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Аннотация
Введение. Наследственный ангиоотёк (НАО) представляет 
собой редкое, генетически опосредованное, сложно диа-
гностируемое и угрожающее жизни заболевание, с ожида-
емой частотой встречаемости около 1:10 000 – 1:50 000, без 
расовых и половых различий. Актуальность клинической 
проблемы обусловлена сложностями диагностики и лече-
ния пациентов с НАО, а также серьёзным и всесторонним 
влиянием заболевания на жизнь пациентов.
Цель. Дать оценку диагностической значимости опреде-
ления количества копий гена SERPING1 у пациентов с 
разными типами наследственного ангиоотёка, связанного 
с дефицитом ингибитора С1-эстеразы.
Материалы и методы. В исследование включены образ-
цы биологического материала контрольной группы (n=50) 
и пациентов с аллельными вариантами в гене SERPING1  
и установленным диагнозом НАО (n=17). Количество ко-
пий гена SERPING1  определяли методом ПЦР «в режиме 
реального времени». В качестве калибраторов использо-
вали собственные плазмидные стандарты, полученные 
путём клонирования интересующих последовательностей 
генов в вектор pTZ57_R Vector. Количество копий гена 
SERPING1  на 1 млн мононуклеарных клеток вычисляли 
по формуле: [106 × среднее (SQ) копий гена SERPING1  / 
среднее (SQ) копий гена CD64]. 
Результаты. В группе пациентов с НАО тип I диагно-
стическая чувствительность методики определения 
количества копий гена SERPING1 составила 83,3%, диа-
гностическая специфичность – 94%, диагностическая 
эффективность – 90,4%, предсказательная ценность 
положительного результата – 100%, предсказательная 

Summary
Introduction. Hereditary angioedema (HAE) is a rare, 
genetically mediated, difficult to diagnose, and life-threatening 
disease, with an expected incidence of about 1 in 10 000 
to 1 in 50 000 people with no racial or gender differences. 
The significance of the issue is proven by the difficulties in 
diagnosis and treatment of patients with HAE, as well as the 
profound impact of the disease on patients' lives.
Aim. To assess the diagnostic value of copy number 
identification of the SERPING1 gene in patients with different 
types of hereditary angioedema associated with C1-esterase 
inhibitor deficiency.
Materials and methods. The study included samples of сDNA 
from the control group (n=50) and HAE patients with allelic 
variants in the SERPING1 gene (n=17). The number of copies 
of the SERPING1 gene was determined by real-time PCR. 
Own plasmid standards obtained by cloning gene sequences 
of interest into the pTZ57_R Vector were used as calibrators. 
The number of copies of the SERPING1 gene per 1 million 
cells was calculated by the formula: [106 × average number of 
copies of the SERPING1 gene / average number of copies of 
the CD64 gene].
Results. In the group of patients with HAE type I, the diagnostic 
sensitivity of determining the number of copies of the 
SERPING1 gene was 83.3%, the diagnostic specificity was 94%, 
the diagnostic efficiency was 90.4%, the predictive validity of a 
positive result was 100%, the predictive validity of a negative 
result was 94.5%. In the group of patients with HAE type II, 
the diagnostic sensitivity was 40%, the diagnostic specificity 
was 78%, the diagnostic efficiency was 90%. The obtained data 
on the determination of copy number identification of the 
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ценность отрицательного результата – 94,5%. В группе па-
циентов с НАО тип II диагностическая чувствительность 
указанной методики составила 40%, диагностическая 
специфичность – 78%, диагностическая эффективность 
– 90%. Полученные данные по определению количества 
копий гена SERPING1 в диагностике пациентов с НАО, 
связанным с дефицитом ингибитора С1-эстеразы, в срав-
нении с измерением количества ингибитора С1-эстеразы 
в сыворотке крови демонстрируют приемлемые результа-
ты для использования в лабораторной практике. 

Ключевые слова
Наследственный ангиоотёк, С1-ингибитор, SERPING1, 
плазмидные стандарты, ПЦР «в режиме реального вре-
мени».

SERPING1 gene in patients with different types of hereditary 
angioedema associated with C1-esterase inhibitor deficiency 
in comparison to the measurement of antigenic C1-esterase 
inhibitor in the blood serum demonstrate feasible results for 
use in laboratory practice. 

Keywords
Hereditary angioedema, C1-inhibitor, SERPING1, plasmid 
standards, real-time PCR.

Ангиоотёк (АО) – это результат локального 
повышения проницаемости подслизистых и 
подкожных капилляров и венул, клинически 
характеризуется локализованным внезапно воз-
никающим транзиторным и часто рецидивиру-
ющим отёком кожи и слизистых оболочек [1]. 
Помимо наиболее известных провоспалительных 
медиаторов активации тучных клеток (гистамин; 
серотонин; фактор, активирующий тромбоци-
ты; цитокины и др.), которые могут являться 
причиной АО у 20% населения [2], существует 
вазоактивный медиатор брадикинин, который 
является основным фактором временного увели-
чения сосудистой проницаемости у пациентов с 
редкой формой АО – наследственным ангиоотё-
ком (НАО) [3]. 

НАО – редкое и потенциально жизнеугро-
жающее генетическое заболевание, клинически 
проявляющееся рецидивирующими острыми 
приступами отёков с поражением любых участ-
ков тела, в том числе слизистых оболочек. Отёки, 
как правило, формируются достаточно медленно 
– в течение 2-12 часов, затем саморазрешаются в 
течение 2-5 суток [4]. Причиной НАО являются 
патологические аллельные варианты, в подавля-
ющем большинстве случаев локализованные 
в гене c низкой пенетрантностью – SERPING1, 
кодирующем белок ингибитора С1-эстеразы, 
которые приводят к количественному (НАО тип 
I) или функциональному (НАО тип II) дефициту 
этого белка [5, 6]. Ингибитор С1-эстеразы – се-
риновая протеаза, которая принимает участие в 
регуляции работы системы комплемента, калли-
креин-кининовой системы, системы свертывания 
крови по внутреннему пути и фибринолитиче-
ской системы [7]. Характерными особенностя-
ми отёков при НАО являются отсутствие зуда, 
гиперемии кожи, сопутствующей крапивницы, 

а также отсутствием терапевтического ответа 
на применение антигистаминных и кортикосте-
роидных препаратов [8]. Распространенность 
НАО, связанного с дефицитом ингибитора С1-
эстеразы в странах с высоким уровнем оказания 
диагностической и медицинской помощи состав-
ляет 1:10 000 – 1:50 000 [9]. При лабораторной 
диагностике НАО используются такие основные 
иммунологические показатели, как определение 
количества компонентов системы комплемента 
С4 и ингибитора С1-эстеразы, определение функ-
циональной активности ингибитора С1-эстеразы 
[8]. Что касается теста по определению количе-
ства ингибитора С1-эстеразы при диагностике 
пациентов с НАО, то у пациентов с НАО тип I 
его количество в сыворотке, как правило, опреде-
ляется сниженным более чем на 50% от нижнего 
значения нормы, а у пациентов с НАО тип II, 
напротив, детектируется в пределах нормальных 
значений или завышенным [10]. Ввиду того, что 
ген SERPING1 имеет низкую пенетрантность, у 
носителя патогенетического нарушения первый 
приступ НАО может развиться без каких-либо 
клинических предпосылок. Среди европейской 
популяции медиана дебюта НАО, связанного с 
дефицитом ингибитора С1-эстеразы приходится 
на 8-12 летний возраст, однако описаны случаи 
дебюта как в 1 год, так и после 40-60 лет [11, 12, 
13]. В свою очередь отсутствие или позднее при-
менение эффективной терапии приступа НАО 
может привести к смерти пациента по причине 
обструкции верхних дыхательных путей [14]. 
Таким образом, вопросы ранней диагностики 
НАО имеют большое клиническое значение и 
представляют собой актуальную практическую 
задачу системы здравоохранения. Несмотря на 
то, что тест по определению количества ингиби-
тора С1-эстеразы в диагностике НАО применяет-
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ся с 1990-х годов [15], в Беларуси использование 
указанного теста ограничено, что затрудняет 
диагностику. Для решения диагностических и 
классификационных задач при постановке диа-
гноза НАО в Беларуси мы исследовали диагно-
стическую значимость определения количества 
копий гена SERPING1 у пациентов с разными 
типами НАО, связанного с дефицитом ингиби-
тора С1-эстеразы.

Целью данного исследования явилось дать 
оценку диагностической значимости определения 
количества копий гена SERPING1 у пациентов с 
разными типами наследственного ангиоотёка, 
связанного с дефицитом ингибитора С1-эстеразы.

Материалы и методы
Объектом исследования послужили образцы 

биологического материала условно здоровых 
индивидов (контрольная группа, n=50) из отде-
ления трансфузиологии и экстракорпоральных 
методов лечения государственного учреждения 
«Республиканский научно-практический центр 
детской онкологии, гематологии и иммунологии», 
которые по результатам медицинского осмотра 
были допущены к донорской функции. Чтобы 
минимизировать риски включения в контроль-
ную группу бессимптомных носителей патоге-
нетического нарушения в гене SERPING1, в неё 
вошли индивиды старше 22 лет. Медиана возрас-
та контрольной группы составила 34,4 года (диа-
пазон: 22-62 года). Помимо этого, в исследование 
включены образцы биологического материала 
пациентов (n=17) с генетически подтверждённым 
НАО (5 пациентов с НАО тип II и 12 пациентов 
с НАО тип I). Всем пациентам с НАО лечение и 
профилактика приступов заболевания не про-
водилась на протяжении как минимум двух 
недель. Информированное согласие получено у 
всех субъектов и/или их официальных опекунов.

В качестве материала для исследования копий 
гена SERPING1 использовали РНК, выделенную 
из мононуклеарных клеток периферической кро-
ви методом фенол-хлороформной экстракции с 
показателями оптической плотности 260/280 нм 
и 230/260 нм ≥1,8. Оптическую плотность ну-
клеиновых кислот образцов РНК измеряли по-
средством спектрофотометра DS-11 FX (DeNovix, 
США). Синтез кДНК осуществляли из 1 µg РНК. 
Для нормализации экспрессии использовали 
контрольный ген (CD64).

При выполнении полимеразной цеп-
ной реакции использовали следующие прай-
меры и флуоресцентные пробы (Прайм-
тех, Беларусь): прямой праймер SERPING1 

( 5 ’ - G T G C C C AT G AT G A ATAG C A AG - 3 ’ ) , 
о б р а т н ы й  п р а й м е р  S E R P I N G 1 
(5’-GCTGGTCGTCACTTTGATGC-3’), флу-
оресцентная проба SERPING1 (5’-FAM-
TGTGGCCCATTTCATTGACCAAACTTTG-
TA M R A - 3 ’ ) ;  п р я м о й  п р а й м е р  C D 6 4 
( 5 ’ - C G A C C C C C A G C TA C A G A AT C – 3 ’ ) , 
о б р а т н ы й  п р а й м е р  C D 6 4 
( 5 ’ - T T C C A C G C AT G A C A C C T C A A- 3 ’ ) , 
фл уор е сцен тная  пр о б а  CD64 (5 ’ -HEX-
T C C A C A G A G G C T G G C TA C TA C T G C A-
TAMRA-3’). Последовательности праймеров с 
флуоресцентной пробой для генов SERPING1 и 
CD64 заимствованы из статьи [16].

Количество копий гена SERPING1 подсчиты-
вали методом ПЦР «в режиме реального време-
ни» на программируемом термоциклере CFX96 
(Bio-Rad, США). В качестве калибраторов ис-
пользовали серийные разведения плазмидной 
ДНК с концентрацией 106, 105, 104, 103 копий в 
5 мкл. Плазмидные стандарты представляли со-
бой клонированные в вектор pTZ57_R (Invitrogen, 
США) последовательности кодирующих областей 
генов SERPING1 и CD64 с наименьшим числом 
нуклеотидных вариаций. Количество копий гена 
SERPING1 на 1 млн. лейкоцитов мононуклеарных 
клеток рассчитывали по формуле:

1000000 × среднее кол-во копий гена SERPING1 
/ среднее кол-во копий гена CD64

Реакционная смесь для ПЦР «в режиме ре-
ального времени» состояла из 5 мкл воды, 10 мкл 
2-кратного буфера с ДНК-полимеразой ArtMix 
(АртБиоТех, Беларусь) и сток-раствора праймеров 
(по 6 пмоль прямого и обратного праймеров и 4 
пмоль флуоресцентной пробы). Результаты ПЦР 
«в режиме реального времени» анализировали 
при помощи математического программного сред-
ства Real-Time RCR Data Analysis (Bio-Rad, США).

Количество ингибитора С1-эстеразы подсчи-
тывали в сыворотке крови на специализирован-
ном компактном анализаторе Dade Behring BN 
ProSpec (Siemens, Германия) нефелометрическим 
методом с использованием набора N Antiserum to 
Human C1-Inhibitor (Siemens, Германия).

Построение графиков и вычисления выпол-
няли с помощью программы «GraphPad Prizm 
6.0». Непараметрический критерий Манна-Уит-
ни использовали при определении значимости 
статистических различий. Различия считали 
статистически значимыми при p<0,05. Данные 
представлены в виде медианы (25%–75%). При 
построении прогностических моделей исполь-
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зовали признаки с уровнем значимости p<0,05. 
Интегральную диагностическую информатив-
ность устанавливали путём построения графика 
качества бинарной классификации (ROC-анализ) 
с определением площади под кривой AUC (от англ. 
Area Under Curve), при интерпретации получен-
ных результатов использовали общепринятую 
экспертную шкалу. Согласно экспертной шкале, 
показатель AUC должен находиться в диапазоне от 
0,5 до 1, а о высокой диагностической значимости 
результатов свидетельствует показатель близкий 
к 1. Кроме этого, о диагностической значимости 
полученных показателей судили на основании 
расчёта чувствительности, специфичности, диа-
гностической эффективности, положительной и 
отрицательной предсказательной ценности.

Результаты и их обсуждения
Для оценки диагностической значимости 

теста по определению количества копий гена 
SERPING1 у пациентов с разными типами НАО, 
связанного с дефицитом ингибитора С1-эстеразы 
мы сравнивали данные в контрольной группе и 
в группе симптомных пациентов с генетически 
подтвержденным НАО, полученные при опре-
делении количества ингибитора С1-эстеразы и 
количественных показателей гена SERPING1.

В контрольной группе медиана количества 
ингибитора С1-эстеразы в сыворотке крови 
составила 0,278 (0,241; 0,308) г/л, медиана коли-
чества копий гена SERPING1 составила 708830 
(559830; 1076100) копий. В группе пациентов 
с НАО тип I медиана количества ингибитора 
С1-эстеразы в сыворотке крови составила 0,054 
(0,052; 0,068) г/л, что значимо ниже в сравне-
нии с результатами теста в контрольной группе 

(U=1,00; p<0,0001). Медиана количества копий 
гена SERPING1 в группе пациентов с НАO тип I со-
ставила 264032 (205754; 392769) копий, что также 
значимо ниже в сравнении с результатами теста в 
контрольной группе (U=13,00; p<0,0001). В груп-
пе пациентов с НАО тип II медиана количества 
ингибитора С1-эстеразы в сыворотке крови со-
ставила 0,324 (0,308; 0,388) г/л, что значимо выше 
в сравнении с результатами теста в контрольной 
группе (U=43; p<0,05). По количеству копий гена 
SERPING1 в группе пациентов с НАО тип II зна-
чимых различий в сравнении с результатами теста 
в контрольной группе не выявлено, медиана со-
ставила 739222 (549180; 757991) (U=94; p=0,45).

При оценке диагностической значимости раз-
работанной нами методики в каждой группе 
пациентов (среди группы пациентов с НАО тип I 
и среди группы пациентов с НАО тип II) прово-
дили ROC-анализ с построением кривой (рис. 1). 
Вычисленная площадь под графиком качества 
бинарной классификации в группе пациентов с 
НАО тип I составила 0,987±0,015 (p<0,0001), что 
указывает на «очень хорошее» качество разрабо-
танной методики в соответствии с экспертной 
шкалой AUC, с диагностической чувствитель-
ностью и специфичностью равной 83,3% и 94% 
соответственно. Диагностическая эффективность 
составила – 90,5%, предсказательная ценность по-
ложительного результата – 100%, предсказатель-
ная ценность отрицательного результата – 94,5%.

Площадь под ROC-кривой при использовании 
разработанной нами методики для диагности-
ки пациентов НАО тип II составила 0,60±1,00 
(p=0,446) с диагностической чувствительностью 
– 40%, специфичностью 78% и диагностической 
эффективностью 90% (рис. 2). 

Рис. 1.  ROC-кривая определения диагностической 
значимости подсчёта количества копий гена 
SERPING1 в диагностике НАО тип I

Рис. 2.  ROC-кривая определения диагностической 
значимости подсчёта количества копий гена 
SERPING1 в диагностике НАО тип II
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Полученные данные относительно возмож-
ности использования разработанной нами ме-
тодики по определению количества копий гена 
SERPING1 в диагностике пациентов с НАО, свя-
занным с дефицитом ингибитора С1-эстеразы в 
сравнении с измерением количества ингибитора 
С1-эстеразы в сыворотке крови демонстрируют 
приемлемые результаты для использования в 
лабораторной практике. Диагностическая инфор-
мативность определения количества копий гена 
SERPING1 в диагностике НАО тип I с высокой 
чувствительностью и специфичностью позво-
ляет выявить у пациента сниженное количество 
копий гена SERPING1 относительно диапазона 
нормальных значений так же, как и определение 
количества ингибитора С1-эстеразы в сыворотке 
крови, который у пациентов с НАО тип I, как 
правило, снижен.

По результатам проведенного ROC-анализа в 
группе пациентов с НАО тип II установлено, что 
значения диагностической чувствительности и 
специфичности были статистически не значи-
мы, что свидетельствует о невысокой ценности 
определения копий гена SERPING1 у пациентов 
с функциональным дефицитом ингибитора С1-
эстеразы. Это обусловлено тем, что у данной 
группы пациентов, как и количество копий гена 
SERPING1, количество ингибитора С1-эстеразы 
в сыворотке крови детектируется в диапазоне 
нормальных значений либо завышенным. Завы-
шение показателей наблюдается тогда, когда после 
воздействия соответствующих факторов произо-
шла активация синтеза ингибитора С1-эстеразы, 
однако затем нефункционирующий ингибитор 
С1-эстеразы не расходуется и таким образом 
может накапливаться в крови. Диагностическую 
эффективность, предсказательную ценность по-
ложительного и отрицательного результата не 
рассчитывали ввиду нецелесообразности при-
менения метода в данной группе пациентов.

Заключение
1. Медиана количества копий гена SERPING1 в 

группе пациентов с НАO тип I значимо ниже в 
сравнении с результатами теста в контрольной 
группе (U=13,00; p<0,0001), а в группе паци-
ентов с НАO тип II значимых различий с ре-
зультатами теста в контрольной группе не вы-
явлено (U=94; p=0,45). Полученные результаты 
демонстрируют высокую корреляционную 
взаимосвязь при сопоставлении результатов, 
полученных при определении количества ин-
гибитора С1-эстеразы в сыворотке крови не-
фелометрическим методом (r=0,844; p<0,001).

2. Вычисленная площадь под графиком качества 
бинарной классификации в группе пациентов 
с НАО тип I составила 0,987±0,015 (p<0,0001), 
что указывает на «очень хорошее» качество 
разработанной методики в соответствии с экс-
пертной шкалой AUC. Полученные результаты 
свидетельствуют о высокой ценности определе-
ния копий гена SERPING1 у пациентов с количе-
ственным дефицитом ингибитора С1-эстераз.

3. Площадь под ROC-кривой для группы па-
циентов с НАО тип II составила 0,60±1,00 
(p=0,446), кроме этого, значения диагности-
ческой чувствительности и специфичности 
были статистически незначимы, что свиде-
тельствует о невысокой ценности определения 
копий гена SERPING1 у пациентов с функцио-
нальным дефицитом ингибитора С1-эстеразы. 

4. Количественный анализ копий гена SERPING1 
в клетках периферической крови может стать 
новым перспективным инструментом в диагно-
стике НАО, доступным к выполнению во мно-
гих учреждениях здравоохранения Беларуси. 
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