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Введение
Дизайн исследования случай-кон-

троль для определения роли генети-
ческих вариантов в развитии мульти-
факториальных заболеваний (МФЗ) 
является общепринятым  и предпола-
гает высокую мощность полученных 
ассоциаций [18]. Для исследований 
случай-контроль используется срав-
нение распределения вариантов алле-
лей и генотипов между группами боль-
ных и здоровых индивидов. Данный 
подход наряду с другими алгоритмами 
исследований генетических ассоциа-
ций (когортное, семейное) имеет свои 
недостатки и преимущества, и в боль-
шей степени различные подходы до-
полняют друг друга. Распространенной 
проблемой дизайна случай-контроль 
является слабая воспроизводимость 
результатов, полученных в различных 
исследованиях. Лишь незначительная 
часть полученных ассоциаций находит 
свое подтверждение [8]. Одной из воз-
можных причин таких результатов мо-
гут быть немногочисленные группы для 
исследования. Если частота «редкого» 
аллеля превышает 5%, а численность 
исследуемых групп невелика, то могут 
быть пропущены многие ассоциации 
МФЗ с генетическими вариантами [15]. 
Другой причиной может быть неодно-
родность этнического состава иссле-
дуемых групп больных и здоровых ин-
дивидов, а также принадлежность их к 
определенной популяции [5]. Сбор ма-
териала с учетом вышеперечисленных 
критериев несколько затрудняет рабо-
ту исследователей, но тем не менее в 
эру популяризации полногеномных ис-

следований, требующих большой чис-
ленности исследуемых групп, дизайн 
случай-контроль остается наиболее 
эксплуатируемым. 

Цель исследования. Анализ вос-
производимости ранее полученных 
ассоциаций для ряда заболеваний с 
увеличением численности контроль-
ной группы.

Материал и методы исследования
В работе были использованы ранее 

полученные и опубликованные данные 
о распределении генотипов и аллелей 
в контрольных выборках [1, 2, 4, 6]. 
Исследуемые были объедены в 3 груп-
пы: I - популяционная выборка г. Том-
ска (n=96): 38 мужчин и 52 женщин; II 
- контрольная выборка для исследова-
ния  генетических причин атопического 
дерматита; русские, проживающие на 
территории г.Томска (n=150): 70 муж-
чин и 80 женщин; III - контрольная вы-
борка для исследования  генетических 
причин бронхолегочных заболеваний, 
включая хронический обструктивный 
бронхит, бронхиальную астму, тубер-
кулез; русские, проживающие на тер-
ритории г. Томска (n=140) - 60 мужчин 
и 80 женщин.

Для анализа были выбраны несино-
нимичные полиморфизмы генов IL12B 
(rs3212227), IL4RA (rs1805010) и протя-
женная делеция в гене GSTM1 (поряд-
ка 10 т.п.о.), приводящая к отсутствию 
соответствующего белкового продукта. 
В качестве модели заболеваний для 
сравнения с контрольными группами 
использовали группу больных вторич-
ным туберкулезом, рассеянным скле-
розом, атопической бронхиальной ас-
тмой и сахарным диабетом 1-го типа, 
индивиды во всех исследуемых груп-
пах - русские жители г. Томска. Воз-
раст больных и здоровых индивидов 
в данном контексте исследования не 

принимался во внимание. Распределе-
ние генотипов для рассматриваемых 
генетических вариантов проверяли на 
соответствие равновесию Харди-Вай-
нберга с помощью точного теста Фи-
шера [3]. Оценку значимости различий 
между группами проводили с помощью 
критерия Х2 и двустороннего точного 
теста Фишера и значимыми счита-
ли отличия при р≤0,05. Расчеты про-
водили с использованием программ 
«STATISTICA 6.0» и «Microsoft Excel».

Результаты и обсуждение
Во всех исследованных выборках 

для гена IL12B (rs3212227) наблюда-
емое распределение генотипов со-
ответствовало ожидаемому при рав-
новесии Харди-Вайнберга (табл.1). 
Наблюдаемая гетерозиготность соста-
вила 32-33% и во всех группах отме-
чалась однонаправленная тенденция 
к незначительному избытку гетрози-
гот. При сравнении частот аллелей и 
генотипов между контрольными вы-
борками значимых различий не выяв-
лено (р=0,587-0,967), вследствие чего 
они были объединены и численность 
суммарной контрольной выборки со-
ставила 374 индивида. В суммарной 
контрольной выборке сохранялось 
равновесие Харди-Вайнберга, наблю-
даемая гетерозиготность составила 
32,9% и соответствовала предыдущим 
группам. 

Далее проводилась проверка вос-
производимости ассоциации с забо-
леванием, с использованием сум-
марного контроля. Ранее для локуса 
IL12B (rs3212227) была получена ас-
социация с вторичным туберкуле-
зом [4]. Первоначально численность 
контрольной выборки составила 129, 
а больных вторичным туберкулезом 
– 237 индивидов, и при сравнении рас-
пределения генотипов и аллелей меж-
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ду этими группами были найдены раз-
личия с уровнем значимости р=0,0340 
и р=0,0410 для частот генотипов и ал-
лелей соответственно. С использова-
нием суммарной контрольной выборки 
(n=374)  ассоциация сохранилась, и 
уровень значимости различий между 
группой больных и суммарной конт-
рольной выборкой значительно вырос 
(0,0179 и 0,0150 для генотипов и алле-
лей соответственно).

Подобные результаты были полу-
чены в исследовании наследственной 
предрасположенности рассеянного 
склероза [1]: ген IL12B (rs3212227) 
ассоциирован с развитием заболева-
ния (0,00006 и 0,0003 для генотипов 
и аллелей соответственно). Числен-
ность группы больных составила 90, а 
контрольной - 129 индивидов. При ис-
пользовании суммарной контрольной 
выборки (n=374) ассоциация сохраня-
ется, а уровень значимости различий 
возрастает (0,00004 и 0,00003 для ге-
нотипов и аллелей соответственно).

Несколько иная картина наблюда-
лась для гена GSTM1 (del). Распро-
страненность делеции в контроль-
ных выборках варьирует от 55,2% до 
64,6%, однако в распределении гено-
типов группы не различаются между 
собой (р=0,241-1,000). В суммарной 
контрольной выборке частота делеции 
составила 60,5%. Ранее для данного 
варианта была получена ассоциация с 
развитием атопической бронхиальной 
астмы, частота делеции преобладала 
у больных индивидов (71,0%) по срав-
нению со здоровыми (55,2%), уровень 
значимости различий составил 0,0108 
[2]. При использовании суммарной 
контрольной выборки (n=347) ассо-
циация сохраняется, однако уровень 
значимости достигнутых различий 
снизился и составил 0, 0429. Возмож-
но, данный факт является смещением, 
за счет значительного увеличения кон-
трольной выборки (374 по сравнению с 
134) и гораздо меньшей численностью 
группой больных (n=131). 

Увеличение численности групп 
больных и контроля оправдано, осо-
бенно в случае исследования SNPs, с 
частотой «редкого» аллеля менее 5%. 
По данным проектов HapMap, Encode 
для 40-60% SNPs в геноме человека 
частота «редкого» аллеля составляет 
менее 5%, в этом случае, чем ниже 
риск и частота «редкого» аллеля, тем 
больший размер выборки необходим 
для исследования (табл. 2).

В случае если частота «редкого» 
аллеля превышает 5% при небольшой 
численности исследуемых групп отно-

сительный риск развития 
заболевания будет невы-
соким, порядка 1,2-1,6 для 
большинства из найден-
ных ассоциаций [15].

 Основным недостатком 
исследований случай-кон-
троль является необходи-
мость стратификации ис-
следуемого 

населения по ряду 
параметров [9, 13,   
14]. Исследования с ис-
пользованием семейного 
материала позволяют из-
бежать этой проблемы, бо-
лее того, их несомненным 
плюсом является гомоген-
ность всех членов семьи 
в отношении воздействия 
факторов окружающей 
среды. Однако сбор хоро-
шо охарактеризованного 
семейного материала до-
статочно сложен и требует 
длительного времени, поэ-
тому при изучении генети-
ческих ассоциаций с МФЗ 
гораздо реже используется 
именно этот дизайн иссле-
дования. В 2006 г. были 
опубликованы результаты 
сравнения ассоциаций, 
полученных с использо-
ванием дизайна случай-
контроль и семейного ис-
следования [11]. Работа 
представляла мета-анализ 
данных по генам-канди-
датам широко распространенных за-
болеваний человека, включая астму, 
сахарный диабет, туберкулез и другие. 
Анализируя порядка 93 исследова-
ния, авторам удалось показать, что, 
несмотря на возможные отклонения и 
необходимость стратификация насе-
ления, ассоциации, полученные путем 
сравнения случай-контроль в основ-
ном подтверждают результаты иссле-
дований семейного материала [10, 21]. 
В большинстве случаев оба дизайна 
являются взаимодополняющими, и 
совмещение их  результатов повышает 
мощность исследования [7, 12, 16, 17, 
22].

Для оценки влияния численности 
контрольной группы на значимость ас-
социаций с заболеванием для двух ди-
зайнов (случай-контроль и семейный 
анализ) были использованы результа-
ты ранее проведенного исследования 
сахарного диабета 1 типа [6]. В этой 
работе была получена ассоциация  

гена IL4RA (rs1805010) с развитием 
сахарного диабета 1 типа (р=0,0183) 
с помощью Transmission Disequilibrium 
Test, показывающего насколько чаще 
передается «патологический» аллель 
больному ребенку от его родителей. 
В то же время, используя сравнение 
между группой больных и контроль-
ной выборкой, значимых различий 
автором не обнаружено (р=0,3880 и 
р=0,792 при сравнении генотипов и 
аллелей соответственно). Причиной 
отсутствия ассоциации при сравнении 
случай-контроль, могла быть недо-
статочная численность контрольной 
выборки (n=122), которая почти в два 
раза по численности меньше, чем 
группа больных индивидов (n=207). 
Для увеличения численности конт-
рольной выборки мы использовали 
контрольные группы, рассмотренные 
ранее (табл.1) В результате анализа, 
по локусу IL4RA (rs1805010) значимых 
различий между контрольными группа-

Таблица 2

Таблица 1
Уровни гетерозиготности 
в контрольных выборках

Ген/SNP Группа Гетерозиготность χ2

IL12B
rs3212227

I ho=0,3368±0,0485
he=0,3071±0,0352 0,8880

II ho=0,3200±0,0381
he=0,3036±0,0281 0,4352

III ho=0,3333±0,0415
he=0,2880±0,0307 3,1973

Суммарная кон-
трольная выборка

n=374

ho=0,3289±0,0243
he=0,2992±0,0179 3,6744

IL4RA
rs1805010

II ho=0,4932±0,0414
he=0,4886±0,0090 0,0124

III ho=0,5246±0,0452
he=0,4837±0,0116 0,8700

Суммарная кон-
трольная выборка

n=276

ho=0,5075±0,0305
he=0,4865±0,0071 0,4965

Примечание. n- численность индивидов в группе; ho и he 
– наблюдаемая и ожидаемая гетерозиготность ±S.D. 

Оптимальная численность групп 
для выявления вариантов рисковой значимости 

аллеля [cоставлена по: [19]]

Относи-
тельный 

риск

Частота 
«редкого» 

аллеля

Количество исследуемых образцов
Кол-во «слу-

чаев», n
Кол-во «кон-

троля», n
Сум-

марно, n
1,5 5% 931 931 1.862
2,0 5% 290 290 580
1,5 2,5% 1.710 1.710 3.420
2,0 2,5% 525 525 1.050
1,5 1% 4.060 4.060 8.120
2,0 1% 1.225 1.225 2.450

Примечание. n – численность индивидов в группе.
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ми не обнаружено (р=0,7951-0,9225). 
Наблюдаемое распределение гено-
типов соответствовало ожидаемому 
при равновесии Харди-Вайнберга во 
всех контрольных выборках, которые 
были объединены для дальнейшего 
анализа. В суммарной контрольной 
выборке (n=268) сохранялось равно-
весие Харди-Вайнберга, наблюдаемая 
гетерозиготность составила порядка 
50,8% и соответствовала предыдущим 
трем группам. При сравнении распре-
деления генотипов и аллелей между 
суммарной контрольной выборкой и 
группой больных сахарным диабетом 
1 типа не было найдено значимых от-
личий (0,3772 и 0,5420 для генотипов и 
аллелей соответственно). Таким обра-
зом, увеличение контрольной выборки 
не помогло выявить ассоциаций с за-
болеванием. В данном случае, первич-
ное предположение о недостаточности 
контроля по отношению к случаю не 
подтвердилось.

Настоящее исследование основы-
валось на подходе увеличения чис-
ленности контрольной выборки, ко-
торый использовался консорциумом 
Wellcome Trust Case Control Consortium 
[20]. На основании данных полноге-
номного анализа был проведен поиск 
ассоциаций с МФЗ в британской по-
пуляции, включая коронарный ате-
росклероз, артериальная гипертония, 
биполярный психоз, сахарный диабет 
1 типа, сахарный диабет 2 типа, бо-
лезнь Крона, ревматоидный артрит. 
Для исследования были выбраны две 
контрольные выборки: 1500 индиви-
дов – британская когорта 1958 года 
рождения (58BС) и 1500 отобранных 
из образцов донорской крови. По ре-
зультатам генотипирования 500,568 
однонуклеотидных полиморфизмов 
авторами отмечается, что было мало 
статистически значимых различий 
между двумя контрольными выбор-
ками, несмотря на то, что эти группы 
отличались по возрасту и месту про-
живания. Контрольные группы были 
объединены для дальнейшего поиска 
ассоциаций с заболеваниями уже с 
использованием контрольной группы 
численностью 3000 индивидов. Так же 
в данной работе был использован ме-
тод наращивания контрольной группы 

за счет включения в ее состав индиви-
дов с болезнями, отличающимися по 
патогенезу от изучаемого заболевания. 
Такой подход не только подтвердил 
полученные ассоциации, но и позво-
лил выявить новые локусы с высоким 
уровнем статистической значимости 
(р<5×10-7). Авторы указывают, что ос-
новной недостаток при использовании 
популяционного контроля для МФЗ, 
это наличие в контроле индивидов с 
исследуемым заболеванием. Однако 
эффект его на мощность статистичес-
ких критериев довольно умеренный, 
за исключением случаев, когда это 
смещение существенно. Например, 
если в 5% контроля было бы это забо-
левание, то это привело бы к потере 
в мощности, эквивалентной уменьше-
нию размеров выборки на 10%.  

Заключение
В каждом конкретном случае ис-

следователь делает выбор между 
уровнем детализации в описании фе-
нотипа и стоимостью исследования. 
Использование подходов, снижаю-
щих стоимость исследования при не-
значительном влиянии на мощность 
статистических критериев, имеет не-
сомненные преимущества, однако не-
обходимо накопление практического 
опыта их применения в изучении гене-
тических основ МФЗ. 

Полученные предварительные ре-
зультаты позволяют заключить, что 
для широко распространенных  забо-
леваний для увеличения доказатель-
ности исследования оправдан подход 
увеличения численности контрольной 
выборки за счет популяционного кон-
троля.  

Исследование выполнено при фи-
нансовой поддержке РГНФ в рамках 
научно-исследовательского проекта 
РГНФ № 08-06-00514а. 
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