ы  п р а й м е р о в  и  р е с т р и к ц и о н н ы е  э н д о н у к л е а з ы ,   и с п о л ь з о в а н н ы е  д л я  а н а л и з а
п о л и м о р ф и з м а  д л и н  р е с т р и к ц и о н н ы х  ф р а г м е н т о в

Полиморфизм                                                      Праймеры  5’–3’                                                    Размер продукта                       Эндонуклеаза

LEP
A19G 

LEPR
Lys109Arg 

LEPR
Gln223Arg

221 

101

F: 5’-CCCGCGAGGTGCACACTG-3’ 

R: 5’-AGGAGGAAGGAGCGCGCC-3’

F: 5’-TTTCCACTGTTGCTTTCGGA-3’ 

R: 5’-AAACTAAAGAATTTACTGTTG-AAACAAATGGC-3’

F: 5’-ACCCTTTAAGCTGGGTGTCCC-AAATAG-3’ 

R: 5’-AGCTAGCAAATATTTTTGTAA-GCAATT-3’

MspА1I 

HaeIII 

MspI
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циям фирмы-производителя. Стан-

дартные биохимические показатели –

уровни кальция, фосфора и актив-

ность щелочной фосфатазы в сыво-

ротке – были определены общепри-

нятыми лабораторными  методами. 

Статистические методы. Раз-

личия в распределении частот гено-

типов и аллелей между группой боль-

ных  и группой контроля определяли

с помощью теста χ2. Эффект влияния

генотипов LEP и LEPR на антрополо-

гические параметры, МПКТ, уровни

биохимических маркеров ремодели-

рования и общеклинических показа-

телей был оценен  с помощью метода

ANOVA и post-hoc теста или непара-

метрического t-критерия Ман-

на–Уитни. Значение p<0,05 счита-

лось статистически значимым. 

Результаты 

В табл. 2 представлены базовые

значения средних  антропометриче-

ских, денситометрических и биохими-

ческих  показателей в группе больных

и в контроле. Практически все сред-

ние значения антропометрических и

денситометрических показателей, а

также уровень кальция в сыворотке в

группе женщин с ОП статистически

достоверно отличались от контроля.

Уровни фосфора и щелочной фосфа-

тазы были сходными в обеих группах.

Анализ распределения частот

изученных аллелей  и генотипов у

женщин с ОП и в контрольной груп-

пе представлен в табл. 3. Изучение

частоты A19G-генотипов гена LEP у

248 пациенток с ОП и 120 женщин из

контрольной группы  показало стати-

стически достоверные различия в их

распределении (χ2=9,4; p=0,009). Ча-

стота 19GG-генотипа у больных ОП

была  достоверно выше, чем  в конт-

роле [OR=2,0; 95% доверительный

интервал (ДИ) 1,13–3,52 (р=0,011)].

Таким образом, вероятность возник-

новения ОП у носителей двойной до-

зы аллеля G была в 2 раза выше по

сравнению с носителями других гено-

типов. Сравнение частоты комбини-

рованного 19GG+19AG-генотипа в

группе ОП и контроле показало не-

значительное снижение вероятности

возникновения ОП [OR=1,9; 95% ДИ

1,1–3,23 (р=0,014)]. 

Носители 19GG-генотипа имели более низкий сред-

ний показатель МПКТ шейки бедра по сравнению с носи-

телями гетерозиготного генотипа (0,598±0,088 и

0,620±0,076 г/см2), однако различия не достигали стати-

стически значимой величины (p=0,06). 

Полиморфизм Gln223Arg гена LEPR был изучен у

254 женщин c ОП и у 125 женщин из контрольной груп-

пы (см. табл. 3). Статистически достоверных различий

не наблюдалось.

Анализ средних антропологических показателей

выявил связь Gln223Arg-полиморфизма гена LEPR с

ростом у пациентов с ОП. Носители генотипа

223GlnGln имели достоверно более высокий рост по

сравнению с носителями гетерозиготного генотипа

Таблица 2

Х а р а к т е р и с т и к и  и з у ч е н н о й  в ы б о р к и

Характеристики                                                    Больные            Контроль                   p
(n=247)              (n=174)

Примечание. Все значения представлены как m±SD. СТК – С-концевой телопептид

коллагена 1-го типа; ОК – остеокальцин.

Возраст, годы

Масса тела, кг

Рост, см

ИМТ,  кг/м2

МПКТ, г/см2:

LI–LIV позвоночника 

шейка бедра 

трохантер 

все бедро 

СТК сыворотки, нг/мл 

Oстеокальцин сыворотки, нг/мл

Кальций сыворотки, моль/л 

Фосфор сыворотки, моль/л 

Щелочная фосфатаза сыворотки, ед/л

67,4 ±7,9 

64,7±11,2 

156,9±7,1

26,8±8,0 

0,716±0,081

0,616±0,078

0,549±0,081

0,742±0,103

0,422±0,244

42,6±18,2

2,41±0,14

1,16±0,76

173,0±60,6

57,0±12,9

81,4±13,6

160,0±17,2

31,4±5,4

1,028±0,084

0,842±0,066

0,749±0,083

1,186±0,117

2,34±0,13

1,12±0,17

172,4±82,3

<0,001

<0,001

<0,050

<0,001

<0,001

<0,001

<0,001

<0,001

<0,001

0,587

0,939

Таблица 3

Распределение аллелей и генотипов LEP (A19G), LEPR (Gln223Arg) и LEPR
(Lys109Arg)  полиморфизмов в группе женщин с остеопорозом и в контроле

Полиморфизмы           Частота аллелей и генотипов                        p                  OR (95% ДИ) 
больные, n  (%)   контроль, n (%)

A19G
Аллели

A

G

Генотипы 

AA

AG

GG

Gln223Arg
Аллели

Gln

Arg

Генотипы

GlnGln

GlnArg

ArgArg

Lys109Arg
Аллели

Lys 

Arg

Генотипы

LysLys

LysArg

ArgArg

0,6 (0,44–0,84)

1,6 (1,19–2,26)

0,5 (0,30–0,89)

2,0 (1,13–3,52)

Примечание. Нд – различия недостоверны.

216 (44,0)

280 (56,0)

45 (18,1)

126 (50,8)

77 (31,0)

252 (49,0)

264 (51,0)

60 (23,4)

132 (52,4) 

62 (24,2)

161 (84,0)

32 (16,0)

66 (68,7)

29 (30,2)

1 (1,0)

134 (0,56)

106 (0,44)

36 (30,0)

62 (51,7) 

22 (18,3)

114 (45,6)

136 (54,4)

26 (20,8)

62 (49,6)

37 (29,6)

128 (82,0)

28 (18,0)

55 (70,5)

18 (23,1)

5 (6,4)

0,002

0,002

0,01

0,011

Нд

Нд 

Нд

Нд
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223GlnArg (158,8±6,2 и 156,1±7,7 см соответственно,

р=0,04). 

Для Gln223Arg-полиморфизма гена LEPR также ус-

тановлена связь с МПКТ. У носителей гетерозиготного

223GlnArg-генотипа средние показатели МПКТ трохан-

тера и МПКТ всего бедра были статистически достовер-

но ниже, чем у пациенток с 223ArgArg-генотипом

(0,534±0,083 и 0,572±0,070 г/см2 соответственно,

p=0,013, и 0,724±0,103 и 0,767±0,090 г/см2 соответствен-

но, p=0,035). 

Полиморфизм Lys109Arg гена LEPR был изучен у 96

пациенток с ОП и 78 женщин из контрольной группы (см.

табл. 3). Статистически достоверных различий не выявле-

но. Средние значения антропологических и денситометри-

ческих данных также существенно не различались.

Распределение всех изученных полиморфизмов со-

ответствовало закону Харди–Вайнберга.

Анализ биохимических показателей костного ре-

моделирования в группе пациентов с ОП выявил связь

А19G-полиморфизма гена LEP со средним уровнем ОК

сыворотки. Концентрация ОК в сыворотке  была изуче-

на у 46, а уровни  СТК – у 134 пациенток. Женщины с

19GG-вариантом из группы ОП имели более высокие

средние уровни ОК по сравнению с носителями 19АА-

варианта (51,0±16,3 нг/мл против  30,6±12,7 нг/мл,

p=0,01). 

В нашем исследовании мы не выявили зависимости

содержания маркера резорбции костной ткани CТК, каль-

ция, фосфора и щелочной фосфатазы у женщин с ОП от

изученных полиморфизмов генов LEP и LEPR. 

Обсуждение результатов

Частота G-аллеля в московской контрольной выбор-

ке здоровых женщин, равная 0,44, была сходна с его час-

тотой в итальянской (0,38) и французской (0,36) популя-

циях, но достоверно отличалась от финской (0,67)

[20–22].  Наиболее частый полиморфизм A19G гена LEP

хорошо изучен при ожирении [21, 22]. Известно, что жи-

ровая ткань является важным источником синтеза эстро-

генов у женщин в постменопаузе. Избыточное наличие

жировой ткани ассоциируется с высокими уровнями ин-

сулина [31, 32]. Эти гормоны участвуют в процессах косте-

образования. Жировая ткань является также источником

цитокинов, которые оказывают влияние на МПКТ [32].

Кроме того, показано, что у женщин с ОП количество

адипоцитов в костном мозге выше, чем у женщин с нор-

мальными показателями МПКТ [33]. Вместе с тем отмече-

но, что ожирение не связано с A19G-полиморфизмом ге-

на LEP [22]. Авторы показали, что он не ассоциирован ни

с одним из показателей, связанных с ожирением: массой

тела, индексом массы тела (ИМТ), массой жира. В изучен-

ной нами выборке около 40% женщин с ОП имели повы-

шенный ИМТ (>25 кг/м2), однако мы не установили связи

ИМТ с A19G-полиморфизмом гена LEP. Данный поли-

морфизм также не был связан ни с одним из антропомет-

рических показателей. Наши данные согласуются с ре-

зультатами, полученными в финской популяции. Авторы

показали отсутствие связи A19G-полиморфизма с возрас-

том, ростом и ИМТ [22]. В доступной литературе нам не

встретилось исследований по ассоциации A19G-полимор-

физма с МПКТ у женщин с ОП.

В группе пациенток с ОП нами впервые была выяв-

лена статистически значимо повышенная частота 19GG-

генотипа по сравнению с контролем.

Пациентки с 19GG-генотипом имели средний по-

казатель МПКТ шейки бедра на 4%  ниже по сравнению

с носителями 19АА. Однако, с другой стороны, эти па-

циентки имели повышенные уровни ОК и СКТ сыво-

ротки по сравнению с носителями 19АА-генотипа. Тра-

ктовать полученные данные сложно. Не исключено, что

высокие уровни маркеров костеобразования и резорб-

ции у носителей 19GG могут быть связаны с усиленным

метаболизмом костной ткани. При этом скорость про-

цесса резорбции кости может доминировать над скоро-

стью образования новой костной ткани. С другой сто-

роны, связь сниженной МПКТ и высоких значений

маркера костеобразования может реализовываться на

уровне трабекулярного строения кости. Полученные

нами данные о связи уровня ОК с МПКТ в зависимости

от A19G-полиморфизма гена LEP, с нашей точки зре-

ния, требуют дальнейшего подтверждения на более зна-

чительных выборках. 

Наши данные, показавшие ассоциацию  Gln223Arg-

полиморфизма гена LEPR с МПКТ трохантера и всего

бедра согласуются с результатами U. Fairbrother и соавт.

[34], которые сообщают, что гетерозиготные носители

этого полиморфизма имели более низкие показатели

МПКТ в обеих областях и более низкий рост. Кроме то-

го, Gln223Arg-полиморфизм, по данным этих авторов,

ассоциировался с риском развития переломов позвоноч-

ника (OR=1,76; p=0,0004). У молодых китаянок, моло-

дых корейских и европейских мужчин Gln223Arg-поли-

морфизм был ассоциирован с пиком костной массы [28,

35]. Среди 270 взрослых европейцев были выявлены ас-

социация Gln223Arg-полиморфизма с костной щелоч-

ной фосфатазой и отсутствие связи с МПКТ [36]. Интер-

претация связи полиморфизмов гена LEPR с МПКТ за-

труднена из-за плейотропных функций системы лепти-

на. В одном из исследований [37] приведены потенци-

альные факторы, отвечающие за связь между уровнями

лептина и костной массы. К ним относятся  сниженные

уровни гормонов, возраст наступления менопаузы, по-

вышенная активность провоспалительных цитокинов,

размеры тела, его состав, наличие ожирения. Мы не об-

наружили связи Lys109Arg-полиморфизма гена LEPR с

размерами тела, ИМТ и МПКТ у пациентов с ОП.  При

изучении полиморфизма Lys109Arg среди корейских

женщин [29] авторы показали, что он ассоциирован с

МПКТ, но только у женщин в пременопаузе. Это могло

быть связано с различиями в уровнях половых гормонов,

поскольку женщины в постменопаузе не получали гор-

монозаместительную терапию и показали сниженные

средние уровни эстрадиола. 

Настоящая работа имеет некоторые ограничения.

Поскольку она является  одномоментной, мы не смогли

наблюдать изменений в показателях МПКТ или в скорости

возникновения будущих переломов. Кроме того, не опре-

делены молекулярные механизмы выявленных ассоциа-

ций. В целом не понятна причинная связь между заболева-

нием и установленной ассоциацией, что диктует необходи-

мость продолжения генетических исследований данной

патологии.

Изучение роли лептина, его рецептора,  их генетиче-

ских полиморфизмов, а также влияния центральной нерв-

ной системы (системы гипоталамуса) необходимо для

уточнения патогенетических механизмов развития ОП и

других вариантов патологии костей.
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