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Введение

Лизосомные болезни накопления (ЛБН) – группа наследственных 

метаболических заболеваний, связанных со снижением активности 

лизосомных гидролаз или нарушением системы транспорта белков и 

субстратов в лизосомы. Около 50 заболеваний относят к группе ЛБН, каждое из 

которых встречается крайне редко, но их суммарная частота составляет 

примерно 1:7000 живых новорожденных.  Возможно, что истинная частота этих 

заболеваний недооценена, поскольку могут встречаться атипичные формы с 

поражением одной системы органов, мягкие, практически бессимптомные 

фенотипы, которые наряду с чрезвычайно тяжелыми вариантами 

диагностировать трудно.   

До недавнего времени медицина не располагала эффективными средствами 

лечения больных с ЛБН. В последние десятилетия были предложены несколько 

подходов к лечению этих наследственных болезней: трансплантация 

гемопоэтических стволовых клеток (ТГСК), ферментная заместительная терапия 

(ФЗТ), ограничение синтеза субстрата, терапия фармакологическими 

шаперонами, генотерапия, клеточная терапия. Многие из них на сегодняшний 

день являются лишь экспериментальными, некоторые уже получили широкое 

распространение и применяются во многих странах, в том числе и России.  

Молекулярные механизмы этиопатогенеза ЛБН сходны. Все они 

обусловлены мутациями генов, контролирующих процесс внутрилизосомного 

гидролиза макромолекул. Мутации соответствующих генов могут нарушать 

синтез, созревание или транспорт самих лизосомных ферментов, белков-

активаторов или белков, контролирующих транспорт субстратов, подлежащих 

гидролизу.  

Диагностика ЛБН, как правило, включает несколько этапов: клиническую 

диагностику (диагноз должен быть заподозрен врачом на основании 

Введение
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совокупности клинических симптомов), биохимическую диагностику 

(определение активности ферментов и других биомаркеров) и ДНК-

диагностику (выявление мутаций в гене). На всех этапах этой диагностики врачи 

сталкиваются с определенными трудностями. В данном информационном 

буклете будут рассмотрены вопросы, связанные с лабораторной диагностикой 

некоторых ЛБН. 

Тесты, которые применяют для диагностики ЛБН 

На клиническом уровне диагноз ЛБН может быть только заподозрен, и 

дальнейшая диагностика целиком зависит от применения широкого спектра 

биохимических и молекулярно-генетических методов.  

 Следует отметить, что «золотым стандартом» диагностики ЛБН являются 

биохимические тесты. Прежде всего, это определение активности ферментов 

лизосом, а также концентрации метаболитов. ДНК-диагностика необходима 

для проведения пренатальной и преимплантационной диагностики в семье, в 

ряде случаев полезна для установления формы заболевания (например, при 

МПС I типа и болезни Гоше).  Для мониторинга терапии полезными являются 

определение метаболитов (гликозаминогликанов, лизосфинголипидов) и 

вторичных биомаркеров, таких как хитотриозидаза, легочный хемокин CCL18, 

ангиотензин-конвертирующий фермент (ACE) и других. 

Методы определения активности ферментов и метаболитов в пятнах 

высушенной крови, получившие распространение в последние годы, 

уже активно применяются для диагностики наследственных заболеваний 

(таблица 1).  

4
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Таблица 1. Примеры ЛБН, для которых проводится диагностика с 

применением технологии тандемной масс-спектрометрии. 

Заболевание Ген, 
локализация 

Мутантный фермент Метаболиты и 
биомаркеры 
для контроля 
лечения 

Лечение 

МПС I IDUA, 4p16.3. α-L-идуронидаза ГАГ ФЗТ, ТГСК (для 
тяжелых форм) 

Болезнь Гоше GBA, 
1q22 

β-D-глюкозидаза 
(глюкоцереброзидаза) 

хитотриозидаза
, LysoGL1 
(GlcSph) 

ФЗТ, малые 
молекулы 

Болезнь Фабри GLA, 
Xq22.1 

α-галактозидаза LysoGB3 ФЗТ, малые 
молекулы 

Болезнь Помпе GAA, 
17q25.3 

α-глюкозидаза Glc4 (Glcα1–
6Glcα1–4Glcα1–
4Glc) 

ФЗТ 

Болезнь Ниманна-
Пика тип А и В 

SMPD1, 
11p15.4 

сфингомиелиназа LysoSM Разрабатывается
 ФЗТ

Болезнь Краббе GALC, 
14q31.3 

галактоцереброзидаза GalSph ТГСК (на ранних 
стадиях 
болезни) 

Муколипидоз II, III GNPTAB,12q23.2 N-ацетилглюкозамин-
1-фосфотрансфераза 

Нет Нет лечения 

В ближайшие годы ожидаются коммерчески доступные тест-системы для 

выявления других ЛБН (мукополисахаридозов II, IIIВ , VI, IVA, VII типов, 

нейронального цероидного липофусциноза тип 2), а в перспективе следует 

ожидать расширения перечня заболеваний, для которых будут доступны тест-

системы. 

5
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Ферментная диагностика ЛБНФерментная диагностика ЛБН

Ферментная диагностика - определение активности ферментов лизосом 

является «золотым стандартом» лабораторной диагностики ЛБН. 

Современные технологии позволяют определять активность ферментов 

лизосом в лейкоцитах крови, культуре кожных фибробластов, ворсинах 

хориона и пятнах высушенной крови. Для этого применяются два 

основных методических подхода - флуориметрический метод и определение 

активности ферментов с применением тандемной масс-спектрометрии. 

Общий принцип применения флуорогенных субстратов состоит в том, что 

субстрат представляет собой химическое производное флуорохрома, не 

способное к флуоресценции в исходном состоянии, но под действием 

молекул соответствующих ферментов субстрат каталитически 

расщепляется с освобождением флуорохрома, флуоресценцию которого 

можно измерить. Флуорогенные субстраты на основе 4-

метилумбеллиферона являются очень чувствительными и с их 

помощью, возможно определять активность ферментов даже в 

микроколичествах биологического материала (пятнах высушенной крови). 

Как правило, активность ферментов у больных с ЛБН составляет менее 

10% от нормы и при проведении биохимического тестирования 

установление точного диагноза не составляет значительных трудностей. 

Однако, существует ряд факторов, затрудняющих интерпретацию 

биохимических исследований. Один из них – наличие в гене так называемых 

аллелей «псевдонедостаточности», которые приводят к изменениям 

структуры фермента и не позволяют белку адекватно расщеплять 

искусственный субстрат in vitro, при этом с естественным субстратом данный 

фермент не показывает снижения активности. Это явление 

описано для арилсульфатазы А (метахроматическая  лейкодистрофия), 
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β-галактозидазы (GM1-ганглиозид), α-идуронидазы (мукополисахаридоз 

тип I), α-галактозидазы (болезнь Фабри), галактоцереброзидазы (болезнь 

Краббе). 

 Метод тандемной масс-спектрометрии завоевал большую популярность, 

поскольку является высокочувствительным и производительным и требует 

небольшого количества биологического материала. Тест является 

высокоспецифичным для каждого конкретного заболевания, поскольку 

применяются субстраты, близкие по своему строению к натуральным. Другим 

немаловажным плюсом метода является возможность одновременного 

определения активности нескольких ферментов, что позволяет проводить 

исследование на ряд ЛБН. В данное время разработаны тест – системы для 

анализа 6 лизосомных ферментов, но следует ожидать, что через несколько 

лет появится возможность определять активность 10 и более ферментов в 

одном пятне крови. 

Рисунок 1. Схема определения активности лизосомных ферментов с 

помощью тандемной масс-спектрометрии. 

 Основной принцип метода (рисунок 1) состоит в следующем: к пятнам крови 

добавляется смесь субстратов и внутренних стандартов (с известной 

концентрацией) в буфере с оптимальным рН. Ферментная реакция, как 

правило, проводится 16-18 часов при 370С.  

После инкубации реакция останавливается смесью растворителей и 

проводится жидкостная экстракция для удаления оставшихся в смеси солей - 

отбирается верхний слой растворителя, высушивается и повторно растворяется 

7
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в мобильной фазе. Полученный раствор, содержащий внутренние стандарты и 

продукты ферментной реакции, вносится в масс-спектрометрическую систему. 

Активность ферментов рассчитывается по формуле: 

 Ae = ((P/IS) x [IS] x VIS)/(3.1 x ti) 

где [IS] - концентрация внутреннего стандарта в анализируемой смеси 

(мкмоль), ti - время инкубации (ч.), (P/IS) - отношения площади пика продукта 

к площади пика внутреннего стандарта. Хроматографическое 

разделение представлено на рисунке 2. 

Рисунок 2.  Хроматограмма продуктов ферментой реакции и внутренних 

стандартов для 6 лизосомных ферментов. 

Забор биоматериала для диагностики в пятнах крови 

Несоблюдение  правил  забора  биоматериала  -  основная  причина 

неинформативных тестов.  

Кровь собирается на стандартную карточку-фильтр (№903), которая 

применяется для скрининга новорожденных в Российской Федерации или 

аналогичную для получения сухого пятна крови. Кровь может быть, как 

капиллярная (из пальца, пятки), так и венозная. Венозная кровь собирается в 

8
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пробирку, аккуратно перемешивается и затем быстро с помощью пипетки 

наносится на фильтр по 25-50 мкл крови на каждую выделенную область. 

Необходимо хорошо пропитать выделенную область на фильтре (рис. 3). 

Предпочтительно собирать образцы после еды через 40 минут - 1 час. 

Возможно также осуществить забор крови и натощак. 

Рисунок 3. Образец правильного нанесения крови на карточку-фильтр. 

• Капли должны полностью пропитать кружки с обратной стороны 
• Не касайтесь области, пропитанной кровью 

8

На карточке-фильтре обязательно 

должны быть четко указаны ФИО, кем и 

откуда направлен пациент, дата 

рождения и телефон лечащего врача 

(рисунок 4). 

Рисунок 4. Образец карточки-фильтра 

Образец сухого пятна крови вкладывается в чистый конверт, либо в чистый

файл. Карточка-фильтр не должна соприкасаться с грязной поверхностью и с

образцами других пациентов. Необходимо приложить к образцам

информированные согласия пациента или его законных представителей на

проведение лабораторных исследований. Алгоритм действий представлен на

рисунке 5.
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Рисунок 4. Образец заполнения карточки-фильтра

Образец сухого пятна крови вкладывается в чистый конверт, либо в чистый

файл. Карточка-фильтр не должна соприкасаться с грязной поверхностью и с

образцами других пациентов. Необходимо приложить к образцам

информированные согласия пациента или его законных представителей на

проведение лабораторных исследований. Алгоритм действий представлен на

рисунке 5.
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Рис. 5 Алгоритм действий медицинского персонала 

Инфузионная терапия

Некоторые пациенты могут получать инфузионную терапию,

переливание компонентов крови, что может оказать влияние на результаты

тестов. Например, при переливании плазмы кровимогут быть получены ложно-

отрицательные результаты, так как определяемые ферменты находятся в

плазме и в клетках крови. Рекомендуется осуществить забор крови для

Алгоритм действий медицинского персонала при взятии образцов крови  

- вымыть руки (гигиенический уровень), надеть перчатки; 

- вымыть руки пациента (пятку ребенка, в случае, если кровь берется из пятки); 

- протереть область прокалывания стерильной салфеткой, смоченной 70% спиртом, 

промокнуть сухой стерильной салфеткой; 

- проколоть стерильным одноразовым скарификатором; 

- снять первую каплю крови стерильным сухим тампоном; 

- мягко надавить для получения второй капли крови; 

- приложить перпендикулярно тест-бланк к капле крови и пропитать его кровью 

насквозь; 

- аналогичным образом нанести на тест-бланк 6-8 капель, вид пятен крови должен 

быть одинаковым с обеих сторон. 

- высушить тест-бланк в горизонтальном положении на чистой обезжиренной 

поверхности не менее 4 ч без применения тепловой обработки и попадания прямых 

солнечных лучей; 

- упаковать тест-бланки в чистый конверт таким образом, чтобы пятна крови не 

соприкасались. 

Для отправки сухих капель крови на диагностику необходимо позвонить по телефону 

горячей линии для уточнения лабораторий, проводящих бесплатную диагностику: 

8(800)100-24-94 

В ФГБНУ «медико-генетический научный центр» в рамках Государственного задания 

при очной консультации у врачей–генетиков центра пациентам проводятся 

исследования на бюджетной (бесплатной) основе: +7 (495) 111-03-03 

10
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соприкасались.

Для отправки сухих капель крови на диагностику необходимо позвонить по телефону

горячей линии для уточнения лабораторий, проводящих бесплатную диагностику:

8(800)100-24-94

В ФГБНУ «медико-генетический научный центр» в рамках Государственного задания

при очной консультации у врачей–генетиков центра пациентам проводятся

исследования на бюджетной (бесплатной) основе: +7 (495) 111-03-03
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ферментной и ДНК-диагностики не ранее чем через 6-7 дней после 

переливания плазмы крови и через 7-10 дней после переливания компонентов 

крови.

Не допускается забор крови: 

- сразу после проведения пациенту инфузионной терапии;

- сразу после заменного переливания крови.

Хранение и транспортировка биоматериала 

Образцы высушенных пятен крови можно хранить в обычной камере 

холодильника при +40С до отправки. Срок хранения до момента отправки не 

должен превышать 7 дней. Если хранить дольше и при более высокой 

температуре, то активность фермента даже в норме может снижаться, что 

приведет к ложно-положительным результатам. 

Интерпретация результатов исследования

В данном разделе приведены ответы на наиболее частые вопросы, которые

задают врачи после получения результатов диагностики.

Всегда ли снижение активности фермента свидетельствует о

заболевании?

Нет, не всегда.

Во-первых, при транспортировке биоматериала, нарушении условий

хранения активность фермента может снижаться.

Во-вторых, на результаты теста может оказывать влияние проводимая

инфузионная терапия.

В-третьих, активность фермента может снижаться в связи с присутствием

аллелей "псевдонедостаточности" - нормальных вариантов гена, которые

оказывают влияние только на работу фермента с искусственным субстратом, но

не являются причиной болезни.

10

ферментной и ДНК-диагностики не ранее чем через 6-7 дней после

переливания плазмы крови и через 7-10 дней после переливания компонентов

крови.
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ферментной и ДНК-диагностики не ранее чем через 6-7 дней после

переливания плазмы крови и через 7-10 дней после переливания компонентов

крови.

Не допускается забор крови:

- сразу после проведения пациенту инфузионной терапии;

- сразу после заменного переливания крови.

Хранение и транспортировка биоматериала

Образцы высушенных пятен крови можно хранить в обычной камере

холодильника при +40С до отправки. Срок хранения до момента отправки не

должен превышать 7 дней. Если хранить дольше и при более высокой

температуре, то активность фермента даже в норме может снижаться, что

приведет к ложно-положительным результатам.

Интерпретация результатов исследования

В данном разделе приведены ответы на наиболее частые вопросы, которые

задают врачи после получения результатов диагностики.

Всегда ли снижение активности фермента свидетельствует о

заболевании?

Нет, не всегда.
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нижней границы нормы, но известны случаи, когда остаточная активность

значительно выше, например, у взрослых пациентов с болезнью Помпе. При

поздней форме болезни Помпе активность фермента составляет 30-50% от

нормы.

Все пограничные значения активности фермента требуют особого внимания

и перепроверки.

Всегда ли нормальная активность фермента позволяет исключить

болезнь?

В большинстве случаев ответ Да, но есть исключения.

Во-первых, при транспортировке биоматериала, нарушении условий 

хранения активность фермента может снижаться.

Во-вторых, на результаты теста может оказывать влияние проводимая 

инфузионная терапия. 

В-третьих, активность фермента может снижаться в связи с присутствием 

аллелей "псевдонедостаточности" - нормальных вариантов гена, которые 

оказывают влияние только на работу фермента с искусственным субстратом, но 

не являются причиной болезни. 

Поэтому при получении результатов со снижением активности фермента 
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рекомендуется повторное определение его активности, исследование 

метаболитов и других биомаркеров  и/или проведение ДНК диагностики. 

Для исключения псевдонедостаточности фермента следует тщательно 

сопоставлять клинические и лабораторные данные и проводить ДНК-

исследование для выявления аллелей «псевдонедостаточности». Отсутствие 

такого анализа может привести к назначению необоснованного лечения.    

Все лаборатории определяют активность не одного фермента, а нескольких 

для того, чтобы присутствовал индикатор плохого качества биоматериала. При 

определении активности в лейкоцитах крови таким индикатором может 

являться фермент бета-галактозидаза. При определении активности в пятнах 

крови необходимо обратить внимание на активность всех ферментов, которые 

были измерены. Если снижена активность, как интересующего фермента, так и 

одного или нескольких других, то в этом случае тест не может являться 

информативным и свидетельствует о нарушениях правил забора, хранения или 

транспортировкидбиоматериала. 

Какое снижение активности фермента является диагностически 

значимым? 

При патологии, как правило, активность фермента составляет от 0 до 20% от 

нижней  границы   нормы,  но  известны  случаи,  когда  остаточная  активность 

12
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Поэтому при получении результатов со снижением активности фермента

рекомендуется повторное определение его активности, исследование

метаболитов и других биомаркеров и/или проведение ДНК диагностики.

Для исключения псевдонедостаточности фермента следует тщательно

сопоставлять клинические и лабораторные данные и проводить ДНК-

исследование для выявления аллелей «псевдонедостаточности». Отсутствие

такого анализа может привести к назначению необоснованного лечения.

Все лаборатории определяют активность не одного фермента, а нескольких

для того, чтобы присутствовал индикатор плохого качества биоматериала. При

определении активности в лейкоцитах крови таким индикатором может

являться фермент бета-галактозидаза. При определении активности в пятнах

крови необходимо обратить внимание на активность всех ферментов, которые

были измерены. Если снижена активность, как интересующего фермента, так и

одного или нескольких других, то в этом случае тест не может являться

информативным и свидетельствует о нарушениях правил забора, хранения или

транспортировки биоматериала.

Какое снижение активности фермента является диагностически
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значительно выше, например, у взрослых пациентов с болезнью Помпе. При 

поздней форме болезни Помпе активность фермента составляет 30-50% от 

нормы.  

Все пограничные значения активности фермента требуют особого 

внимания и перепроверки. 

Всегда ли нормальная активность фермента позволяет исключить 

болезнь? 

В большинстве случаев ответ Да, но есть исключения. 

Например, некоторые ЛБН могут быть связаны не с дефицитом фермента, а с 

нарушением работы белков-активаторов, которые необходимы ферменту для 

взаимодействия с субстратом. При этих редких формах заболеваний 

активность фермента находится в пределах нормы. Дефекты белков-

активаторов описаны при болезни Гоше, GM2-ганглиозидозе. Поэтому, если 

клиническая картина и лабораторные показатели полностью соответствуют 

болезни Гоше, а фермент β-D-глюкозидаза (глюкоцереброзидаза) 

находится в пределах нормы, необходимо провести определение других 

маркеров – определить активность хитотриозидазы, измерить концентрацию 

лизосфинголипидов и на основании этих тестов принять решение о 

проведении дополнительных исследований для исключения мутаций в гене 

белка-активатора - просапозина. 

При болезни Фабри (БФ) у женщин активность фермента может быть в 

пределах нормы, несмотря на наличие клинических проявлений и выявленных 

мутаций. Поэтому у женщин с БФ ферментная диагностика не является 

надежным методом подтверждения диагноза и требуется определение 

концентрации специфических метаболитов и проведение ДНК-анализа. 

Также у некоторых пациентов наблюдается аномально высокая остаточная 

активность фермента, особенно при определении активности с 

искусственными флуорогенными субстратами. 

Поэтому в случае высокого подозрения на заболевания, исключения других

форм болезней, сходных по своим клиническим проявлениям, рекомендуется

проведение анализа гена или множества генов, чтобы исключить редкие

варианты ЛБН.

Что значит если активность ферментов выше нормы?

Повышение на 10-25% от верхней границы нормы, как правило, не имеет

значения и является вариантом нормы, но в этом случае требуется повторить

исследование.

13
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Например, некоторые ЛБН могут быть связаны не с дефицитом фермента, а

с нарушением работы белков-активаторов, которые необходимы ферменту для

взаимодействия с субстратом. При этих редких формах заболеваний активность

фермента находится в пределах нормы. Дефекты белков-активаторов описаны

при болезни Гоше, GM2-ганглиозидозе. Поэтому, если клиническая картина и

лабораторные показатели полностью соответствуют болезни Гоше, а фермент

β-D-глюкозидаза (глюкоцереброзидаза) находится в пределах нормы,

необходимо провести определение других маркеров – определить активность

хитотриозидазы, измерить концентрацию лизосфинголипидов и на основании

этих тестов принять решение о проведении дополнительных исследований для

исключения мутаций в гене белка-активатора - просапозина.

При болезни Фабри (БФ) у женщин активность фермента может быть в

пределах нормы, несмотря на наличие клинических проявлений и выявленных

мутаций. Поэтому у женщин с БФ ферментная диагностика не является

надежным методом подтверждения диагноза и требуется определение

концентрации специфических метаболитов и проведение ДНК-анализа.

Также у некоторых пациентов наблюдается аномально высокая остаточная

активность фермента, особенно при определении активности с

искусственными флуорогенными субстратами.
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Каждая лаборатория определяет свои референсные значения активности

фермента, которые могут меняться по мере накопления новых данных.

Поскольку методики по определению активности ферментов не являются

жестко стандартизированными, могут применяться разные реактивы и

использоваться разные по чувствительности приборы, соответственно,

референсные значения могут отличаться в разных лабораториях.

В каких единицах измеряют активность ферментов?

Характеристикой активности ферментов является скорость, с которой они

катализируют ту или иную реакцию. Данный показатель измеряется скоростью

превращения субстрата. Международный биохимический союз следующим

образом определяет активность фермента: Единица активности (Е) – это

количество фермента, которое катализирует превращение одного микромоля

Поэтому в случае высокого подозрения на заболевания, исключения других 

форм болезней, сходных по своим клиническим проявлениям, рекомендуется 

проведение анализа гена или множества генов, чтобы исключить редкие 

варианты_ЛБН.

Что значит если активность ферментов выше нормы? 

Повышение на 10-25% от верхней границы нормы, как правило, не имеет 

значения и является вариантом нормы, но в этом случае требуется повторить 

исследование. 

При  некоторых   заболеваниях,  например,  при  муколипидозе 

активность ферментов лизосом в плазме повышается в десятки раз. При 

проведении анализа в пятнах крови при муколипидозе II, III резко 

повышается активность сфингомиелиназы (иногда в сочетании с 

повышением активности альфа-глюкозидазы и альфа-идуронидазы). 

Поэтому высокая активность ферментов также может иметь диагностическое 

значение. 

Если пациент получает ферментную заместительную терапию (ФЗТ), 

то несколько дней после проведения инфузии в крови будет 

определяться_крайнедвысокаядактивностьдфермента. 

Можно ли на основании активности фермента определить 

форму заболевания? 

У пациентов с ЛБН как с легкими, так и с тяжелыми фенотипами активность 

будет значительно снижена. Поэтому достоверно определить форму 

заболевания, прогноз и скорость прогрессирования на основании 

анализа активности фермента невозможно. 

Как определяют референсные значения активности фермента? 

   Ка ждая лаборатория определяет свои референсные знаачения активности 

фермента, которые могут меняться по мере накопления новых данных. 

Поскольку  методики  по   определению   активности  ферментов  не   являются
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При некоторых заболеваниях, например, при муколипидозе активность

ферментов лизосом в плазме повышается в десятки раз. При проведении

анализа в пятнах крови при муколипидозе II, III резко повышается активность

сфингомиелиназы (иногда в сочетании с повышением активности альфа-

глюкозидазы и альфа-идуронидазы). Поэтому высокая активность ферментов

также может иметь диагностическое значение.

Если пациент получает ферментную заместительную терапию (ФЗТ), то

несколько дней после проведения инфузии в крови будет определяться крайне

высокая активность фермента.

Можно ли на основании активности фермента определить форму

заболевания?

У пациентов с ЛБН как с легкими, так и с тяжелыми фенотипами активность

будет значительно снижена. Поэтому достоверно определить форму

заболевания, прогноз и скорость прогрессирования на основании анализа

14

Все тесты можно разделить на две группы - скринирующие и

диагностические. Диагностические тесты – направлены на установление

диагноза пациентам, имеющим клинические признаки заболевания. Эти

тесты обладают высокой чувствительностью и специфичностью, близкой к

100%. Скринирующие тесты - направлены на выявление среди здоровой

популяции групп риска, у которых с высокой вероятностью можно

предположить наличие заболевания. Следует помнить, что после любого

положительного результата скрининга обязательно нужно проводить

диагностический тест для подтверждения диагноза.

Определение активности ферментов в пятнах крови относится к

скринирующим тестам, то есть требует проведения дополнительных

подтверждающих тестов, поскольку возможно наличие ложноположительных

результатов. Поэтому во всех заключениях лаборатория рекомендует

жестко стандартизированными, могут применяться разные реактивы и 

использоваться разные по чувствительности приборы, соответственно, 

референсные значения могут отличаться в разных лабораториях. 

В каких единицах измеряют активность ферментов? 

Характеристикой активности ферментов является скорость, с которой они 

катализируют ту или иную реакцию. Данный показатель измеряется скоростью 

превращения субстрата.  Международный биохимический союз следующим 

образом определяет активность фермента: Единица активности (Е) – это 

количество фермента, которое катализирует превращение одного микромоля 

субстрата в минуту при стандартных условиях (в оптимуме рН, при избытке 

субстрата, при температуре 37º или 20º С) в перерасчете на количество белка в 

миллиграммах, микролитр плазмы или пятно крови. Стандартное пятно крови 

диаметром 3,2 мм, при сборе образцов на карточку фильтр (№903), содержит 

около 3 мкл цельной крови. Поэтому при измерении активности в пятнах 

крови пересчитывают активность или на пятно, или на мкл крови. 

Когда результаты отдельного теста имеют высокую вариабельность или нет 

возможности измерить количественно то или иное вещество из-за отсутствия 

для него химически чистого стандарта, концентрацию или активность можно 

выражать в относительных единицах, например, МоМ (Multiple of Median, 

кратное медианы). МоМ - это относительная величина, которая показывает  

во сколько раз измеряемый показатель выше или ниже медианы. В этих 

случаях задача тестов не выявить истинное значение активности фермента или 

концентрации метаболита, а определить степень отклонения от нормы.

Что такое скринирующие и диагностические тесты? 

Все тесты можно разделить на две группы - скринирующие и 

диагностические. Диагностические тесты – направлены на установление 

диагноза  пациентам,  имеющим клинические признаки заболевания. Эти 

тесты обладают  высокой  чувствительностью   и  специфичностью,   близкой    к
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субстрата в минуту при стандартных условиях (в оптимуме рН, при избытке

субстрата, при температуре 37º или 20º С) в перерасчете на количество белка в

миллиграммах, микролитр плазмы или пятно крови. Стандартное пятно крови

диаметром 3,2 мм, при сборе образцов на карточку фильтр (№903), содержит

около 3 мкл цельной крови. Поэтому при измерении активности в пятнах крови

пересчитывают активность или на пятно, или на мкл крови.

Когда результаты отдельного теста имеют высокую вариабельность или нет

возможности измерить количественно то или иное вещество из-за отсутствия

для него химически чистого стандарта, концентрацию или активность можно

выражать в относительных единицах, например, МоМ (Multiple of Median,

кратное медианы). МоМ - это относительная величина, которая показывает во

сколько раз измеряемый показатель выше или ниже медианы. В этих случаях

задача тестов не выявить истинное значение активности фермента или

15

100%. Скринирующие тесты -  направлены на выявление среди здоровой 

популяции групп риска, у которых с высокой вероятностью можно 

предположить наличие заболевания. Следует помнить, что после любого 

положительного результата скрининга обязательно нужно проводить 

диагностический тест для подтверждения диагноза. 

Определение активности ферментов в пятнах крови относится к 

скринирующим тестам, то есть требует проведения дополнительных 

подтверждающих тестов, поскольку возможно наличие ложноположительных 

результатов. Поэтому во всех заключениях лаборатория рекомендует 

проведение дополнительных исследований. Это могут быть биохимические 

тесты, ДНК-диагностика. В некоторых случаях необходимо сопоставление 

клинических и лабораторных данных для принятия решения о тактике 

дальнейшего обследования.  )

 

16
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Метаболиты и другие биомаркеры при ЛБН

Измерение активности ферментов лизосом у пациентов, которые получают 

ФЗТ, не имеет диагностического значения, так как в момент инфузии пациентам 

вводят недостающий фермент и его активность несколько дней находится на 

высоком уровне, а затем начинает постепенно снижаться. Никакой 

информации об эффективности лечения данное исследование не дает. Поэтому 

для мониторинга состояния пациента, находящегося на лечении, используются 

биомаркеры, в качестве которых выступают накапливаемые метаболиты и их 

производные, количество которых измеряют в биологических жидкостях и 

клетках. Самыми часто используемыми маркерами при ЛБН (табл. 1) является 

хитотриозидаза (при болезни Гоше), лизосфинголипиды (при 

сфинголипидозах) и гликозаминогликаны (при мукополисахаридозах).  

Хитотриозидаза 

Активность этого фермента можно определять в плазме крови и в пятнах 

высушенной крови. Хитотриозидаза (ХТ) выделяется активированными 

макрофагами и является маркером «накопления» внутри клеток. ХТ 

повышается при многих ЛБН, но наиболее значимо при болезни Гоше. Долгое 

время показатель активности ХТ являлся основным биомаркером, который 

применяли для контроля лечения этого заболевания.  

Всегда ли повышение хитотриозидазы свидетельствует о ЛБН? 

 С точки зрения специфичности теста следует отметить, что 

незначительное повышение активности ХТ наблюдается и при саркоидозе, 

артрите, рассеянном склерозе, талассемии, малярии и атеросклерозе, но ни 

при одном из этих заболеваний активность фермента не повышается так 

значительно как при болезни Гоше.     

Метаболиты и другие биомаркеры при ЛБН

17
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У всех ли пациентов с болезнью Гоше наблюдается повышение активности 

хитотриозидазы? 

Нет, не у всех. Интерпретация этого теста осложняется наличием 24-пн 

дупликации гена ХТ, что приводит в гомозиготном состоянии к полному 

отсутствию ферментативной активности ХТ. Этот аллель присутствует у каждого 

третьего человека практически во всех популяциях и примерно один из 20, 

включая пациентов с БГ, являются гомозиготами по этому варианту гена. 

Поэтому ХТ является хорошим, но не идеальным маркером для БГ.    

Как изменяется активность хитотриозидазы при лечении пациентов с 

болезнью Гоше? 

Активность этого фермента снижается в процессе лечения. Считается, что 

степень активности фермента отражает уровень "активации" макрофагов, 

степень их перегруженности негидролизованными субстратами. Для того, 

чтобы применять этот биомаркер для контроля лечения, необходимо знать 

значения этого показателя до начала лечения и убедиться, что у пациента нет 

недостаточности ХТ. 

У пациентов с болезнью Гоше, даже если они находятся на лечении 

адекватными дозами, активность ХТ не всегда снижается до нормальных 

значений, но если после начала лечения активность остается крайне высокой 

или начинает повышаться, необходимо рассмотреть вопрос о пересмотре 

тактики лечения пациента.  

Накапливаемые метаболиты 

 Показано, что в тканях пациентов со многими сфинголипидозами 

наблюдается накопление лизосфинголипидов (производных сфинголипидов, 

содержащих свободную аминогруппу), играющих различную 

патофизиологическую роль. В последние годы, благодаря развитию тандемной 

масс-спектрометрии, стало возможным их определение в различных 

18
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биологических жидкостях и практически для каждого заболевания из группы 

сфинголипидозов описан свой лизосфинголипид в качестве биомаркера для 

диагностики и контроля лечения. Так при болезни Фабри повышается 

лизоглоботриаозилсфингозин (lysoGb3), при болезни Гоше -гликозилсфингозин 

(GlcSph или lysoGL1), при болезни Краббе - галактозилсфингозин (психозин или 

GalSph), лизосфингомиелин (LysoSM) при болезни Нимана-Пика тип А/В и 

LysoSM-509 при болезни Нимана-Пика тип С. Определение этих биомаркеров 

возможно и в пятнах высушенной крови, что повышает эффективность и 

качество диагностики и позволяет проводить мониторинг лечения этих ЛБН. 

Также необходимо отметить, что повышение концентрации lysoGb3 может 

быть единственным диагностическим маркером у женщин-носительниц 

болезни Фабри. У пациенток с БФ активность фермента может быть в норме, 

поэтому при диагностике БФ у женщин рекомендуют на первом этапе 

определять одновременно активность фермента и концентрацию метаболитов, 

а затем проводить ДНК-диагностику. 

Количественное и качественное определение гликозаминогликанов 

 Для диагностики мукополисахаридозов проводят количественное определение 

гликозаминогликанов (ГАГ) в моче и их качественный анализ методом 

электрофореза. Количество ГАГ в моче определяют спектрофотометрическим 

методом с использованием диметиленового синего (DMB). Следует отметить, 

что уровень ГАГ возраст-зависимый показатель, поэтому необходимо 

ориентироваться на возрастные референсные значения. При 

мукополисахаридозах IV и VI типах концентрация ГАГ у пациентов может быть 

и в пределах нормы, поэтому нормальные значения этого показателя не 

позволяют исключить диагноз МПС. 

19
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При начале ФЗТ концентрация ГАГ в моче снижается, но в большинстве 

случаев даже при продолжительном лечении не достигает нормальных 

значений. 

 В настоящее время разрабатываются подходы для определения ГАГ в крови и 

моче с помощью тандемной масс-спектрометрии, что позволит одновременно 

проводить и количественный и качественный анализ. 

Другие биомаркеры при ЛБН 

Для болезни Помпе (гликогеноз II типа) биомаркером является 

специфический тетрасахарид глюкозы в моче ([Glc4 (Glcα1–6Glcα1–4Glcα1–

4Glc)]). Несмотря на высокую чувствительность этого биомаркера, он не 

является высокоспецифичным, поскольку его концентрация повышается и при 

других гликогенозах. В Российской Федерации данный биомаркер пока не 

определяют, поэтому в спорных случаях необходима транспортировка 

биоматериала в зарубежную лабораторию. 

Роль биомаркеров в мониторинге лечения 

У каждого пациента начальные значения биомаркера до применения 

терапии и степень его снижения на фоне терапии индивидуальны. При 

мониторинге лечения важно знать начальные значение маркера, поэтому для 

всех пациентов до начала лечения необходимо определить концентрацию 

лизосфинголипидов, для больных с болезнью Гоше также активность 

хитотриозидазы, для пациентов с МПС - концентрацию гликозаминогликанов в 

моче.  

Для получения данных по динамике лечения концентрацию биомаркеров 

необходимо определять с одинаковыми интервалами, например, перед 

каждым проведением инфузионной терапии ферментом. 

20
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ДНК-диагностика ЛБН

Все ЛБН являются наследственными моногенными заболеваниями и 

связаны с мутациями в определенных генах. Большинство ЛБН наследуется по 

аутосомно-рецессивному типу, что предполагает наличие двух мутаций в 

парных генах, которые расположены на гомологичных аутосомах и 

унаследованы от обоих родителей. Это могут быть две одинаковые мутации 

или разные. 

Болезнь Фабри, МПС II типа (болезнь Хантера) и болезнь Данон наследуются 

по Х-сцепленному типу. Этими заболеваниями страдают лица мужского пола и 

у пациента, в соответствующих генах, присутствует одна мутация, 

унаследованная от матери (в большинстве случаев). При этом для болезни 

Фабри, в отличие от других Х-сцепленных рецессивных болезней, описаны 

случаи манифестации заболевания и у женщин, поэтому мутация может быть 

передана дочерям от больного отца и, в некоторых случаях, вызвать 

заболевание. При Х-сцепленных заболеваниях также возможно возникновение 

мутаций de novo, когда мутация возникает только в половых клетках и не 

присутствует в крови у родителей.  

 ДНК-диагностика необходима для установления носительства болезней, 

например, при болезни Хантера позволяет выявить здоровых женщин 

носительниц, что важно для проведения медико-генетического 

консультирования в семьях и оценке генетического риска. При болезни Фабри 

анализ родословной пациента и ДНК-тестирование позволяют не только 

диагностировать заболевание, но и выявлять пациентов на ранней, 

практически бессимптомной стадии болезни.   

В некоторых случаях знание генотипа полезно для определения 

клинической формы заболевания и выбора тактики терапии. Например, при 

МПС тип I генотип р.Q70*/р.Q70* всегда ассоциирован с тяжелым фенотипом 

ДНК-диагностика ЛБН
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(синдром Гурлер) и для пациентов с этой формой болезни в первую очередь 

рассматривается возможность проведения трансплантации гемопоэтических 

стволовых клеток (ТГСК).  

При болезни Гоше генотип р.L444P/р.L444P (р.L483P/р.L483P по новой 

номенклатуре) всегда ассоциирован с тяжелой, неврологической формой 

заболевания, при которой ФЗТ не всегда показана. 

Однако, эти примеры скорее исключение, чем правило, поскольку для 

большинства мутаций гено-фенотипические корреляции не установлены и по 

генотипу определить прогноз и тяжесть заболевания невозможно. 

Забор биоматериала 

Для проведения исследований генов (частые мутации, полный анализ генов) 

необходимо произвести забор крови 3-5 мл в пробирку с консервантом ЭДТА 

(как правило, фиолетовая крышка). Пробирку с кровью необходимо несколько 

раз аккуратно перевернуть для перемешивания с консервантом, подписать 

ФИО и дату забора крови. Для анализа частых мутаций, проведения 

исследования отдельных генов возможно собрать кровь на карточку-фильтр. Из 

образца сухого пятна крови, который был отправлен в лабораторию на 

ферментную диагностику, может быть выделена ДНК и проведены основные 

ДНК-тесты. Однако, в некоторых случаях, необходимо исследование цельной 

крови, а также проведение семейного анализа. Поэтому семья должна быть 

проинформирована заранее о необходимости повторного тестирования для 

подтверждения диагноза. Следует также обязательно оформлять и 

прикладывать к образцам информированные согласия пациента или его 

законных представителей на проведение лабораторных исследований. 
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Хранение и транспортировка биоматериала 

В случае использования цельной крови для ДНК-тестирования, 

биоматериал необходимо транспортировать при температуре +2-+80С в 

контейнере с хладоэлементом. Если нет возможности доставить материал в 

течение 48 часов, образцы можно заморозить (-200С) и переслать в удобное 

время. 

Интерпретация результатов исследования 

Интерпретация результатов ДНК-анализа не вызывает особых 

сложностей, если были найдены изменения в гене, описанные ранее и четко 

ассоциированные с заболеванием. Например, мутация р.Q70* при МПС I типа 

или р.N370S (р.N409S по новой номенклатуре) при болезни Гоше. Однако, в 

ряде случаев однозначная интерпретация найденных изменений может 

вызвать определенные сложности. Далее приводятся наиболее частые 

вопросы, которые задают врачи и пациенты при получении результатов ДНК-

анализа. 

Какая тактика ДНК-диагностики применяется в лаборатории? 

В лаборатории, как правило, ДНК-диагностика проводится в два этапа.  На 

первом этапе проводят тестирование на наличие наиболее частых мутаций. 

Если тест выявляет две мутации (для заболеваний с аутосомно-рецессивным 

типом наследования), то на этом тестирование завершается, если найдена одна 

мутация или мутации не выявлены, то проводят полный анализ гена. 

В ряде случаев приходится повторять тесты, что чаще всего связано с 

плохим качеством присылаемого биоматериала. Поэтому, если выполнение 

исследований задерживается, необходимо уточнить у лаборатории нет ли 

необходимости прислать повторно образец крови для тестирования. В ряде 

случаев не всегда удается сразу обнаружить мутации и необходимо 
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использовать нестандартные методы исследования, что требует 

дополнительного времени для анализа. 

Как интерпретировать результаты, если в процессе ДНК-анализа 

выявлена только одна мутация у пациента? 

В отдельных случаях, даже при проведении полного анализа гена не 

удается найти вторую мутацию. Важно понимать, что это не исключает 

заболевание. Это может быть связано с тем, что вторая мутация представляет 

собой крупную делецию, которая не детектируется с помощью 

секвенирования, или мутацию сайта сплайсинга, которая находится в глубине 

интрона, также возможно, что  мутация представляет собой синонимичную 

замену в экзоне. Найти и доказать патогенность таких мутаций довольно 

сложно и это является скорее научной задачей, чем диагностической. Для 

постановки диагноза при наличии одной мутации целесообразно использовать 

подход сопоставления клинических данных и результатов комплексного 

биохимического анализа (определения активности специфического фермента 

и биомаркеров). 

Как интерпретировать результаты, если в процессе ДНК-анализа не 

выявлено мутаций? 

При получении отрицательного результата ДНК-тестирования после 

получения биохимических тестов, подтверждающих заболевание, необходимо 

сопоставить все имеющиеся клинические и лабораторные данные, обсудить 

возможность и целесообразность в проведении дополнительных тестов. Как и 

в случае с одной выявленной мутацией, могут быть объективные причины, в 

силу которых мутации не обнаружены.  

Как интерпретировать результаты, если в процессе ДНК-анализа 

найдены новые, не описанные ранее мутации? 

Для некоторых болезней характерно наличие частых мажорных мутаций, 

как, например, р.N370S (р.N409S по новой номенклатуре) и р.L444P (р.L483P по 
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новой номенклатуре) - при болезни Гоше или р.Q70* при МПС тип I. Но при 

болезни Фабри и болезни Хантера практически все найденные мутации 

являются уникальными для каждой семьи. Лаборатория проводит в таком 

случае анализ данных литературы, анализ мутаций по программам 

предсказания их патогенности и отражает это в заключении. 

Для некоторых из вариантов лаборатория с уверенностью может 

определить насколько они патогенны, но для других однозначная 

интерпретация затруднена. Это объективные трудности, с которыми 

сталкивается любая лаборатория при интерпретации результатов. 

Зачем необходимо проведение ДНК анализа родителей? 

Выявление двух изменений в гене, особенно не описанных ранее, 

требуют подтверждения, что они унаследованы от разных родителей 

(находятся на разных хромосомах у ребенка, т.е. в транс-положении). В случае 

если обе мутации находятся на одной хромосоме (цис-положение), то 

необходимо продолжить исследование по поиску второй мутации, так как 

вероятно, что одна из выявленных замен не патогенна. 

Что такое полиморфные варианты? 

При анализе генов могут быть найдены изменения последовательности 

ДНК, которые не оказывают влияние на функцию кодируемого этим геном 

белка. Данные изменения называются полиморфными вариантами гена. Как 

правило, эти варианты встречаются с высокой частотой в популяции - более 5%. 

Но если выявлены редкие варианты, не описанные ранее в литературе, которые 

изначально могут быть расценены как полиморфизмы, то к их интерпретации 

надо относиться с осторожностью. 

Например, при БФ описана мутация c. 639+919 G>A, которая находится в 

глубине интрона, и только проведение исследований на уровне РНК позволило 

доказать ее патогенность и влияние на сплайсинг. Другой случай при БФ связан 

с пересмотром первоначального определения патогенности найденного 
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варианта. Речь идет о  варианте - р.D313Y, который изначально был описан как 

мутация, но после сбора большого числа данных и анализа клинических 

проявлений у пациентов расценен как полиморфизм. Однако до сих пор споры 

относительно патогенности найденного варианта продолжаются и часть 

исследователей считают, что он может приводить к болезни Фабри с поздней 

манифестацией. 

Можно ли по анализу ДНК определить форму болезни? Существуют ли 

четкие гено-фенотипические корреляции? 

Для некоторых ЛБН описаны разные по тяжести клинические фенотипы. 

Например, синдромы Гурлер, Гурлер-Шейе и Шейе при МПС тип I. Однозначных 

гено-фенотипических корреляций, которые позволили бы отличать фенотипы 

Гурлер-Шейе и Шейе нет. Но синдром Гурлер, как правило, ассоциирован с 

тяжелыми мутациями - нонсенс-мутациями, делециями приводящими к сдвигу 

рамки считывания. При синдроме Шейе мутации, как правило, представляют 

миссенс-замены, которые не влияют значительно на функцию фермента и 

сохраняется довольно высокая его остаточная активность в клетках. 

При болезни Помпе мутация c.-32-13T>G всегда ассоциирована с легкой 

формой болезни, а нонсенс-мутации (например c.983T>C, c.1802C>T, c.2171C>A) 

приводят к тяжелому фенотипу, с поражением сердца и ранним началом. 

Однако бывает, что и миссенс-мутации оказывают тяжелое влияние на 

белок, поскольку приводят к нарушению его конформации и быстрому 

разрушению в клетке или мутация может затрагивать активный сайт фермента. 

Поэтому предсказать тяжесть миссенс-мутаций не всегда представляется 

возможным. 

На текущий момент уже с уверенностью можно сказать, что проведение 

ДНК-анализа является полезным и для возможностей лечения в будущем, если 

будут разработаны специальные препараты, эффективные при определенных 

мутациях. 
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Заключение

Несмотря на прогресс в области диагностики наследственных болезней, 

важно понимать, что точная диагностика лизосомных болезней накопления – 

это использование клинико-лабораторного подхода. Только на основании 

сопоставления клинических данных и полученных результатов лабораторного 

тестирования диагноз может быть верифицирован. Взаимодействие врача и 

лаборатории - ключевой компонент, как успешной диагностики, так и помощи 

семьям и пациентам.    

Заключение
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Список сокращений 

АСЕ - ангиотензин-конвертирующий фермент  

CCL18 - легочный хемокин 

GalSph - галактозилсфингозин 

IS - внутренний стандарт 

LysoGB3 - лизоглоботриаозилсфингозин 

LysoGL1 (GlcSph) - гликозилсфингозин 

LysoSM – лизосфингомиелин 

LysoSM-509 – лизосфингомиелин 509 

МоМ - Multiple of Median, кратное медианы 

БФ - болезнь Фабри 

ГАГ - гликозаминогликаны 

ЛБН - лизосомные болезни накопления 

МПС - мукополисахаридоз 

МС/МС - тандемая масс-спектрометрия 

ТГСК - трансплантация гемопоэтических стволовых клеток 

ФЗТ - ферментная заместительная терапия 

ХТ - хитотриозидаза 
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