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К настоящему времени с помощью крупномасштабных полногеномных исследований обнаружено более 100 ло-
кусов, ассоциированных с ишемической болезнью сердца (ИБС). Для некоторых из нескольких сотен генов, 
лежащих в этих локусах, была показана их роль в патогенезе болезни. Тем не менее основные генетические 
механизмы и конкретные гены, контролирующие заболевание, все еще полностью не известны. Данное иссле-
дование посвящено in silico поиску новых генов, контролирующих ИБС. Проведен региональный анализ ассо-
циаций, при котором все полиморфные варианты внутри гена анализируются одновременно. Материалом для 
анализа служили результаты полногеномного анализа ассоциаций, депонированные в открытых базах данных 
MICAD (120 575 человек, 85 112 маркеров) и UK Biobank (337 199 человек, 10 894 597 маркеров). Использовался 
программный пакет sumFREGAT, в котором реализован широкий спектр новых методов для тестирования ген-
ных ассоциаций с помощью суммарных статистик. Всего было обнаружено 88 генов. Из них 44 являются уже из-
вестными для ИБС генами. Кроме того, в известных локусах нами идентифицировано 28 дополнительных генов, 
которые можно рассматривать в качестве новых генов-кандидатов. 16 генов (AGPAT4, ARHGEF12, BDP1, DHX58, 
EHBP1, FBF1, HSPB9, NPBWR2, PDLIM5, PLCB3, PLEKHM2, POU2F3, PRKD2, TMEM136, TTC29 и UTP20), обнаруженных 
нами вне известных локусов, являются новыми. Информация о функциональной роли этих генов позволяет рас-
сматривать многие из них в качестве кандидатов для ИБС. Среди набора идентифицированных генов 41 ген не 
имел значимых сигналов полногеномного анализа ассоциаций и был идентифицирован только благодаря одно-
временному рассмотрению всех вариантов внутри гена в рамках регионального анализа ассоциаций. Получен-
ные результаты демонстрируют, что региональный анализ ассоциаций представляет собой мощный инструмент 
для поиска новых генов. Он применим для анализа различных признаков и болезней с использованием накоп-
ленных в мире огромных объе мов данных, полученных с помощью полногеномного анализа ассоциаций. Такие 
исследования общедоступны, поскольку не требуют дополнительных материальных затрат.
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To date, more than 100 loci associated with coronary artery disease (CAD) have been detected in large-scale genome-
wide studies. For some of the several hundreds of genes located in these loci, roles in the pathogenesis of the disease 
have been shown. However, the genetic mechanisms and specific genes controlling this disease are still not fully un-
derstood. This study is aimed at in silico search for new CAD genes. We performed a gene-based association analysis, 
where all polymorphic variants within a gene are analyzed simultaneously. The analysis was based on the results of the 
genome-wide association studies (GWAS) available from the open databases MICAD (120,575 people, 85,112 markers) 
and UK Biobank (337,199 people, 10,894,597 markers). We used the sumFREGAT package implementing a wide range 
of new methods for gene-based association analysis using summary statistics. We found 88 genes demonstrating sig-
nificant gene-based associations. Forty-four of the identified genes were already known as CAD genes. Furthermore, 
we identified 28 additional genes in the known CAD loci. They can be considered as new candidate genes. Finally, we 
identified sixteen new genes (AGPAT4, ARHGEF12, BDP1, DHX58, EHBP1, FBF1, HSPB9, NPBWR2, PDLIM5, PLCB3, PLEKHM2, 
POU2F3, PRKD2, TMEM136, TTC29 and UTP20) outside the known loci. Information about the functional role of these 
genes allows us to consider many of them as candidates for CAD. The 41 identified genes did not have significant 
GWAS signals and they were identified only due to simultaneous consideration of all variants within the gene in the 
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framework of gene-based analysis. These results demonstrate that gene-based association analysis is a powerful tool 
for gene mapping. The method can utilize huge amounts of GWAS results accumulated in the world to map different 
traits and diseases. This type of studies is widely available, as it does not require additional material costs.
Key words: coronary artery disease; gene-based association analysis; genome-wide association analysis; summary sta-
tistics; in silico mapping.
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Введение
Ишемическая болезнь сердца (ИБС) – одна из основных 
причин потери трудоспособности и преждевременной 
смерти во всем мире. ИБС является следствием атеро-
склероза коронарных артерий, которые питают миокард 
и снабжают его кислородом. Согласно «Международной 
статистической классификации болезней, травм и при­
чин смерти» (http://apps.who.int/classifications/icd10/
browse/2010/en#/I51.6), основные формы ИБС включают 
стенокардию, инфаркт миокарда (ИМ), кардиосклероз, на­
рушение сердечного ритма и проводимости, сердечную 
недостаточность и внезапную коронарную смерть. Кли-
нические проявления ИБС зависят от ее формы: ИМ и 
внезапная коронарная смерть развиваются в течение не­
скольких минут, а постинфарктный кардиосклероз – хро-
ническое состояние, которое стабильно при адекватно 
подобранном лечении. ИБС часто сопровождается гипер-
тонией, диабетом второго типа, гиперхолестеринемией, 
так как эти заболевания имеют общие факторы риска и 
патогенетические механизмы (Ehret et al., 2011; Johnson 
et al., 2011). Различные метаболические и физиологиче-
ские расстройства, имеющиеся при перечисленных за-
болеваниях, также содействуют повышению риска ИБС. 
Развитие ИБС часто проходит на фоне нездорового образа 
жизни, связанного с курением, неправильным питанием, 
ожирением, недостатком физической активности и др. 
(Yusuf et al., 2004).

Известно, что наследуемость ИБС составляет 40–50 % 
(Peden, Farrall, 2011), но активный поиск молекулярных 
механизмов, реализующих наследственную предраспо-
ложенность к ИБС, длительное время оставался мало-
успешным. Многочисленные молекулярно­генетические 
исследования были направлены на изучение полимор-
физмов в функционально значимых генах, принимающих 
участие в процессах, связанных с патогенезом ИБС: об­
мене липидов, тромбообразовании, эндотелиальной дис-
функции, регуляции ренин­ангиотензиновой системы, 
воспалительных реакций. Однако лишь для небольшого 
числа генов, главным образом связанных с метаболизмом 
липопротеинов низкой плотности (ЛПНП), удалось уста-
новить связь с риском развития ИБС (Brown, Goldstein, 
1986; Abifadel et al., 2003; Cohen et al., 2006).

Новая эра в изучении ИБС началась, когда благодаря 
развитию технологий генотипирования стал доступен 
пол ногеномный анализ ассоциаций (ПГАА), ставший ос­
новным инструментом для выяснения генетической при­ 
 роды сложных признаков. Результаты первых полноге­
номных исследований ИБС были опубликованы в 2007 г. 
Три группы исследователей независимо друг от друга 
обнаружили локус 9p21.3, ассоциированный с ИБС (Hel­

gadottir et al., 2007; McPherson et al., 2007; Samani et al., 
2007). Связь между 9p21.3 и ИБС является одной из самых 
сильных генетических ассоциаций, наблюдаемых в ПГАА 
(Schunkert et al., 2011), при этом данный локус расположен 
в так называемой генной пустыне – регионе, в котором нет 
генов, кодирующих известные белки. Точный механизм, 
с помощью которого 9p21.3 влияет на ИБС, до сих пор 
остается неясным.

Спустя два года в нескольких относительно небольших 
индивидуальных исследованиях удалось выявить две-
надцать дополнительных локусов (Erdmann et al., 2009; 
Gudbjartsson et al., 2009; Samani et al., 2009; Tregouet et 
al., 2009). Существенный прогресс был достигнут, когда 
стали проводить метаанализ, объединяя результаты ана-
лизов отдельных исследований. Это стало возможным 
благодаря созданию международных консорциумов по 
изучению ИБС и ИМ, например Myocardial Infarction 
Genetics Consortium (MIGen, 6042 чел.), Coronary Artery 
Disease (C4D) Genetics Consortium (68 065 чел.), IBC 50K 
CAD Consortium (180 183 чел.), Coronary ARtery DIsease 
Genome wide Replication and Meta­analysis consortium 
(CARDIoGRAM, 86 995 чел.).

К настоящему времени в общей сложности известно 
около 300 однонуклеотидных полиморфных вариантов 
(single nucleotide polymorphism, SNP), ассоциированных с 
ИБС, локализованных в более чем 100 локусах (Schunkert 
et al., 2011; The CARDIoGRAMplusC4D Consortium, 2013; 
Nikpay et al., 2015; Nioi et al., 2016; Stitziel et al., 2016; 
Howson et al., 2017; Klarin et al., 2017; Nelson et al., 2017; 
Webb et al., 2017; van der Harst, Verweij, 2018), которые со-
вместно объясняют около 40 % генетической компоненты 
ИБС (Nikpay et al., 2015; Hartiala et al., 2017; Nelson et al., 
2017; Vilne, Schunkert, 2018).

Трудно объяснить генетическую структуру заболева­
ния только на основе результатов ПГАА, так как подав­
ляющее большинство ассоциированных с болезнью SNP 
лежит в некодирующих регионах генома. Они не связаны 
с изменениями структуры и функции белка, а вероятнее 
всего, оказывают влияние на уровень экспрессии генов. 
Кроме того, идентифицированные с помощью ПГАА SNP 
служат своего рода флагом для всех SNP, находящихся 
в неравновесии по сцеплению с ними и которые также 
могут быть задействованы в контроле данного заболе-
вания. Вследствие этих причин конкретные гены, непо-
средственно влияющие на риск развития ИБС, все еще 
остаются неизвестными.

Несколько лет назад был предложен подход, в основе 
которого лежит региональный анализ ассоциаций (РАА), 
или анализ ассоциаций на генном уровне (gene­based asso-
ciation analysis), при котором все полиморфные варианты 
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внутри гена анализируются одновременно (Li, Leal, 2008; 
Eichler et al., 2010). Это позволяет установить статисти-
чески значимую ассоциацию между геном и признаком 
даже в том случае, когда ни один из вариантов внутри 
гена не дает значимого сигнала. При использовании РАА 
в анализ можно вовлечь не только распространенные, но 
и редкие генетические варианты, тем самым увеличивая 
статистическую мощность анализа. Кроме того, РАА сразу 
позволяет интерпретировать значимый сигнал ассоциации 
как указание на роль структуры соответствующего белка 
в контроле изучаемого признака или болезни.

Применение РАА для анализа ИБС до недавнего вре-
мени было затруднено тем, что он требовал огромных 
выборок, содержащих информацию об индивидуальных 
фенотипах и генотипах всех членов выборки. Такие дан-
ные никогда не депонируются в открытые базы данных, 
в отличие от результатов ПГАА и метаанализа, представ­
ленных набором суммарных статистик для каждого иссле-
дованного генетического варианта. В последних работах 
было показано, что РАА можно проводить in silico, исполь-
зуя суммарные статистики, не требуя индивидуальных 
фенотипов и генотипов (de Leeuw et al., 2015; Bakshi et al., 
2016; Wang et al., 2017; Svishcheva et al., 2019).

Целью нашей работы является поиск новых генов, уча-
ствующих в контроле ИБС, путем in silico картирования 
с использованием регионального анализа ассоциаций.

Материалы и методы
Суммарные статистики. Использовались два набора 
суммарных статистик, полученных для ИБС с помощью 
ПГАА и депонированных в общедоступных базах данных. 
Первый набор, MICAD (Myocardial Infarction Genetics and 
CARDIoGRAM Exome), представляет собой результаты 
метаанализа 20 отдельных когорт. Детальная информация 
о каждой из них представлена в оригинальной статье 
(Stitziel et al., 2016). Метаанализ включает 42 335 человек 
с ИБС и/или ИМ и 78 240 здоровых людей европейского 
происхождения. Генотипирование осуществлялось с ис-
пользованием панелей Illumina HumanExome BeadChip 
array и Illumina OmniExome, дополнительная информа­
ция о которых размещена по адресу http://genome.sph. 
umich.edu/wiki/Exome_Chip_Design. Суммарные стати-
стики ( p­value, размер эффекта (β)) для 85 112 SNP были 
загружены с сайта www.cardiogramplusc4d.org.

Второй набор данных, UKbb, представляет результа­
ты ПГАА хронической ишемической болезни сердца из 
проекта UK Biobank Resource, включающего 8755 боль-
ных и 328 444 здоровых человека. Генотипирование осу­
ществлялось на основе метабочипа, специально создан­
ного для ИБС. Подробное описание критериев включения 
и характеристики фенотипа дано в оригинальных публи­
кациях (Klarin et al., 2017; van der Harst, Verweij, 2018). 
Суммарные статистики для 10 894 597 SNP были загру­
жены с сайта www.ukbiobank.ac.uk.

Таким образом, анализируемые выборки различались 
между собой как по структуре (метаанализ/индивидуаль-
ное исследование, число больных и здоровых), так и по 
набору генотипированных маркеров.

Региональный анализ ассоциаций проводили с ис­
пользованием программного пакета sumFREGAT, соз­

дан ного коллективом авторов на языке программиро­
ва ния R. Свободный доступ к нему открыт по адресу: 
https://CRAN.R­project.org/package=sumFREGAT. Пакет 
пред назначен для тестирования генных ассоциаций с 
исполь зованием суммарных статистик. В нем реализован 
широкий спектр методов для регионального анализа ас­
социаций, построенных на обобщенной регрессионной 
модели с аддитивными генетическими эффектами (Svi­
shcheva, 2019). Эти методы включают: метод множествен-
ной линейной регрессии (MLR); методы, использующие 
функциональный анализ данных (FLM) и анализ глав-
ных компонент (PCA); метод коллапсинга или Бурден­
тест (BT); метод SKAT, основанный на анализе компонент 
дисперсии и использующий принцип ядерного сглажива-
ния, а также метод SKAT­O, объединяющий BT и SKAT. 
Перечисленные методы отличаются стратегией комбини-
рования суммарных статистик и являются эффективным 
инструментом для РАА. Кроме них в пакете реализованы 
еще три метода, использующие два традиционных под-
хода для объединения суммарных статистик. Один метод 
основан на сумме хи­квадратов (sum χ2) и в двух методах 
применен минимум p­value (min p­value и SimpleM).

Подробно методы и их имплементация описаны в на­
шей работе (Svishcheva et al., 2019), где также проведена 
апробация каждого метода на выборках различной струк-
туры с использованием реальных данных, в том числе 
MICAD и UKbb.

Для проведения анализа на генном уровне с помощью 
пакета sumFREGAT достаточно задать в качестве входных 
данных суммарные статистики ПГАА, вычисленные для 
генетических вариантов исследуемого гена, а именно 
p­value и размер эффекта (β), и матрицы корреляций меж-
ду генотипами этих вариантов. Для подсчета матриц кор-
реляций мы использовали референсную панель 1000 Ge­  
nomes Phase 3, включающую 503 индивида европейского 
происхождения. Границы генов устанавливали в соответ-
ствии с GRCh37/hg19. Маркер приписывали к определен-
ному гену, если он находится в его экзоне или интроне.

Уровень значимости определяли с помощью поправки 
Бонферрони. Сигнал ассоциации считали значимым, 
если значение p­value для гена не превышало порогового 
уровня 4.58 · 10–6 (0.05/10 912 генов) для выборки MICAD 
и 2.78 · 10–6 (0.05/17 975 генов) для выборки UKbb. Мы 
считали, что ген достоверно ассоциирован с болезнью, 
если хотя бы в одном из методов значение p­value дости-
гало порогового уровня.

Биоинформатический анализ. Анализ представлен-
ности функциональных групп генов выполняли с помо-
щью FUMA GWAS (Functional Mapping and Annotation of 
Genome­Wide Association Studies) (http://fuma.ctglab.nl/), 
используя стандартные настройки, предлагаемые сер­
висом.

Известные локусы ИБС. На начало данного иссле-
дования было известно 97 локусов, ассоциированных с 
ИБС. Их список приведен в работе (Klarin et al., 2017). 
Каждый из локусов в этом списке представлен одним 
или несколькими лидирующими SNP, удовлетворяющими 
следующим условиям: сигнал ПГАА достигает полно-
геномного уровня значимости 5.00 · 10–8 в оригинальном 
исследовании и реплицирован на независимой выборке 
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или в метаанализе. Для каждого локуса в списке приво-
дится также набор генов, которые содержат эти SNP и/ или 
являются ближайшими к ним. В дальнейшем такие локусы 
и гены мы называем известными.

Результаты
Анализируемые выборки UKbb и MICAD были гено­
типированы на основе двух различных платформ, поэто-
му число генов и число SNP в них сильно варьировало 
(табл. 1). Гены, содержащие менее двух SNP, были ис-
ключены из анализа.

Для выборки UKbb мы получили статистически зна-
чимый сигнал ассоциации (p­value < 2.78 · 10–6) хотя 
бы в одном из тестов для 49 генов. Результаты РАА для 
этих генов отражены в табл. 2, где для каждого гена при-
ведено наименьшее среди всех тестов значение p­value. 
Аналогичная таблица приведена для выборки MICAD 
(табл. 3). Она содержит список из 61 гена, сигнал ассо-
циации ко торых достиг порогового уровня 4.58 · 10–6 хотя 
бы в од ном из тестов. 

Всего при анализе выборок UKbb и MICAD было иден-
тифицировано 88 генов, ассоциированных с ИБС, 22 из 
них были определены на обеих выборках (см. рисунок). 

Мы разделили все идентифицированные гены на две 
категории в зависимости от наличия в них значимого 
SNP­ сигнала. Гены со значимым SNP­сигналом могут 
быть идентифицированы уже на уровне ПГАА, в то время 
как гены, не включающие такие сигналы, можно иденти-

фицировать только с использованием РАА. Наибольший 
интерес представляет вторая категория, к которой от-
носится 41 ген (45.5 % от всех идентифицированных) 
(табл. 4). Три из них (COL4A2, FURIN и SMG6 ) были 
обнаружены с помощью РАА на обеих выборках.

Кроме того, мы сопоставили локализацию идентифици-
рованных генов с известными локусами. Мы определили 
известный локус как регион ± 500 тыс. п. н. от позиции 
полногеномно значимого SNP, маркирующего этот ло-
кус. Регионы, находящиеся от него на расстоянии более 
500 тыс. п. н., считали новыми. Оказалось, что 72 из 88 ге-
нов (81.8 %) лежат в уже известных локусах, ассоцииро-
ванных с ИБС. 44 из этих генов входят в список известных 
генов­кандидатов ИБС, а остальные 28 генов могут рас-
сматриваться как новые гены­кандидаты ИБС, лежащие в 
известных локусах. 16 генов (AGPAT4, ARHGEF12, BDP1, 
DHX58, EHBP1, FBF1, HSPB9, NPBWR2, PDLIM5, PLCB3, 
PLEKHM2, POU2F3, PRKD2, TMEM136, TTC29 и UTP20) 
были идентифицированы нами за пределами известных 
локусов, что позволяет считать их новыми потенциальны-
ми генами для ИБС (см. табл. 4). Эти гены расположены 
в 13 новых локусах на хромосомах 1, 2, 4, 5, 6, 11, 12, 17, 
19 и 20.

Анализ представленности функциональных групп генов 
был проведен для всего набора идентифицированных 
генов. Значительная часть этих групп включала метабо-
лические пути, связанные с обменом липидов, например 
белок­липидный комплекс, связывание липопротеинов, 
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ATXN2
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PPAP2B

SLC22A1

SLC22A2

SLC22A3

SMG6

WDR12

MICAD UKbb

Genes associated with CAD in two samples. Sixteen new genes are underlined.

Table 1. Statistics for UKbb and MICAD data

Sample Platform Number of SNPs in gene Number  
of genes

Total number  
of SNPsmin mean median max

MICAD Exome-chip 2 5.3 4 231 10 912 57 815

UKbb Metabochip for CAD 2 237.4 85 21 287 17 975 4 267 351
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Table 2. Results of gene-based analyses of UKbb data 

Chr Gene Position Number 
of SNPs

p-value Method Lead SNP

Start End p-value SNP

1 PPAP2B 56960419 57045257 325 2.96E–07 PCA 6.94E–08 rs17114036

CELSR2 109792641 109818378 99 1.58E–14 min p-val 4.10E–16 rs660240

PSRC1 109822176 109825790 14 2.07E–06 MLR. FLM 2.66E–04 rs35358959

MIA3 222791444 222841351 170 5.85E–09 sum χ2 2.28E–09 rs2133189

AIDA 222841355 222886602 107 6.14E–08 SKAT-O 3.89E–09 rs36079339

BROX 222885906 222908529 49 1.19E–07 SKAT-O 3.97E–08 rs12043288

FAM177B 222910558 222926932 44 2.01E–07 sum χ2 2.90E–08 rs34885880

2 ABCG8 44066103 44105947 248 3.91E–07 PCA 1.97E–07 rs116426890

EHBP1 62900986 63273622 739 9.67E–07 SKAT 4.23E–05 rs13410889

MAT2A 85766101 85772403 14 9.96E–08 PCA 1.39E–08 rs2028900

GGCX 85771978 85788657 60 2.01E–07 SKAT-O 8.43E–08 rs7605975

VAMP5 85811531 85820511 29 1.67E–06 BT 1.64E–07 rs55971080

ICA1L 203637873 203736708 292 2.07E–08 sum χ2 4.60E–09 rs72932711

WDR12 203745323 203776949 110 1.49E–08 sum χ2 7.47E–09 rs6722332

NBEAL1 203879597 204091101 485 3.12E–07 min p-val 2.53E–09 rs72934573

CYP20A1 204103164 204170563 188 8.33E–07 PCA 5.65E–08 rs115600411

4 TTC29 147628179 147867034 758 3.43E–07 SimpleM 1.89E–09 rs534388792

EDNRA 148402069 148466106 171 1.68E–09 FLM 8.29E–09 rs77249653

6 PHACTR1 12716888 13290476 1980 1.99E–11 min p-val 1.52E–13 rs9349379

IGF2R 160390131 160527583 473 3.94E–12 PCA 7.58E–14 rs3777402

SLC22A1 160542821 160580147 139 5.54E–12 min p-val 1.33E–13 rs2282143

SLC22A2 160637794 160679963 146 1.97E–07 min p-val 4.29E–09 rs184091076

SLC22A3 160769405 160873613 361 4.47E–50 MLR 2.65E–27 rs4709431

LPA 160952506 161097478 410 2.85E–97 MLR 1.03E–48 rs55730499

PLG 161123225 161175086 203 1.69E–52 MLR 1.10E–32 rs4252185

MAP3K4 161412816 161538417 461 7.22E–11 min p-val 1.03E–12 rs141766382

AGPAT4 161551057 161695107 555 7.08E–07 min p-val 7.81E–09 rs148349043

9 CDKN2A 21967751 21994490 62 1.82E–17 MLR 4.21E–14 rs3731239

CDKN2B 22002902 22009312 15 1.20E–33 PCA 1.19E–32 rs3217992

11 POU2F3 120107349 120190653 305 1.28E–06 PCA 2.01E–04 rs138488120

TMEM136 120195838 120204397 27 2.27E–06 MLR. FLM 2.86E–06 rs1893261

ARHGEF12 120207264 120360645 398 1.08E–06 sum χ2 3.07E–07 rs12417256

12 SH2B3 111843720 111889427 85 8.79E–07 PCA 2.35E–07 rs3184504

ATXN2 111890018 112037480 258 1.27E–06 PCA 1.78E–07 rs4766578

13 COL4A1 110801310 110959496 863 4.36E–11 PCA 3.56E–06 rs9521642

COL4A2 110959631 111165374 1252 1.79E–06 FLM 5.46E–06 rs9515203

15 ADAMTS7 79051545 79103805 202 1.66E–09 PCA 1.47E–08 rs2904223

FURIN 91411885 91426687 37 4.91E–07 sum χ2 6.27E–08 rs8039305

FES 91427665 91439006 38 2.58E–08 sum χ2 1.28E–07 rs7177338

17 SMG6 1963133 2207069 846 1.85E–06 BT 1.11E–06 rs67457628

ZNF652 47366568 47439835 209 3.05E–06 sum χ2 1.13E–06 rs62076439

PHB 47481410 47492267 36 2.63E–07 sum χ2 2.30E–08 rs7502499

19 LDLR 11200037 11244506 220 2.14E–08 PCA 2.62E–08 rs6511720

PEPD 33877855 34012799 754 1.64E–07 min p-val 1.91E–09 rs145436496

PVRL2 45349393 45392485 221 4.61E–09 FLM 9.24E–08 rs6857

TOMM40 45394477 45406946 61 6.74E–07 PCA 7.47E–08 rs2075650

APOE 45409039 45412650 9 4.00E–15 PCA 2.64E–09 rs429358

APOC1 45417577 45422606 11 3.99E–09 SKAT 4.01E–08 rs12721051

20 NPBWR2 62737183 62738184 6 1.92E–07 SKAT-O 1.06E–07 rs13036542

Notes. Here and in Table 3:  gene positions are indicated with reference to GRCh37/hg19; new genes are indicated in bold.  
р-values < 5.0 · 10–8  are indicated in bold.
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Table 3. Results of gene-based analyses of MICAD data

Chr Gene Position Number 
of SNPs

p-value Method Lead SNP
Start End p-value SNP

1 PLEKHM2 16010632 16061264 4 2.47E–06 SKAT 3.72E–06 rs12091750
PCSK9 55505149 55530526 5 3.21E–11 MLR 8.03E–10 rs11591147
PPAP2B 56960419 57045257 5 2.79E–10 SKAT-O 4.55E–10 rs9970807
CELSR2 109792641 109818378 18 1.43E–22 SKAT 1.13E–23 rs12740374
MIA3 222791444 222841351 11 9.03E–14 min p-val 1.22E–14 rs17465637
FAM177B 222910558 222926932 3 1.75E–10 SKAT 1.12E–09 rs2378607

2 APOB 21224301 21266945 33 2.60E–06 MLR 1.09E–04 rs533617
ABCG8 44066103 44105947 10 1.30E–09 SKAT 4.88E–09 rs4299376
WDR12 203745323 203776949 2 1.24E–15 PCA 1.25E–15 rs35212307
NBEAL1 203879597 204091101 14 3.11E–14 min p-val 2.26E–15 rs2351524
GIGYF2 233562015 233725287 5 8.17E–09 PCA 1.46E–08 rs1801251

3 MRAS 138066490 138124377 2 1.83E–08 min p-val 1.83E–08 rs2306374
ARHGEF26 153838792 153975616 3 4.92E–09 sum χ2 8.28E–09 rs12493885

4 PDLIM5 95373008 95589378 6 2.30E–06 sum χ2 5.97E–07 rs2452600
5 BDP1 70751442 70863649 18 8.26E–07 BT 3.84E–03 rs12187098

LOX 121398890 121414206 2 1.40E–07 SKAT 1.72E–07 rs1800449
6 PHACTR1 12716888 13290476 7 5.17E–35 min p-val 8.61E–36 rs9349379

C2 31865562 31913449 18 1.02E–06 SimpleM 7.87E–08 rs3130683
NOTCH4 32162620 32191844 33 2.41E–06 MLR 8.98E–06 rs394657
SLC22A1 160542821 160580147 15 2.47E–11 min p-val 1.78E–12 rs2282143
SLC22A2 160637794 160679963 3 2.18E–10 min p-val 1.09E–10 rs2279463
SLC22A3 160769405 160873613 5 7.41E–26 MLR 6.98E–21 rs1810126
LPA 160952506 161097478 17 1.16E–28 MLR 9.74E–24 rs3798220
PLG 161123225 161175086 11 8.76E–10 PCA 2.62E–10 rs4252120

7 HDAC9 18126572 19039135 6 1.92E–06 min p-val 3.20E–07 rs2023938
ZC3HC1 129658126 129691233 4 1.30E–12 min p-val 4.11E–13 rs11556924

8 LPL 19796582 19824770 9 6.78E–09 MLR 6.99E–07 rs264
9 MTAP 21802635 21941040 4 2.34E–07 min p-val 7.76E–08 rs7023954

CDKN2A 21967751 21994490 2 8.11E–07 PCA 8.46E–07 rs3731249
CDKN2B 22002902 22009312 2 1.67E–37 PCA 1.47E–33 rs1063192
SVEP1 113127528 113342160 35 2.91E–06 min p-val 1.05E–07 rs111245230
ABO 136130563 136150630 22 2.42E–18 MLR 9.31E–17 rs507666
ADAMTS13 136279459 136324525 14 9.78E–07 PCA 1.63E–07 rs4962153

10 KIAA1462 30301729 30348488 8 8.68E–09 SKAT-O 3.94E–09 rs3739998
LIPA 90973326 91011660 6 1.22E–15 min p-val 3.04E–16 rs2246942
CYP17A1 104590288 104597290 3 1.41E–06 SKAT-O 1.85E–06 rs1004467
AS3MT 104629183 104661656 4 2.97E–11 SKAT-O 2.16E–08 rs11191447
CNNM2 104678075 104838344 2 2.86E–09 sum χ2 4.46E–08 rs12413409
NT5C2 104847774 104953063 2 5.56E–08 min p-val 2.78E–08 rs11191580

11 PLCB3 64018995 64036924 6 3.75E–07 MLR 3.98E–05 rs12146487
12 LRP1 57522282 57607142 17 6.10E–08 PCA 1.78E–08 rs11172113

UTP20 101673905 101780397 6 2.42E–07 BT 3.31E–05 rs2305858
ATXN2 111890018 112037480 7 1.67E–13 PCA 2.50E–13 rs653178
TMEM116 112369086 112451023 2 2.91E–07 PCA 2.91E–07 rs3752630
NAA25 112464493 112546826 9 4.50E–08 min p-val 8.20E–09 rs17696736
SCARB1 125262174 125348519 5 1.48E–09 min p-val 3.69E–10 rs11057830

13 COL4A2 110959631 111165374 13 6.00E–07 SKAT 9.09E–05 rs3809346
15 SMAD3 67358036 67487533 3 2.15E–06 min p-val 8.77E–07 rs17293632

ADAMTS7 79051545 79103805 7 8.87E–07 min p-val 4.43E–07 rs1994016
FURIN 91411885 91426687 4 1.64E–06 PCA 1.64E–06 rs17514846

16 CETP 56995835 57017757 7 8.80E–07 SKAT 1.12E–06 rs1532624
HPR 72097125 72111145 2 7.55E–08 PCA 7.57E–08 rs2000999

17 SMG6 1963133 2207069 11 7.76E–07 SKAT-O 3.17E–06 rs903160
DHX58 40253422 40264751 23 2.97E–06 min p-val 5.93E–07 rs2074158
HSPB9 40274756 40275371 2 2.41E–06 SKAT-O 3.01E–06 rs1122326
BCAS3 58755172 59470199 9 2.06E–07 PCA 7.25E–08 rs8080784
FBF1 73905925 73937119 6 1.48E–06 SKAT 9.13E–07 rs1135889

19 SMARCA4 11071598 11172958 4 1.45E–10 SKAT 1.02E–10 rs1122608
LDLR 11200037 11244506 3 6.84E–19 min p-val 2.28E–19 rs6511720
APOE 45409039 45412650 3 5.17E–19 PCA 9.97E–16 rs7412
PRKD2 47177573 47220384 11 2.60E–06 SKAT 2.05E–05 rs425105
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транспорт фосфолипидов и др. Этот результат хорошо 
согласуется с липопротеидной теорией развития ИБС. 
Онтологии, включающие новые гены, приведены в табл. 5. 
Как видно, во все функциональные группы, обнаруженные 
для новых генов, входят также известные гены. Большая 
часть этих групп относится к формированию кровенос-
ных сосудов.

Обсуждение
В данном исследовании было проведено in silico картиро-
вание ИБС с использованием методов РАА. При анализе 
двух выборок европейского происхождения MICAD и 
UKbb нами идентифицировано 88 генов, ассоциирован-
ных с ИБС, 16 из которых являются новыми.

Научная новизна нашего подхода обеспечена как специ-
фикой материала, так и новизной статистических методов 
анализа. Анализ был выполнен на материале, представ-
ленном суммарными статистиками, такими как p­value 
и размер эффекта (β), являющимися результатом ПГАА. 
Использование суммарных статистик для РАА обладает 
рядом существенных преимуществ перед традиционным 

подходом, основанным на материале, представленном ин­
дивидуальными фенотипами и генотипами. Во­первых, 
при использовании суммарных статистик не возникает 
этических проблем, связанных с доступом к персональной 
информации, что позволяет размещать их в базах данных с 
открытым доступом (Pasaniuc, Price, 2017). К настоящему 
времени существуют уже десятки таких баз данных (Zheng 
et al., 2017). Во­вторых, такой подход позволяет вовлечь 
в анализ материал, на порядки превышающий по объему 
каждое индивидуальное исследование, так как суммарные 
статистики часто являются результатом метаанализа, объ-
единяющего ресурсы отдельных исследований. Кроме 
того, анализ суммарных статистик освобождает иссле-
дователя от проблем, связанных с подразделенностью 
выборки, наличием в ней скрытого родства, отклонением 
распределения анализируемого признака от нормального, 
наличием выбросов и  др., поскольку эти проблемы обыч-
но устранены при проведении ПГАА (Yang et al., 2018).

Новизна методического подхода заключалась в следую-
щем. Во­первых, мы использовали РАА, который позволил 
нам обнаружить 40 генов, не имеющих значимых сигналов 

Table 4. Location of CAD-associated genes identified by gene-based analyses

Location Genes with significant GWAS signal Genes without significant GWAS signal 

Known genes  
in known loci

ABCG8, ABO, ADAMTS7, APOC1, APOE, ARHGEF26, 
CDKN2B, CNNM2, EDNRA, GIGYF2, KIAA1462, LDLR, LIPA, 
LPA, LPL, LRP1, MIA3, MRAS, NT5C2, PCSK9, PHACTR1, 
PLG, PPAP2B, SCARB1, SLC22A3, WDR12, ZC3HC1

APOB, BCAS3, C2, CETP, COL4A1, COL4A2, CYP17A1, FES, 
FURIN, GGCX, HDAC9, LOX, SH2B3, SMAD3, SMG6, SVEP1, 
VAMP5 

New genes  
in known loci

AIDA, AS3MT, ATXN2, BROX, CDKN2A, CELSR2, 
FAM177B, ICA1L, IGF2R, MAP3K4, MAT2A, NAA25, 
NBEAL1, PEPD, PHB, SLC22A1, SLC22A2, SMARCA4

ADAMTS13, CYP20A1, HPR, MTAP, NOTCH4, PSRC1, PVRL2, 
TMEM116, TOMM40, ZNF652

New genes  
in new loci

AGPAT4, TTC29 ARHGEF12, BDP1, DHX58, EHBP1, FBF1, HSPB9, NPBWR2, 
PDLIM5, PLCB3, PLEKHM2, POU2F3, PRKD2, TMEM136, UTP20

Notes. Genes identified in both samples are indicated in bold.

Table 5. Ontologies of new genes

Gene ontology Number of genes p-value Genes

in gene 
ontology

from  
the given set

Neutral lipid metabolic 
process

83 7 9.39E–08 PCSK9, CETP, APOE, APOC1, APOB, AGPAT4, LPL

Catabolic processes  
within a body

947 17 9.42E–07 LIPA, NT5C2, PLCB3, SCARB1, COL4A1, COL4A2, ADAMTS7, FURIN, HPR, 
PEPD, APOE, PRKD2, APOB, SLC22A3, LPL, MTAP, CDKN2A

Alcohol metabolism 347 10 3.68E–06 PCSK9, LIPA, CYP17A1, PLCB3, SCARB1, CETP, LDLR, APOE, APOC1, APOB

Vasculature development 468 11 8.17E–06 PPAP2B, LRP1, COL4A1, COL4A2, BCAS3, APOE, PRKD2, APOB, EDNRA, 
LOX, NOTCH4

Circulatory system 
development

786 14 1.07E–05 PPAP2B, LRP1, COL4A1, COL4A2, SMAD3, BCAS3, APOE, PRKD2, APOB, 
PDLIM5, EDNRA, LOX, NOTCH4, HDAC9

Regulation of endothelial 
cell migration

114 6 1.28E–05 PPAP2B, SCARB1, BCAS3, APOE, PRKD2, HDAC9

Vessel morphogenesis 364 9 3.88E–05 LRP1, COL4A1, COL4A2, BCAS3, APOE, PRKD2, APOB, EDNRA, NOTCH4

Organic hydroxy 
compound metabolism

481 10 6.12E–05 PCSK9, LIPA, CYP17A1, PLCB3, SCARB1, CETP, LDLR, APOE, APOC1, APOB

Notes.  New genes are indicated in bold.
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ПГАА в анализируемых выборках. При этом для трех 
генов, COL4A2, FURIN и SMG6, связь с ИБС была ранее 
установлена на других выборках, и они уже вошли в спи-
сок генов­кандидатов в известных локусах (Klarin et al., 
2017). То, что мы их обнаружили с помощью РАА, служит 
положительным контролем нашего анализа. Во­вторых, 
мы использовали широкий спектр методов объединения 
суммарных статистик, реализованных в созданном ранее 
авторами этой статьи пакете sumFREGAT (Svishcheva et 
al., 2019). Кроме методов минимума p­value и суммы 
хи­квадратов, этот пакет содержит ряд мощных методов, 
не реализованных ни в одном из существующих пакетов 
для РАА. Применение всего набора методов позволяет 
существенно увеличить мощность анализа и получить 
максимально полную информацию о генетической при-
роде заболевания.

Анализ ассоциаций на генном уровне позволил прио­
ритизировать гены в известных локусах. Традиционно в 
качестве генов­кандидатов рассматривают гены, вклю-
чающие самый сильный сигнал ПГАА и/или ближайшие 
к нему гены. Однако из­за неравновесия по сцеплению 
к развитию заболевания могут быть причастны и более 
удаленные от лидирующего SNP гены. Мы рассмотрели 
регион 1 млн п. н. вокруг позиции SNP, маркирующего 
известный локус, так как показано, что свыше 99 % ге-
нетических вариантов, находящихся в неравновесии по 
сцеплению с этим SNP, локализованы в окне размером 
1 сМ (Bulik­Sullivan et al., 2015). Помимо 44 генов из 
числа известных, в эти регионы попали 28 новых генов, 
которые можно считать приоритетными для дальнейшего 
исследования известных локусов. Некоторые из них уже 
появлялись в поле зрения ученых в связи с участием про-
дуктов этих генов в различных метаболических процес-
сах. Например, в исследовании (Samani et al., 2008) авторы 
предположили, что локус вблизи генов PSRC1 и CELSR2 
повышает риск развития коронарного атеросклероза по-
средством влияния на уровень липопротеинов низкой 
плотности. Важную роль в метаболизме лекарственных 
средств играют гены SLC22A1 и SLC22A2, которые коди-
руют белки­транспортеры, отвечающие за попадание в 
клетки органических катионов. Мутации в гене SLC22A1, 
снижающие его экспрессию, приводят к целому ряду раз-
личных негатив ных последствий на энергетический обмен 
(Zhou et al., 2009). Известно также, что ключевым фер-
ментом для ме таболизма лекарств и синтеза холестери на, 
стероидов и других липидов является цитохром P450, 
ко дируемый се мейством генов CYP, к которому принад-
лежит CYP20А1 (Zanger, Schwab, 2013).

Идентифицированные нами 16 генов попали в 13 новых 
локусов, расположенных на 10 хромосомах. Гены AGPAT4, 
PLCB3, PRKD2, PDLIM5 были кластеризованы в группы, 
ассоциированные с несколькими биологическими про-
цессами, которые раньше уже были ассоциированы с ИБС 
и ИМ. Известно, что белок, кодируемый геном AGPAT4, 
играет важную роль в поддержании нормального уровня 
докозагексаеновой кислоты (основного структурного ком­
понента липидов в мембране клеток головного мозга) (Eto 
et al., 2014). Гены PLCB3 и PRKD2 участвуют в процессах 
пролиферации и миграции эндотелиальных клеток, необ-
ходимых для ангиогенеза (Bhattacharya et al., 2009). Ген 

PDLIM5 участвует в процессе экспансии кардиомиоци­  
тов и связан с развитием дилатационной кардиомиопа­
тии (Bang et al., 2014).

Двенадцать новых генов, BDP1, ARHGEF12, DHX58, 
EHBP1, FBF1, HSPB9, NPBWR2, PLEKHM2, POU2F3, 
TMEM136, TTC29 и UTP20, не вошли в состав стати-
стически значимых функциональных кластеров. Тем не 
менее известно, что ген UTP20 контролирует кальци-
фикацию  коронарной артерии (O’Donnell et al., 2007), а  
EHBP1 связан с уровнями липидов (Willer et al., 2013). 
Мутации в гене PLEKHM2 приводят к аномальной ло-
кализации лизосом и нарушению механизмов аутофагии 
и являются причиной рецессивной дилатационной кар-
диомиопатии и некомпактной кардиомиопатии левого 
желудочка (Muhammad et al., 2015). Полученные нами 
данные о причастности этих генов к ИБС могут способ-
ствовать лучшему пониманию этиологии и патогенеза 
этой болезни.

Заключение
Основной задачей современного здравоохранения явля-
ется переход к персонализированной медицине, в основе 
которой лежит учет индивидуальных особенностей па­
ци ентов, в частности наличие генетических маркеров бо­
лезни. Очевидно, чем полнее список таких маркеров, тем 
эффективнее профилактика и лечение болезни. Получен-
ные нами результаты открывают новые возможности в 
этом направлении. Они демонстрируют, что РАА служит 
мощным инструментом для поиска новых генов, позво-
ляющим извлекать новую информацию из накопленных в 
мире огромных объемов данных, полученных с помощью 
ПГАА, без дополнительных материальных затрат.
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