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Введение. Дефицит лизосомной кислой липазы (ДЛКЛ) – континуум аутосомно-рецессивно наследуемых фенотипов, обу-
словленных генетическими дефектами фермента лизосомной кислой липазы (ЛКЛ), играющего ключевую роль в обмене 
липидов. ЛКЛ кодируется геном LIPA, наиболее распространенный патогенный вариант которого –c.894G>A – является при-
чиной заболевания в более чем половине случаев. Точная частота ДЛКЛ неизвестна, в России она предположительно состав-
ляет от 1:150 000 до 1:100 000 новорожденных.
Цель: биохимический скрининг на ДЛКЛ в группе высокого риска, изучение спектра мутаций гена LIPA и оценка встречае-
мости заболевания в г. Москве.
Методы. В исследовании участвовали 1999 пациентов из различных регионов РФ с подозрением на лизосомные болезни 
накопления (ЛБН). Выборку для исследования носительства частого варианта гена LIPA составили сухие пятна крови 920 живых 
новорожденных г. Москвы. Активность ЛКЛ измерялась флуориметрическим методом в сухих пятнах крови. Кодирующая 
последовательность гена LIPA изучалась путём прямого секвенирования и ПДРФ-анализа.
Результаты. Тридцати четырем пациентам установлен диагноз ДЛКЛ. Выявлено 16 вариантов гена LIPA, из них 11 не описаны 
ранее. Десять вариантов – высоковероятно патогенные, один – неясного значения. Наиболее частой мутацией в выборке 
был аллель c.894G>A, что характерно для большинства европейских популяций. Частота данного аллеля у 920 новорож-
денных Москвы составила 1:270. Исходя из этого, расчетная частота встречаемости ДЛКЛ составила 1:73 159, что превы-
шает ориентировочную оценку для РФ.
Заключение. Целесообразен скрининг на ДЛКЛ пациентов с подозрением на ЛБН. Аллельная частот варианта c.894G>A среди 
выявленных вариантов гена LIPA сопоставима с таковой в европейских исследованиях. В отличие от этих работ у российских 
больных встретилось относительно много различных вариантов гена, ранее описываемых крайне редко или неописанных. 
Расчетная частота заболеваемости ДЛКЛ в г. Москве превышает предполагаемую для РФ.
Ключевые слова: кислая липаза; дефицит лизосомной кислой липазы; болезнь Вольмана; LIPA; лизосомные болезни нако-
пления; ПДРФ-анализ.
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Background. Lysosomal acid lipase deficiency (LALD) is a continuum of autosomal recessive diseases caused by defects in the 
enzyme of lipid metabolism, lysosomal acid lipase (LAL). LAL encodes by the gene LIPA. The most common variant of LIPA c.894G>A 
caused the disease in more than а half of cases. The true frequency of LALD is unknown. In Russia it is supposed to be 1:150000 – 
1:100000 of newborns. 
The aim of the work is the selective biochemical screening for LALD, the study of LIPA mutation spectrum and the estimation of the 
LALD incidence in Moscow. 
Materials and methods. 1999 рatients suspected of lysosomal storage diseases (LSD) took part in the study. Dried blood spots of 
920 newborns of Moscow were obtained for the estimation of c.894G>A allelic frequency. LAL activity was measured by fluoromet-
ric analysis. The LIPA gene was studied by direct sequencing and RFLP-analysis. 
Results and discussion. In 34 cases diagnosis of LALD was confirmed. Totally, 16 different variants of LIPA were found, 11 variants 
were novel. Ten of the novel variants were classified as pathogenic, one was uncertain significance. The allele c.894G>A was the 
most common LIPA variant in the cohort of patients, so as in many Europe populations. The allelic frequency of the variant in the 
newborns collection was estimated as 1:270 and LALD frequence was 1:73.159.
Conclusion. Screening for LALD is a useful tool for diagnostics among LSD suspected patients. The allelic frequency of the vari-
ant c.894G>A seems the same as in European populations. In comparison with this data, there are many rare and novel variants in 
the Russian cohort.  
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Введение

Дефицит лизосомной кислой липазы (ДЛКЛ) 
(MIM#278000) – редкое аутосомно-рецессив-
ное заболевание из группы лизосомных болез-

ней накопления (ЛБН), обусловленное генетически-
ми дефектами фермента лизосомной кислой липазы 
(ЛКЛ), который играет ключевую роль в обмене липи-
дов. ЛКЛ расщепляет нейтральные липиды на свобод-
ный холестерин и жирные кислоты. Нарушение функ-
ции фермента приводит к накоплению эфиров холе-

стерина (ЭХ) и триглицеридов (ТГ) в клетках различных 
тканей, в особенности печени и селезенки, и в клетках 
макрофагально-моноцитарной системы [1, 2]. 

Клинически выделяют инфантильную форму или 
болезнь Вольмана (БВ) – манифестирующее в первые 
недели или месяцы жизни быстро прогрессирующее 
заболевание с крайне неблагоприятным прогнозом, 
и болезнь накопления эфиров холестерина (БНЭХ) с 
относительно поздним началом, доброкачественным 
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Материалы и методы

Материалы
За период 2016–2018 гг. в лабораторию были на-

правлены сухие пятна крови 1998 пациентов с подо-
зрением на ДЛКЛ и другие ЛБН. Пациенты направ-
лялись из различных регионов РФ, главным образом 
из Центрального федерального округа; соотношение 
полов было почти равным, возраст варьировал от пер-
вых недель жизни до 45 лет. Также в исследование бы-
ли включены ретроспективные данные 1 пациентки, 
которой проводили диагностику на ДЛКЛ в 2001 году. 
От каждого пациента или его законного представите-
ля получено письменное информированное согласие 
на участие в исследовании. 

Выборку для исследования носительства часто-
го варианта гена LIPA составили сухие пятна крови 
920 живых новорожденных г. Москвы, любезно предо-
ставленные сотрудниками Морозовской ДГКБ.

Методы

Биохимические методы
Активности ЛКЛ измеряли флуориметрическим 

методом, как описано ранее J. Hamilton с соавт. [13]. 

Молекулярно-генетический анализ
ДНК выделялась из цельной венозной крови с  

ЭДТА или сухих пятен крови с использованием набо-
ра DNAPrep100 Kit (IsoGene, Москва) по протоколам 
производителя. Кодирующие экзоны гена LIPA (экзоны 
2-10) амплифицировали с использованием полимераз-
ной цепной реакции (ПЦР). Анализ проводили путём 
прямого секвенирования на генетическом анализаторе 
ABI PRISM 3500xL (Applied Biosystems, США), а также   
определения длин рестрикционных фрагментов после 
обработки эндонуклеазой Bst2UI (ООО «СибЭнзим-М», 
Москва) с последующей визуализацией в полиакрила-
мидном геле. Последовательности праймеров и прото-
колы ПЦР доступны по запросу. Анализ результатов 
секвенирования по Сэнгеру проводили с использова-
нием программного обеспечения Chromas и Nucleotide-
BLAST. Варианты гена LIPA аннотированы в соответ-
ствии с руководством Human Genome Variation Society 
(http://www.hgvs.org/mutnomen) с использованием ре-
ференсных последовательностей NCBI NM_000235.3, 
NG_008194.1. 

Клинические данные пациентов
Ретроспективный обзор клинических данных паци-

ентов, манифестных признаков и симптомов заболева-
ния, а также биохимические показатели (АЛТ и АСТ, 

течением и крайне разнообразными клиническими 
проявлениями [2]. Однако ДЛКЛ следует рассматри-
вать как континуум клинических фенотипов от край-
не тяжелой инфантильной формы до практически бес-
симптомных [3].

Сравнительно недавно завершены клинические 
испытания препарата для ферментной заместитель-
ной терапии (ФЗТ) ДЛКЛ (себелипаза альфа), пред-
ставляющего собой рекомбинантную ЛКЛ человека. 
Было показано, что введение рекомбинантного фер-
мента приводит к значительному снижению у боль-
ных уровней печеночных трансаминаз, холестерина в 
составе ЛПНП, ТГ и содержания жиров в печени [4].

ЛКЛ кодируется геном LIPA, картированным 
на 10-й хромосоме (10q23.31). В гене описано 96 вари-
антов, ассоциирующих с ДЛКЛ [5] и выявлены гено-фе-
нотипические корреляции: в зависимости от мутации 
фермент пациентов либо полностью утрачивает актив-
ность, что ведет к развитию тяжелого фенотипа, ли-
бо сохраняет остаточную каталитическую активность в 
пределах 1–12% от средней нормы, и формируется кли-
нический фенотип БНЭХ. Наиболее распространенный 
патогенный аллель – синонимичная замена, поврежда-
ющая сайт сплайсинга в экзоне 8, c.894G>A, является 
причиной заболевания в более чем половине опублико-
ванных случаев [2, 6, 7]. Наличие этого варианта в гомо-
зиготном или компаунд-гетерозиготном состоянии обе-
спечивает функциональную активность ЛКЛ на уровне 
3–5% и доброкачественное течение заболевания [2, 6, 8]. 

Более 50% других известных мутаций ДЛКЛ пред-
ставляют собой мисcенс-мутации. Для некоторых ха-
рактерна этническая специфичность. Так частота ал-
леля c.966+2G>T (IVS9 +2G>T), ассоциированного с 
полной потерей активности ЛКЛ, достигает 40% у ис-
панских пациентов [8], аллель c.250G>T (p.G87V) име-
ет чрезвычайно высокую частоту в популяции иран-
ских евреев [9].

Точная частота ДЛКЛ неизвестна, в Европе она со-
ставляет от 1:300 000 до 1:40 000 живых новорожден-
ных [2, 8, 10, 11]. Предполагаемая частота встречаемо-
сти в России – 1:100 000-150 000 [12].

Для подтверждения диагноза ДЛКЛ проводят опре-
деление активности ЛКЛ в сухих пятнах крови (dried 
blood spots, DBS) в присутствии высокоспецифично-
го ингибитора (Lalistat-2) [13]. 

Цель 

Целью данной работы являлся биохимический 
скрининг на ДЛКЛ в группе высокого риска, изуче-
ние спектра мутаций гена LIPA и оценка частоты за-
болевания среди российских пациентов.



6

Оригинальные исследОвания

общий холестерин, ЛПНП, ЛПВП, ТГ), предоставлены 
врачами пациентов. Некоторые клинические и лабора-
торные данные были опубликованы ранее [12, 14, 15]. 

Оценка патогенности выявленных вариантов 
гена LIPA
Интерпретация и классификация впервые выяв-

ленных вариантов гена LIPA проводилась с помощью 
«Руководства по интерпретации данных последова-
тельности ДНК человека, полученных методами мас-
сового параллельного секвенирования (MPS) (редак-
ция 2018, версия 2)» [16].

Анализ in silico проводился с использованием алго-
ритмов прогнозирования/программного обеспечения 
PolyPhen2, SIFT, PROVEAN (для миссенс-вариантов), 
Human Splicing Finder и NetGene2 (для вариантов аль-
тернативного сплайсинга). Для новой синонимичной 
мутации c.600G>A определение патогенности основы-
валось на анализе кДНК путем прямого секвенирова-
ния и функционального анализа методом минигена.

Результаты

В ходе биохимического скрининга 1998 пациентов 
с подозрением на ЛБН у 33 больных из 29 неродствен-
ных семей выявлена низкая активность ЛКЛ. За поло-
жительный результат биохимического теста на ДЛКЛ 
приняты значения активности фермента, не превыша-
ющие 0,04 нмоль/пятно/ч. Всем 33 пациентам, прове-
ден молекулярно-генетический анализ и выявлены му-
тации в гене LIPA. Также патогенные варианты LIPA 
были выявлены у пациентки, обследованной в 2001 г. 
по поводу подозрения на ДЛКЛ.

Генетический анализ
Из 34 генотипированных пациентов у 11 обнару-

жена частая мутация c.894G>A в гомозиготном состо-
янии и у 18 – в компаунд-гетерозиготном состоянии. 
У 6 пациентов выявлен второй по частоте патоген-
ный аллель c.796G>T (p.G266*). Также найдено 3 дру-
гих ранее описанных патогенных варианта: c.309C>A, 
c.398delC, c.894+1G>A и 11 новых вариантов гена LIPA. 

Из неописанных ранее вариантов три – c.348G>A 
(p.W116*), c.398C>A (p.S133*) и c.420G>A (p.W140*) 
– приводят к образованию стоп-кодона и рассматри-
ваются как однозначно патогенные («очень сильный» 
критерий патогенности согласно рекомендациям для 
интерпретации данных, полученных методом NGS 
[16]). То же можно сказать о 5 аллелях, приводящих 
к сдвигу рамки считывания 167_170dup4 (p.L61Yfs*5), 
c.421delG (p.A141Lfs*20), c.442delG p.(A148Qfs*13), 
c.817_818delAA (p.N273Yfs*3) и c.911_912delinsT 

(p.K304Ifs*4). Более того, в кодонах 116, 133 и 140 опи-
саны другие замены, приводящие к тем же изменениям 
в первичной структуре белка («модерирующий» критерий 
патогенности). Однонуклеотидная замена c.-3A>G (p.?) 
располагается в каноничном сайте сплайсинга перед 
экзоном 2, содержащим инициирующий кодон. Био-
информатический анализ варианта с использованием 
алгоритмов Human Splicing Finder and NetGene-2 по-
казал, что замена с высокой вероятностью приводит к 
делеции первого кодирующего экзона в транскрипте 
гена LIPA. Биоинформатический анализ синонимич-
ной замены c.600G>A в экзоне 6 показал высокую ве-
роятность активации криптогенного сайта сплайсинга 
в экзоне, что приводит к делеции 63 п.н. в транскрипте 
и соответствует делеции c.541_603del63 в кДНК. Роди-
тели пациента, состоящие в близкородственном бра-
ке, являются носителями данного варианта. Исследо-
вание кДНК подтвердило наличие делеции в гомози-
готном состоянии у пробанда и в гетерозиготном – у 
обоих родителей («сильный» критерий патогенности).

Семейный анализ вариантов c.398C>A и c.420G>A, 
показал, что эти аллели находятся в транс-положении 
относительно частого аллеля c.894G>A («модерирую-
щий» критерий патогенности). Одиннадцатый неопи-
санный вариант представляет собой миссенс-замену 
c.956A>T (p.H319L), для оценки ее патогенности был 
проведён биоинформатический анализ с использова-
нием программ PolyPhen-2, SIFT и PROVEAN («вспо-
могательный» критерий патогенности).

Популяционные частоты выявленных вариантов по 
данным базы данных gnomAD  не превышают ожидае-
мых для патогенных вариантов с аутосомно-рецессив-
ным типом наследования (0,5%) [16], или эти вариан-
ты не встречаются в контрольной выборке («модери-
рующий» критерий патогенности).

Заключение о функциональной значимости выяв-
ленных вариантов вынесено согласно правилам ком-
бинирования критериев [16]. Все данные по оценке па-
тогенности суммированы в табл. 1. 

Краткая клиническая характеристика 

Пациенты с БВ
Трем пациентов был установлен диагноз БВ. 

Двое больных – компаундные гетерозиготы по од-
ному описанному аллелю и неописанному вари-
анту с.348G>A: генотипы c.[348G>A];[398delC] и 
c.[348G>A];[796G>T]; третий пациент гетерозиготен 
по двум новым вариантам: c.[442delG];[817_818delAA]. 

Все пять вариантов являются LOF-мутациями 
(«loss of function») [16], приводящими к полной утрате 
функциональной активности фермента. 



7ISSN 2073-7998

МЕДИЦИНСКАЯ ГЕНЕТИКА. 2019. №8

томографии (КТ) органов брюшной полости у всех па-
циентов выявляли выраженную гепатоспленомегалию, 
а также кальцинаты в надпочечниках. В биохимическом 
анализе крови наблюдалось повышение уровней пече-
ночных трансаминаз, билирубина и холестерина за счет 
фракции ЛПНП. Основные биохимические показате-
ли пациентов представлены в табл. 2. Состояние паци-
ентов стремительно ухудшалось вследствие полиорган-

У всех 3 детей заболевание манифестировало в пер-
вые месяцы жизни. Первыми симптомами у всех явля-
лись выраженная гепатоспленомегалия и анемия, у од-
ного пациента наблюдалась гипотрофия. В препаратах 
костного мозга у двух пациентов обнаружено сужение 
ростка тромбоцитов, задержка созревания лейкоцитов, 
скопления макрофагов с «пенистой» цитоплазмой. При 
ультразвуковом исследовании (УЗИ) и компьютерной 

Таблица 1 

Интерпретация и классификация выявленных вариантов в гене LIPA по их функциональной значимости

№ Вариант Эффект
Аллельная 

частота 
(gnomAD)

HGMD ID
Литера-

турные ис-
точники

Poly-
Phen-2 SIFT PROVEAN Значение 

варианта

Описанные варианты

1 c.309C>A (p.S103R) Миссенс 0,000008 CM1617783 [15;17]
Вероятно 
патоген-

ный

Повреж-
дающий

Поврежда-
ющий

Вероятно па-
тогенный

2 c.398delC (p.S133*) Нонсенс 0,00002 HD971471 [4] Вероятно 
патогенный

3 c.796G>T (p.G266*) Нонсенс НД CM960945 [18;19] Патогенный

4 c.894G>A (p.275_298del)
Повреждение
сайта сплай-

синга
0,000827 CS951467 [4;20;21]

Повреждение
донорного сайта сплайсинга, 

согласно Human Splicing Finder и 
NetGene-2

Патогенный

5 c.894+1G>A 
(p.275_298del)

Повреждение
сайта сплай-

синга
НД CS963024 [18;19]

Повреждение
 донорного сайта сплайсинга, 

согласно Human Splicing Finder и 
NetGene-2

Патогенный

Неописанные варианты

1 c.-3A>G
(p.?)

Повреждение
сайта сплай-

синга
НД - -

Повреждение
 акцепторного сайта сплайсинга, 
согласно Human Splicing Finder и 

NetGene-2

Вероятно 
патогенный

2 c.177_180dup4 
(p.L61Yfs5*)

Сдвиг рамки 
считывания НД - - - - - Вероятно 

патогенный
3 c.348G>A (p.W116*) Нонсенс НД - - - - - Патогенный

4 c.398C>A (p.S133*) Нонсенс НД - - - - - Вероятно 
патогенный

5 c.420G>A (p.W140*) Нонсенс НД - - - - - Патогенный

6 c.421delG 
(p.A141Lfs*20)

Сдвиг рамки 
считывания НД - - - - - Вероятно 

патогенный

7 c.442delG 
(p.A148Qfs*13)

Сдвиг рамки 
считывания НД - - - - - Вероятно 

патогенный

8 c.600G>A 
(p.180_200del)

Возникновение 
альтернативного

сайта сплай-
синга

НД - -

Возникновение нового 
акцепторного сайта сплайсинга 

согласно Human Splicing Finder и 
NetGene-2

Патогенный

9 c.817_818delAA 
(p.N273Yfs3*)

Сдвиг рамки 
считывания НД - - - - - Вероятно 

патогенный

10 c.911_912delinsT 
(p.K304Ifs4*)

Сдвиг рамки 
считывания НД - - - - - Вероятно 

патогенный

11 c.956A>T (p.H319L) Миссенс НД - -
Возмож-
но пато-
генный

Повреж-
дающий

Поврежда-
ющий

Неопреде-
ленного зна-

чения
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Таблица 2

Биохимические показатели и генотипы пациентов с диагнозом БВ

№ Пол Лабораторные данные при 
первой консультации Активность ЛКЛ Возраст постановки 

диагноза Генотип

1 Ж

АЛТ 130
АСТ 424
ОХ 6,80

ЛПВП-Х 0,80
ЛПНП-Х 5,95

ТГ н.д.

0,8 ммоль/мг/ч 4 мес c.348G>A/ c.398delC

2 М

АЛТ 33
АСТ 295
ОХ 6,00

ЛПВП-Х н.д.
ЛПНП-Х н.д.

ТГ н.д.

0,04 нмоль/пятно/ч 3 мес c.348G>A/c.796G>T

3 Ж

АЛТ 99
АСТ 413
ОХ 6,55

ЛПВП-Х 1,49
ЛПНП-Х 5,90

ТГ 3,12

0,00 нмоль/пятно/ч 3 мес c.442delG/ c.817_818delAA

ной недостаточности. Смерть наступила спустя 1–3 ме-
сяца после появления первых симптомов. 

Проводилась дифференциальная диагностика с 
другими ЛБН. Активность лизосомных ферментов 
сфингомиелиназы, гексоаминидазы, глюкоцеребро-
зидазы была в пределах референсных значений. Одно-
му из пациентов проводился анализ активности ЛКЛ 
в лейкоцитах. Было выявлено снижение активности 
(0,8 ммоль/мг/ч при норме >23,4 ммоль/мг/ч). Двум 
другим пациентам проводился анализ в DBS – выяв-
лено резкое снижение активности ЛКЛ.

Пациенты с БНЭХ 
Тридцати одному пациенту на основании клинико-

лабораторных данных был установлен диагноз БНЭХ, 
Возраст возникновения первых симптомов варьировал 
от 4 месяцев до 18 лет (медиана составила 3 г). Геноти-
пы и основные биохимические показатели пациентов 
с БНЭХ представлены в табл. 3. 

Наиболее распространенным симптомом у боль-
ных являлась умеренная гепатомегалия, наблюдавша-
яся при первом обращении у 23 пациентов (72%), у 8 из 
них также при первом обследовании выявлялось уве-
личение селезенки (25%). Уровни АЛТ и АСТ в крови 
варьировали в диапазоне от нормальных (менее 37 ед/л 
и 47 ед/л соответственно) до 20-кратно превышающих 
референсные значения, чаще всего показатели колеба-
лись в пределах от 2- до 4-кратного увеличения. 

Дислипидемия с повышением уровней общего хо-
лестерина и холестерина ЛПНП в той или иной сте-
пени присутствовала у всех пациентов, за исключени-
ем одного с умеренно повышенным холестерином и 
ЛПНП в пределах референсных значений. При этом 
уровень ТГ (там, где представлен), был нормальным, 
либо умеренно повышенным (8 и 11 случаев соответ-
ственно), уровень ЛПВП – пониженным в 10 случа-
ях, и в 17 случаях нормальным (у 4 пациентов данные 
не представлены).

При проведении инструментальных исследований 
(УЗИ, КТ, магнитно-резонансной томографии брюш-
ной полости) у всех пациентов были выявлены гепа-
томегалия и диффузные изменения в паренхиме пече-
ни. Доступные данные исследования биоптатов пече-
ни и/или эластографии 19 пациентов демонстрировали 
различные стадии фиброза от начальной до цирроза 
и печеночной недостаточности. При микроскопиче-
ском исследовании препаратов печени выявлены ми-
кровезикулярный стеатоз и «пенистые» клетки Куп-
фера и макрофаги. 

У одного из пациентов с фенотипом БНЭХ выяв-
лена не описанная ранее однонуклеотидная синони-
мичная замена c.600G>A в гомозиготном состоянии. 
Биоинформатический анализ с использованием про-
граммы PyMol показывает, что делеция 21 аминокис-
лотного остатка, возникающая вследствие неправиль-
ного сплайсинга и делеции в транскрипте, затрагива-
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Таблица 3

Биохимические показатели и генотипы пациентов с диагнозом БНЭХ

№ Пол Лабораторные данные при 
первой консультации*

Активность ЛКЛ,  
нмоль/пятно/ч

Возраст постановки 
диагноза Генотип

Пациенты, гомозиготные по варианту c.894G>A

1 М

АЛТ 180,0
АСТ 95,0
ОХ 8,35

ЛПВП н.д.
ЛПНП н.д.

ТГ 0,94

0,00 14 лет c.894G>A/c.894G>A

2 Ж

АЛТ 163,0
АСТ 131,0

ОХ 9,33
ЛПВП 1,20
ЛПНП 7,53

ТГ 8,69

0,00 8 лет c.894G>A/c.894G>A

3 Ж

АЛТ 124,0
АСТ 81,0
ОХ 9,55

ЛПВП 0,92
ЛПНП 8,40

ТГ 1,34

0,01 7 лет c.894G>A/c.894G>A

4 Ж

АЛТ 183,2
АСТ 144,0

ОХ 6,16
ЛПВП 1,28
ЛПНП 4,60

ТГ 0,94

0,00 9 лет c.894G>A/c.894G>A

5 Ж

АЛТ 114,0
АСТ 148,0

ОХ 8,20
ЛПВП 1,10
ЛПНП 6,19

ТГ 1,97

0,00 13 лет c.894G>A/c.894G>A

6 М

АЛТ 188,0
АСТ 80,0
ОХ 7,01

ЛПВП 0,80
ЛПНП 5,02

ТГ 2,56

0,00 32 года c.894G>A/c.894G>A

7 Ж

АЛТ 134,0
АСТ 86,0
ОХ 8,00

ЛПВП 1,00
ЛПНП 7,07

ТГ н.д.

0,00 7 лет c.894G>A/c.894G>A

8 М

АЛТ 88
АСТ 125
ОХ 5,90

ЛПВП 1,05
ЛПНП 4,58

ТГ 0,94

0,03 6 лет c.894G>A/c.894G>A

Продолжение табл. 3 см. на стр. 10
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№ Пол Лабораторные данные при 
первой консультации*

Активность ЛКЛ,  
нмоль/пятно/ч

Возраст постановки 
диагноза Генотип

9 Ж

АЛТ 210,0
АСТ 146,0
ОХ 11,10

ЛПВП 1,14
ЛПНП 9,08

ТГ 1,51

0,02 9 лет c.894G>A/c.894G>A

10 Ж

АЛТ 160,0
АСТ 118,0

ОХ 9,07
ЛПВП 1,45
ЛПНП 8,24

ТГ н.д.

0,01 5 лет c.894G>A/c.894G>A

11 Ж

АЛТ 32,0
АСТ 58,0
ОХ 6,41

ЛПВП 0,60
ЛПНП 3,79

ТГ 1,68

0,03 2 года c.894G>A/c.894G>A

Пациенты, гетерозиготные по варианту c.894G>A

1 Ж

АЛТ 198,0
АСТ 78,7
ОХ 7,89

ЛПВП 0,70
ЛПНП 6,00

ТГ н.д.

0,00 8 лет c.894G>A/ c.894+1G>A

2 М

АЛТ 147,5
АСТ 124,1

ОХ 9,70
ЛПВП н.д.
ЛПНП 7,90

ТГ н.д.

0,02 7 лет c.894G>A/ c.796G>T

3 Ж

АЛТ 150,0
АСТ 165,4

ОХ 8,05
ЛПВП н.д.
ЛПНП 7,30

ТГ н.д.

0,00 4 года c.894G>A/ c.796G>T

4 Ж

АЛТ 122,0
АСТ 99,0
ОХ 8,67

ЛПВП 2,07
ЛПНП 5,57

ТГ 2,26

0,00 18 лет c.894G>A/ c.796G>T

5 М

АЛТ 109,0
АСТ 82,0
ОХ 6,18

ЛПВП 0,90
ЛПНП 5,59

ТГ н.д.

0,02 14 лет c.894G>A/ c.421delG

6 Ж

АЛТ 128
АСТ 62
ОХ 6,18

ЛПВП 1,20
ЛПНП 5,85

ТГ н.д.

0,00 5 лет c.894G>A/ c.796G>T

Продолжение табл. 3 см. на стр. 11



11ISSN 2073-7998

МЕДИЦИНСКАЯ ГЕНЕТИКА. 2019. №8

№ Пол Лабораторные данные при 
первой консультации*

Активность ЛКЛ,  
нмоль/пятно/ч

Возраст постановки 
диагноза Генотип

7 М

АЛТ 143
АСТ 207
ОХ 7,59

ЛПВП 0,80
ЛПНП 4,63

ТГ 1,76

0,01 10 лет c.894G>A/ c.420G>A

8 М

АЛТ 258
АСТ 183
ОХ 6,73

ЛПВП 0,59
ЛПНП5,49

ТГ 2,20

0,00 8 лет c.894G>A/ c.796G>T

9 Ж

АЛТ 88
АСТ 56
ОХ 9,05

ЛПВП 0,80
ЛПНП 7,77

ТГ 2,36

0,02 9 лет c.894G>A/ c.420G>A

10 М

АЛТ 132
АСТ 106
ОХ 7,04

ЛПВП 0,90
ЛПНП 5,66

ТГ 1,99

0,01 6 лет c.894G>A/ c.420G>A

11 Ж

АЛТ 96
АСТ 74
ОХ 9,74

ЛПВП 1,35
ЛПНП 7,94

ТГ 2,17

0,00 12 лет c.894G>A/ c.817_818delAA

12 М

АЛТ 115
АСТ 111
ОХ 7,20

ЛПВП 0,80
ЛПНП 5,60

ТГ н.д.

0,00 6 лет c.894G>A/ c.398C>A

13 М

АЛТ 406
АСТ 14
ОХ 6,63

ЛПВП 0,96
ЛПНП 5,30

ТГ н.д.

0,00 5 лет c.894G>A/c.309C>A

14 М

АЛТ 358
АСТ 47
ОХ 5,84

ЛПВП 1,56
ЛПНП 3,69

ТГ 1,29

0,00 21 год c.894G>A/c.309C>A

15 Ж

АЛТ 178
АСТ 247
ОХ 7,27

ЛПВП 1,30
ЛПНП5,86

ТГ 1,21

0,01 5 лет c.894G>A/ c.911_912delinsT

Продолжение табл. 3 см. на стр. 12
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№ Пол Лабораторные данные при 
первой консультации*

Активность ЛКЛ,  
нмоль/пятно/ч

Возраст постановки 
диагноза Генотип

16 М

АЛТ 203
АСТ 142
ОХ 9,50

ЛПВП 1,10
ЛПНП 7,09

ТГ н.д.

0,01 7 лет c.894G>A/ c.796G>T

17 М

АЛТ 78
АСТ 89
ОХ 6,25

ЛПВП н.д.
ЛПНП 5,10

ТГ н.д.

0,02 15 лет c.894G>A/ c.348G>A

18 Ж

АЛТ 128
АСТ 79
ОХ 7,24

ЛПВП-Х 0,71
ЛПНП-Х 5,85

ТГ 1,20

0,02 6 лет c.894G>A/ с.-
3А>GПримечание

Пациенты без вариантаc.894G>A в генотипе

1 Ж

АЛТ 308
АСТ 441
ОХ 11,80

ЛПВП 0,80
ЛПНП 8,98

ТГ 2,30

0,01 13 лет c.600G>A/ c.600G>A

2 Ж

АЛТ 130
АСТ 114
ОХ 10,25

ЛПВП 0,80
ЛПНП 5,95

ТГ н.д.

0,00 19 лет c.177_180dup4/ c.956A>T

Примечание: * АЛТ – (<37 Ед./л); АСТ – (<47 Ед./л); ОХ – общий холестерин (5,20-3,20 ммоль/л); ЛПВП-Х – холестерин в составе 
липидов высокой плотности (2,10-0,90 ммоль/л); ЛПНП-Х – холестерин в составе липидов низкой плотности (3,80-1,55 ммоль/л); ТГ – 
триглицериды (1,70-0,10 ммоль/л).

ет каталитический сайт ЛКЛ, и фермент аномального 
строения, вероятно, должен быть полностью лишен 
активности. У пациента заболевание манифестирова-
ло довольно рано по сравнению с другими больными 
БНЭХ. Первые симптомы появились на первом го-
ду жизни в виде гепатоспленомегалии и анемии, но, 
в сравнении с младенческой формой, прогрессирова-
ло медленно: цирроз печени, печеночная недостаточ-
ность, портальная гипертензия, варикозное расши-
рение вен пищевода развились в возрасте 15 лет, что 
позволяет предположить, что замена c.600G>A, по ана-
логии с вариантом c.894G>A, допускает правильный 
сплайсинг некоторой доли мРНК, что и обеспечивает 
остаточную активность фермента [2, 7]. 

Пациент с генотипом c.[177_180dup4(;)956A>T] 
имел крайне мягкий фенотип. Хотя ДЛКЛ также был 
выявлен в возрасте 1 года, в возрасте 19 лет наблюда-

лись минимальные изменения и умеренная гепато-
мегалия. При этом дупликация c.177_180dup4 с оче-
видностью является LOF-аллелем с полной потерей 
функциональной активности, что говорит о «мягком» 
влиянии варианта c.956A>T на функциональную ак-
тивность ЛКЛ.

Одиннадцать и восемнадцать больных с диагно-
зом БНЭХ имеют частую мутацию c.894G>A в гомо-
зиготном и компаунд-гетерозиготном состоянии со-
ответственно. Предполагается, что вариант c.894G>A 
смягчает фенотип ДЛКЛ [17]. LOF-мутации в гомози-
готном или компаунд-гетерозиготном состоянии друг 
с другом, напротив, ведут к развитию БВ. 

Анализ спектра мутаций гена LIPA 
Среди всех 68 выявленных мутантных аллелей наи-

большую долю составляет вариант c.894G>A (40 хро-
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мосом, аллельная частота в выборке составила 58,8%). 
Данный результат согласуется с результатами иссле-
дований в других европейских популяциях [1, 2, 6, 
8]. Принимая во внимание крайне низкие частоты 
данного аллеля среди представителей других рас [11], 
можно предположить, что его высокая распространен-
ность в Европе и среди белого населения США явля-
ется следствием «эффекта основателя». Эту гипотезу 
подтверждают исследования в испанской и итальян-
ской популяциях по ко-сегрегации варианта c.894G>A 
с уникальным гаплотипом [6]. Целесообразно предпо-
ложить такое же объяснение высокой частоты аллеля 
c.796G>T (6 хромосом, аллельная частота в выборке со-
ставила 8,8%) в российской популяции при его край-
не редкой встречаемости в других исследованных вы-
борках. Кроме того, мы выявили достаточно высокий 
процент разнообразных ранее неописанных патоген-
ных изменений в гене LIPA, что говорит об особенно-
стях спектра мутаций в РФ.

Среди остальных мутаций превалируют LOF-
варианты: нонсенс-замены (включая аллель c.796G>T, 

15 хромосом), делеции и дупликации со сдвигом рам-
ки считывания (6 хромосом), изменения в канониче-
ских сайтах сплайсинга (2 хромосомы) и синонимич-
ный вариант c.600G>A, встреченный у одной паци-
ентки в гомозиготном состоянии (2 хромосомы), итого 
36,8% от общего числа. Остальные находки представ-
лены тремя различными миссенс-заменами (2 описан-
ные и 1 неописанная, всего 4 хромосомы). Соотноше-
ние вариантов разного типа в выборке представлено в 
табл. 4 и на рис. 1 и 2.

Согласно нашим данным, вариант c.894G>A 
составляет 58,8% от всех мутантных аллелей гена LIPA 
у больных ДЛКЛ. Был разработан метод ПЦР-ПДРФ-
анализа для выявления носителей данного варианта в 
популяции (рис. 3). 

С использованием разработанной системы ПДРФ-
анализа мы провели определение частоты встречаемо-
сти варианта c.894G>A среди новорожденных г. Мо-
сквы. В выборке 920 новорожденных (1840 хромосом) 
выявлено 4 гетерозиготных носителя частого вариан-
та. Таким образом, частота аллеля составляет 4:1840 = 

Таблица 4 

Аллельные частоты различных патогенных вариантов в гене LIPA в выборке больных ДЛКЛ

№ Вариант Эффект Количество аллелей в 
выборке

Аллельная частота в 
выборке, %

1 c.309C>A (p.S103R) Миссенс 2 2,9%

2 c.398delC (p.S133*) Нонсенс 1 1,5%

3 c.796G>T (p.G266*) Нонсенс 6 8,8%

4 c.894G>A (p.275_298del) Повреждение сайта сплайсинга 40 58,8%

5 c.894+1G>A (p.275_298del) Повреждение сайта сплайсинга 1 1,5%

6 c.-3A>G
(p.?)

Повреждение
сайта сплайсинга 1 1,5%

7 c.177_180dup4 (p.L61Yfs*5) Сдвиг рамки считывания 1 1,5%

8 c.348G>A (p.W116*) Нонсенс 3 4,4%

9 c.398C>A (p.S133*) Нонсенс 2 2,9%

10 c.420G>A (p.W140*) Нонсенс 3 4,4%

11 c.421delG (p.A141Lfs*20) Сдвиг рамки считывания 1 1,5%

12 c.442delG
(p.A148Qfs*13) Сдвиг рамки считывания 1 1,5%

13 c.600G>A (p.180_200del) Возникновение альтернативного
сайта сплайсинга 2 2,9%

14 c.817_818delAA (p.N273Yfs*3) Сдвиг рамки считывания 2 2,9%

15 c.911_912delinsT (p.K304Ifs*4) Сдвиг рамки считывания 1 1,5%

16 c.956A>T (p.H319L) Миссенс 1 1,5%
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1:460. Поскольку большинство больных ДЛКЛ, уча-
ствовавших в исследовании, проживают в Централь-
ной России, долю аллеля c.894G>A, рассчитанную в 
их выборке, можно считать действительной для Мо-
сквы, следовательно, частота всех мутантных аллелей 
гена LIPA (q) в выборке новорожденных должна со-
ставить 1:(460*0,588) ≈ 1:270 (доверительный интер-
вал от 1:625 до 1:147). 

Исходя из соотношения Харди-Вайнберга, расчет-
ная частота встречаемости гомозигот и компаунд-ге-
терозигот по всем патогенным вариантам в изученной 
выборке составляет 1:73 159 или 0,000014.

Рис. 2. Распределение выявленных вариантов гена LIPA  по частоте 
представленности в обследованной выборке пациентов.

Рис. 3. Детекция варианта c.894G>A. ПДРФ-анализ.
При замене c.894G>A исчезает сайт рестрикции для эндонуклеазы 
Bst2UI (CC^WGG)
1 – фрагмент экзона 8 гена LIPA после обработки эндонуклеазой 
Bst2UI: вариант c.894G>A в гетерозиготном состоянии
2 – 4 – фрагмент экзона 8 гена LIPA после обработки эндонуклеазой 
Bst2UI: норма
5 – фрагмент экзона 8 гена LIPA после обработки эндонуклеазой 
Bst2UI: вариант c.894G>A в гомозиготном состоянии
6 – маркер молекулярного веса.

Рис. 1. Распределение вариантов гена LIPA в выборке пациентов с ДЛКЛ 
по эффекту.

Полученная расчетная частота ДЛКЛ существен-
но ниже, чем в некоторых странах Европы (например, 
1:40000 в Германии [10]), близка к частоте, рассчитан-
ной  Федяковым с соавт. для выборки из 523 человек из 
Северо-Западного и Центрального регионов РФ (1:67 
600) [18], и значительно превышает предполагаемую 
для России (1:150 000 – 1:100 000) [12].

Заключение

В ходе селективного скрининга в группе больных 
ЛБН на основании измерения активности ЛКЛ диагноз 
ДЛКЛ был установлен 33 пациентам, т.е. более 1,5%, 
что для редкого заболевания является высоким пока-
зателем. Измерение активности фермента в присут-
ствии ингибитора в DBS на сегодняшний день является 
наиболее точным и воспроизводимым биохимическим 
методом анализа на ДЛКЛ. Поэтому мы рекомендуем 
включать анализ на ДЛКЛ в первую линию диагности-
ческих мероприятий при подозрении на ЛБН.

Нами изучен спектр мутаций гена LIPA у россий-
ских пациентов с ДЛКЛ. Показано, что подавляющее 
число патогенных аллелей представляет собой точко-
вые мутации в кодирующей последовательности, и их 
обнаружение, как правило, не требует применения 
специфических методик и технологий помимо сек-
венирования. Однако на примере ДЛКЛ с особенной 
остротой заметна главная проблема и задача современ-
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ной генетической диагностики: определение функци-
ональной значимости новых вариантов. Качественный 
состав обнаруженных изменений в гене LIPA чрезвы-
чайно разнообразен. 

Среди патогенных вариантов, выявленных у рос-
сийских пациентов, наиболее часто встречаются му-
тация c.894G>A, что характерно для всех европейских 
популяций, а также сравнительно редкий в других по-
пуляциях вариант c.796G>T, что может быть связано 
с эффектом основателя на территории европейской 
России. Также найдены ранее не описанные вариан-
ты гена LIPA, вносящие значимый вклад в генетиче-
скую структуру заболевания. 

Популяционная частота носительства патогенных 
вариантов в гене LIPA оценена как 1:270. Расчетная ча-
стота ДЛКЛ в Москве оценена как 1:73 159, что пре-
вышает предполагаемую частоту для РФ 1:100 000 – 
1:150 000.
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