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Метою нашої роботи була оцінка розповсюдженості дефіциту хітотриозидазної активності у 
населення України шляхом визначення частоти дуплікації dup 24 bp у гені CHIT1 у здорових осіб, а 
також у пацієнтів із хворобою Гоше для розробки шляхів оптимізації лабораторної діагностики 
та моніторингу лікування цього захворювання. Методи. Хітотриозидазну активність у плазмі 
оцінювали за деградацією флуорогенного субстрату 4-метилумбелиферил (МУФ)-тріацетилхіто-
триозиду. Dup 24 bp в 10 екзоні гена CHIT1 визначали методом ПЛР. Результати. Алельна частота 
dup 24 bp в гені CHIT1 у пацієнтів із хворобою Гоше І-го типу з України склала 11,6 % (13/112). Алельна 
частота dup 24 bp в гені CHIT1 у населення України склала 25,9 % (323/1244), що добре узгоджуєть-
ся з даними про частоту цього генетичного варіанта в інших європейських популяціях. Висновки. 
Молекулярно-генетичний скринінг dup 24 bp у гені CHIT1 є необхідним етапом протоколу лабора-
торного встановлення діагнозу хвороби Гоше для уникнення хибнонегативної діагностики цього 
захворювання. Для пацієнтів із хворобою Гоше, які є носіями dup 24 bp в гені CHIT1, необхідне засто-
сування інших біомаркерів для моніторингу ефективності ферментозамісної терапії.

Ключові слова: хітотриозидаза, хвороба Гоше, дефіцит хітотриозидазної активності, полімор-
фізми гена CHIT1.

вступ. Хітинази є родиною ферментів, які гідролізують хітин і присутні у складі різних ор-
ганізмів: рослин, мікроорганізмів, грибів, комах та ссавців. Хітиназа людини або хіто-

триозидаза (CHIT, EC 3.2.1.14) – це протеїн розміром 50-kDa, який містить с-термінальний 
хітинозв’язувальний домен та секретується макрофагами, що активовані [1]. Цей фермент 
характеризується гідролазною активністю і первинно відіграє важливу роль в деградації хіти-
новмісних патогенів, а також може бути використаний як маркер макрофагів. Підвищений 
рівень активності хітотриозидази в плазмі крові спостерігається при різних захворюваннях, 
як спадкових, так і набутих, але найбільше підвищення спостерігається при хворобі гоше – 
одному з найчастіших спадкових захворювань із групи лізосомних хвороб накопичення [2].

Хвороба гоше (Хг) – це захворювання з аутосомно-рецесивним типом успадкування (МІМ 
230800), яке обумовлене зниженням активності одного з лізосомних ферментів – глюко-
цереброзидази [3]. Внаслідок дефіциту глюкоцереброзидазної активності порушується го-
ловний ланцюг деградації глюкоцереброзидів, що призводить до їхнього накопичення в 
різних тканинах та органах. Клінічними ознаками Хг є прогресуюча гепатоспленомегалія, 
тромбоцитопенія, анемія, кісткові болі та поступове заміщення клітин організму зміненими 
макрофагами (клітини гоше), які навантажені гліколіпідами. тож клітини гоше – макрофа-
ги, цитоплазма яких заповнена лізосомами з негідролізованим глюкозилцерамідом. Вони 
можуть накопичуватись у всіх тканинах організму, але переважно в селезінці, кістковому 
мозку, печінці. Хітотриозидаза продукується переважно клітинами гоше селезінки, які мі-
стять виключно високі концентрації глюкозилцераміду [4]. У симптоматичних хворих із Хг ак-
тивність хітотриозидази вище в 100 – 1000 разів порівняно з контрольними величинами, що 
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«ОХМАтДит» є єдиним державним референтним 
центром по наданню медичної допомоги пацієн-
там із хворобою гоше в Україні. З 2001 року, на 
підставі клінічних ознак, визначення глюкоцере-
брозидазної активності в лейкоцитах та генотипу-
вання, діагноз хвороба гоше І-го типу, нами було 
встановлено 56 пацієнтам, які всі були включені в 
наше дослідження. Для визначення частоти розпо-
всюдженості dup 24 bp серед здорового населення 
було обстежено 622 добровільних донора різного 
віку і різної статі, які не мали хвороби гоше і нада-
ли згоду на використання їхнього біологічного ма-
теріалу для дослідження. серед групи волонтерів 
були представники усіх регіонів України, що дало 
нам змогу оцінювати отримані результати як при-
таманні для всього населення країни.

У роботі використовували плазму та цільну пе-
риферичну кров пацієнтів з Хг та здорових донорів. 
Хітотриозидазну активність у плазмі оцінювали за 
деградацією флуорогенного субстрату 4-метилум-
белиферил (МУФ)-тріацетилхітотриозиду (Sigma). 
Як субстрат використовували 22 мкМ 4-МУФ-тріа-
цетилхітотриозид у цитрат-фосфатному буфері 
рН 5,2. Реакційна суміш містила 5 мкл плазми та 
100 мкл субстрату. Інкубацію зразків проводили 
при 3 ˚с протягом 1 години. Після інкубації реак-
цію зупиняли додаванням 1,0 мл 0,25 М NaOH-глі-
цинового буфера рН 10,4. Калібрування проводи-
ли з використанням серії розведень стандартного 
500 мкМ розчину 4-метилумбелиферону (Sigma). 
Флуоресценцію звільненого 4-метилумбелиферо-
ну вимірювали на флуориметрі Victor (WallacOy) 
при довжині хвилі збудження 365 нм та емісії 448 
нм. Результати наводили у нмоль/год/мл плазми. 
Зразки із активністю хітотриозидази, більшою ніж 
100 нмоль/год/мл плазми, піддавали повторному 
дослідженню [17]. Для цього плазму розводили в 
50 разів 0,2 % розчином альбуміну сироватки лю-
дини (HSА) та інкубували з субстратом протягом 15 
хвилин.

ДНК виділяли з цільної периферійної крові, от-
риманої з ЕДтА, з використанням комерційного на-
бору «ДНК – сорб - В» (ЦНДІ епідеміології МОЗ РФ). 
Якість препаратів ДНК оцінювали шляхом визна-
чення оптичної щільності при 260 нм на спектро-
фотометрі Specord-40 (AnalytikJena AG). Препара-

має дуже велике значення для комплексної діагно-
стики Хг. Крім того, показано, що хітотриозидазна 
активність плазми має пряму залежність від ступе-
ня розвитку патологічного процесу у хворих, тому 
вона є також зручним та інформативним маркером 
для моніторингу ефективності ферментозамісної 
терапії у пацієнтів із Хг та вибору дози лікувально-
го препарату [5, 6]. Певним обмеженням викори-
стання хітотриозидазної активності як біомаркера 
для моніторингу є існування генетичних варіантів 
хітотриозидазного гена CHIT1, які призводять до 
втрати або зниження активності цього ферменту у 
деяких осіб [7].

ген CHIT1 (ОМІМ 600031.0001) локалізований 
на хромосомі 1q32.1, містить 11 екзонів і займає 
приблизно 14000 п.н. геномної ДНК, кодує протеїн 
розміром 466 амінокислот [1]. На сьогодні описа-
но кілька генетичних варіантів, які призводять до 
дефіциту хітотриозидазної активності, але най-
більш розповсюдженим серед європейських попу-
ляцій є дуплікація 24 п.н. (dup 24 bp) в 10-му ек-
зоні гена (rs3831317) [8]. Ця дуплікація спричи-
няє аберантний сплайсинг і делецію амінокислот 
344–372, що призводить до повної втрати фермен-
тативної активності продукту гена. біологічне зна-
чення такого генетичного варіанта на сьогоднішній 
день залишається незрозумілим, тому що жодних 
клінічних наслідків дефіциту хітотриозидазної ак-
тивності у людини не виявлено [9]. Але, наявність 
цього поліморфізму у пацієнтів із хворобою гоше 
може, з одного боку, ускладнити діагностичний 
процес і призвести до хибнонегативної діагностики 
Хг, а з іншого – унеможливлює використання хіто-
триозидазної активності як біомаркера для моніто-
рингу ефективності ферментозамісної терапії цьо-
го захворювання. Особливого значення набу ває ця 
проблема у зв’язку з достатньо високою частотою 
розповсюдження dup 24 bp в європейських попу-
ляціях [10 – 16]. 

Метою нашої роботи була оцінка розповсюдже-
ності дефіциту хітотриозидазної активності у насе-
лення України шляхом визначення частоти dup 24 
bp в гені CHIT1 у здорових осіб, а також у пацієнтів 
із хворобою гоше для розробки шляхів оптимізації 
лабораторної діагностики та моніторингу лікуван-
ня цього захворювання.
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Таблиця 1. Хітотриозидазна активність у плазмі крові у пацієнтів із хворобою гоше І типу відповідно до CHIT1-генотипу, 
нмоль/год/мл плазми

CHIT1-генотип

wt/wt (n=46) dup24bp/wt (n=7) dup24bp/dup24bp (n=3)

межі 6 011 – 33 238 18, 3 182 – 7 293 0
середня 16 509 4 473* 0
медіана 15 072 4 552* 0

П р и м і т к и . * – при розрахунку середнього значення та медіани у гетерозиготних носіїв dup 24 bp критично низьке значення хі-
тотриозидазної активності 18 нмоль/год/мл плазми не враховували; wt – дикий тип гена CHIT1.

bp в гомозиготному стані (табл. 1). серед інших па-
цієнтів, у 7 осіб виявлено dup 24 bp у гетерозигот-
ному стані, в тому числі у пацієнта з «нормальною» 
активністю хітотриозидази. таким чином, загальна 
частота алеля dup 24 bp у пацієнтів із Хг І типу з 
України склала 11,6 % (13/112). середня хітотрио-
зидазна активність у плазмі пацієнтів із гетерози-
готним носійством dup 24 bp достовірно відрізня-
лась від середньої активності у пацієнтів з обома 
алелями дикого типу (р<0,05).

рисунок. Визначення dup 24 bp у гені CHIT1 методом ПлР

Для оцінки розповсюдженості dup 24 bp у 
гені CHIT1 у населення України нами проведе-
но скринінг цього генетичного варіанта у 622 до-
бровільних донорів. У 362 осіб (58,2 %) dup 24 bp 
у гені CHIT1 виявлено не було, у 197 (31,7 %) ду-
плікацію виявлено в гетерозиготному і у 63 осіб 
(10,1 %) – в гомозиготному стані (табл. 2). 

ти ДНК зберігали при температурі +4 ˚с. Dup 24 bp 
в 10 екзоні гена CHIT1 визначали методом ПлР, як 
описано Rodrigues et al, 2004 [18]. Для реакції ви-
користовували стандартну ампліфікаційну суміш 
та праймери: F 5′-AGCTATCTGAAGCAGAAG-3′ та R 
5′-GGAGAAGCCGGCAAAGTC-3′. Умови ампліфікації 
були такими: денатурація 10 хв при 94 °C, 41 цикл: 
30 с при 94 °C, 30 с при 51 °C, 30 с при 72 °C і про-
лонгований відпал протягом 5 хв при 72 °C. така ре-
акція дозволяла ідентифікувати дефіцитний алель 
(фрагмент 99 п.н.), гетерозиготний стан (фрагмен-
ти 75 п.н. та 99 п.н.) та алель дикого типу (фраг-
мент 75 п.н.). Візуалізацію результатів проводили 
у 3 % агарозному гелі із забарвленням бромистим 
етідієм.

статистичний аналіз одержаних результатів 
проводили з використанням стандартного t-кри-
терію ст’юдента та критерію χ²-квадрат з поправ-
кою йетса за допомогою електронних таблиць MS 
Excel.

результати та обговорення
При проведенні первинної лабораторної діагно-

стики хвороби гоше всім 56 пацієнтам визначали 
рівень хітотриозидазної активності в плазмі крові. 
У переважної більшості з них базова хітотриози-
дазна активність (до початку ферментозамісної те-
рапії) значно перевищувала нормальну активність 
у контролі і коливалась у межах від 3182 до 33238 
нмоль/год/мл плазми. У трьох пацієнтів активність 
хітотриозидази в плазмі була повністю відсутня, а 
у одного – визначалась у межах нормальних зна-
чень (18 нмоль/год/мл плазми).

Для оцінки впливу генетичного поліморфіз-
му гена CHIT1 на рівень активності хітотриозида-
зи в плазмі крові пацієнтів із Хг нами проведено 
скринінг dup 24 bp у цьому гені в усіх 56 осіб (рису-
нок). У трьох пацієнтів з відсутністю активності хіто-
триозидази в плазмі крові було виявлено dup 24 
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кладом такої ситуації є виявлення «нормальної» 
активності хітотриозидази у пацієнта т., яка могла 
призвести до хибнонегативної діагностики хворо-
би гоше в цьому випадку. лише молекулярно-ге-
нетичний скринінг генетичного поліморфізму гена 
CHIT1 дозволив визначити, що така низька хітотри-
озидазна активність обумовлена гетерозиготним 
носійством dup 24 bp, що не виключає діагнозу Хг 
у пацієнта.

таким чином, висока частота dup 24 bp у гені 
CHIT1 серед населення України робить скринінг 
цього генетичного варіанта важливим етапом 
діагностичного протоколу при виявленні пацієнтів 
із хворобою гоше. Варто зазначити, що 11,6 % па-
цієнтів із Хг І-го типу в Україні мають генетично обу-
мовлений дефіцит хітотриозидазної активності, 
що унеможливлює використання цього біомарке-
ра для моніторингу ефективності ферментозаміс-
ної терапії у цих пацієнтів і потребує застосування 
з цією метою інших показників.

висновки
Алельна частота dup 24 bp у гені CHIT1 у па-

цієнтів з хворобою гоше І-го типу з України склала 
11,6 % (13/112). середній рівень хітотриозидазної 
активності в плазмі пацієнтів з диким типом гена 
CHIT1 та гетерозиготних носіїв dup 24 bp статистич-
но достовірно відрізнявся і склав 16 509 нмоль/
год/мл плазми та 4 473 нмоль/год/мл плазми від-
повідно, у гомозиготних носіїв dup 24 bp хітотрио-
зидазна активність у плазмі не виявляли. Алельна 
частота dup 24 bp у гені CHIT1 у населення України 
склала 25,9 % (323/1244), що добре узгоджується 
з даними про частоту цього генетичного варіанта 
в інших європейських популяціях. середній рівень 
хітотриозидазної активності в плазмі здорових осіб 
із диким типом гена CHIT1 та гетерозиготних носіїв 
dup 24 bp статистично достовірно відрізнявся і ста-
новив 26,1 нмоль/год/мл плазми та 10,9 нмоль/
год/мл плазми відповідно, при цьому у гомозигот-

таким чином, алельна частота dup 24 bp у на-
селення України приблизно відповідала зако-
ну розподілу Харді-Вайнберга та склала 25,9 % 
(323/1244).

Використання хітотриозидазної активності в 
плазмі крові як біомаркера для виявлення па-
цієнтів із хворобою гоше та моніторингу ефек-
тивності ферментозамісної терапії рекомендова-
не Міжнародною групою із дослідження хворо-
би гоше (International Collaborative Gaucher Group, 
ICGG) у 2004 році [19]. Оскільки відомо, що підви-
щена хітотриозидазна активніть є наслідком на-
копичення недеградованого глюкозилцеребрози-
ду в активованих макрофагах, фактично цей мар-
кер є показником тяжкості патологічного процесу 
у хворого. Крім того, виявлення підвищеної хіто-
триозидазної активності є важливим додатковим 
показником під час лабораторної діагностики хво-
роби гоше. Однак генетичні поліморфізми в гені 
CHIT1, які значно впливають на активність фермен-
ту, ускладнюють діагностику Хг і унеможливлю-
ють використання цього біомаркера для моніто-
рингу пацієнтів – носіїв таких генетичних варіантів. 
В нашому дослідженні ми проаналізували частоту 
dup 24 bp у гені CHIT1, яка, як було раніше пока-
зано, суттєво впливає на активність хітотриозида-
зи [20]. Показано, що отримана нами частота dup 
24 bp у гені CHIT1 у населення України (28,5 %) та у 
пацієнтів з Хг І-го типу з України (11,6 %) добре уз-
годжується з даними про високу частоту цього ге-
нетичного варіанта в інших європейських популя-
ціях [10 – 16]. Це робить урахування ймовірності 
цього поліморфізму дуже важливим підходом 
при діагностиці хвороби гоше. слід зазначити, що 
алельний стан dup 24 bp має значний вплив на ре-
зультати визначення хітотриозидазної активності 
в плазмі. У гомозигот за цим поліморфізмом фер-
ментативна активність майже повністю відсутня, 
тоді як у гетерозиготних носіїв вона може давати 
показники, притаманні для норми. Яскравим при-

Таблиця 2. Хітотриозидазна активність у плазмі крові у здорових осіб відповідно до CHIT1-генотипу, нмоль/год/мл 
плазми

CHIT1-генотип

wt/wt (n=362) dup24bp/wt (n=197) dup24bp/dup24bp (n=63)

межі 3,3 – 81,0 0,9 – 24,3 0 – 1,3
середня 26,1 10,9 0,06
медіана 24,0 11,0 0
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них носіїв dup 24 bp хітотриозидазна активність у 
плазмі була майже відсутня: до 0,06 нмоль/год/мл 
плазми. Молекулярно-генетичний скринінг dup 24 
bp в гені CHIT1 є необхідним етапом протоколу ла-
бораторного встановлення діагнозу хвороби гоше 
для уникнення хибнонегативної діагностики цього 
захворювання. Для пацієнтів з хворобою гоше, які 
є носіями dup 24 bp у гені CHIT1, необхідне засто-
сування інших біомаркерів для моніторингу ефек-
тивності ферментозамісної терапії.
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GENE CHIT1 IN HEALTHY PERSONS AND IN PATIENTS 
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The aim of our work was to evaluate the prevalence of 
chitotriosidase deficiency in the population of Ukraine by 
determining the frequency of dup 24 bp in the CHIT1 gene in 
healthy subjects and in patients with Gaucher disease type I 
to develop approaches for optimizing laboratory diagnosis of 
this disease and monitoring of enzyme replacement therapy. 
methods. Chitotriosidase activity in plasma was evaluated 
by degradation of fluorogenic substrate 4 metylumbellyferyl-
triacetylchitotrioside. Dup 24 bp in exon 10 of the CHIT1 gene 
was determined by PCR. Results. Allele frequency of dup 24 
bp in the CHIT1 gene in patients with Gaucher disease type I 
from Ukraine was 11.6 % (13/112). Allele frequency of dup 24 
bp in the CHIT1 gene in the population of Ukraine was 25.9 % 
(323/1244), which is consistent with the data on the frequency 
of this genetic variant in other European populations. 
Conclusions. Molecular genetic screening for dup 24 bp in 
the gene CHIT1 is a necessary stage of laboratory diagnosis 
of Gaucher disease to avoid false negative diagnosis of the 
disease. For patients with Gaucher disease, who are carriers 
of the dup 24 bp in the CHIT1 gene, it is necessary to use other 
biomarkers for monitoring of the effectiveness of enzyme 
replacement therapy.

keywords: chitotriosidase, Gaucher disease, chitotriosidase 
deficiency, CHIT1 gene polymorphisms.

дупликаЦия DUP 24-BP в геНе хиТОТриОЗидаЗЫ 
chIT1 у ЗдОрОвЫх лиЦ и паЦиеНТОв С бОлеЗНьЮ 
гОШе в украиНе
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Целью нашей работы была оценка распространенно-
сти дефицита хитотриозидазной активности у населе-
ния Украины путем определения частоты dup 24 bp в гене 
CHIT1 у здоровых лиц, а также у пациентов с болезнью 
гоше для разработки путей оптимизации лабораторной 
диагностики и мониторинга лечения этого заболевания. 
Методы. Хитотриозидазную активность в плазме оцени-
вали по деградации флуорогенного субстрата 4-метилум-
беллиферил-триацетилхитотриозида. Дупликацию 24 bp 
в 10 экзоне гена CHIT1 определяли методом ПЦР. резуль-
таты. Аллельная частота dup 24 bp в гене CHIT1 у пациен-
тов с болезнью гоше I-го типа из Украины составила 11,6 % 
(13/112). Аллельная частота dup 24 bp в гене CHIT1 у насе-
ления Украины составила 25,9 % (323/1244), что хорошо со-
гласуется с данными о частоте этого генетического вариан-
та в других европейских популяциях. выводы. Молекуляр-
но-генетический скрининг dup 24 bp в гене CHIT1 является 
необходимым этапом протокола лабораторного установ-
ления диагноза болезни гоше во избежание ложноотрица-
тельной диагностики этого заболевания. Для пациентов с 
болезнью гоше, которые являются носителями dup 24 bp в 
гене CHIT1, необходимо применение других биомаркеров 
для мониторинга эффективности фермент-заместительной 
терапии.

ключевые слова: хитотриозидаза, болезнь гоше, дефицит 
хитотриозидазной активности, полиморфизмы гена CHIT1.


