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Т.В. Козловская, И.Б. Тропашко, 
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АНАЛИЗ СПЕКТРА ГЕНЕТИЧЕСКИХ ВАРИАНТОВ РЕцЕПТОРА 
ЛИПОПРОТЕИНОВ НИЗКОй ПЛОТНОСТИ В ГРУППЕ 

ПАцИЕНТОВ С ГИПЕРХОЛЕСТЕРИНЕМИЕй

ГУ «РНПЦ радиационной медицины и экологии человека», г. Гомель, Беларусь

В статье приводятся результаты молекулярно-генетического анализа гена LDLR в 
группе из 48 пациентов с клиническими признаками гиперхолестеринемии. Посредством 
секвенирования дана характеристика распространенности редких вариантов и частых ге-
нетических полиморфизмов гена LDLR. Полученные данные являются отправной точкой 
для последующего исследования взаимосвязи генетических вариантов гена LDLR с раз-
витием гиперхолестеринемии в белорусской популяции, что даст возможность вырабо-
тать регионально адаптированные методы формирования групп повышенного риска раз-
вития данного заболевания.

Ключевые слова: гиперхолестеринемия, мутации, генетический полиморфизм, ген 
LDLR,  полимеразная цепная реакция. 

Введение

Сердечно-сосудистая патология в це-
лом относится к мультифакториальным за-
болеваниям, в ее генезе имеют значение как 
наследственный компонент, так и факторы 
среды. Однако ряд достаточно широко рас-
пространенных форм этой патологии может 
быть объяснен преимущественно дефекта-
ми в одном гене. К таким формам относит-
ся семейная гиперхолестеринемия (СГ), вы-
званная мутациями в гене рецептора липо-
протеинов низкой плотности (ЛНП). Эти 
формы рассматриваются как моногенные 
по причине наличия ведущего генетическо-
го фактора риска развития ИБС у пациен-
тов с СГ, и их распространенность в мире 
составляет 1 на 500 человек в общей попу-
ляции [1]. В мире проживает более 10 млн. 
человек с гетерозиготной формой гиперхо-
лестеринемии [2], но в подавляющем боль-
шинстве случаев эти пациенты остаются не 
диагностированными по причине скрыто-
го течения заболевания. Около 200 000 па-
циентов с гетерозиготной формой семей-
ной гиперхолестеринемии умирают каждый 
год от ишемической болезни сердца в ран-

нем возрасте [2]. C учетом того, что меди-
цинское вмешательство может существенно 
снизить прогресс заболевания, крайне акту-
альной является своевременная диагности-
ка гетерозиготных форм семейной гиперхо-
лестеринемии [3].

До недавнего времени диагности-
ка семейных форм гиперхолестеринемии 
в основном была сосредоточена на изме-
рении плазменных липопротеинов низкой 
плотности, выявлении ксантом сухожилий 
и ранней манифестации ИБС [1]. С разви-
тием молекулярно-биологических мето-
дов исследования появилась возможность 
типировать гетерозиготных носителей се-
мейных форм гиперхолестеринемии на 
молекулярно-генетическом уровне, что, в 
свою очередь, позволяет существенно уточ-
нить диагноз, проводить семейные исследо-
вания, давать генетические рекомендации и 
изучить взаимосвязь генотип-фенотип. 

Наиболее значимым для изучения на-
следственных форм гиперхолестеринемии 
является ген рецептора липопротеинов низ-
кой плотности – LDLR. Всего у пациентов с 
семейными формами гиперхолестеринемии 
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было идентифицировано более 300 различ-
ных мутаций гена LDLR [4], и этот список с 
каждым годом увеличивается. 

В мире различные мутации гена LDLR 
распределены неравномерно. Например, в 
относительно однородной популяции афри-
канцев Южной Африки у большинства па-
циентов с гетерозиготной СГ встречают-
ся всего три основные мутации [5]. В то же 
время в такой гетерогенной популяции, как 
Великобритания, вклад какой-либо выяв-
ленной мутации не превышает 1-2% от чис-
ла всех выявленных генетически отягощен-
ных случаев [4]. Этим обусловлена необхо-
димость проведения отдельного исследова-
ния спектра и частот встречаемости мута-
ций и генетических полиморфизмов гена 
рецептора ЛНП в белорусской популяции.  

Цель: Посредством молекулярно-
генетического скрининга дать первичную 
оценку полиморфизма гена LDLR в группе 
пациентов с клиническими признаками ги-
перхолестеринемии.

Материалы и методы исследования

Для проведения первичного молеку ляр-
но-генетического скрининга была сформи-
рована группа исследования, в которую вош-
ли 48 пациентов с клиническими признака-
ми гиперхолестеринемии без учета семейно-
го анамнеза заболевания. Группа включала 
29 мужчин (средний возраст 51,1 года) и 19 
женщин (средний возраст – 60,4 лет). 

Образцы ДНК для генетического ана-
лиза выделялись из цельной венозной кро-
ви SDS-методом. Анализ проводили в пре-
делах всей кодирующей последовательно-
сти гена LDLR (18 экзонов), а также про-
моторной области гена. Для проведения 
полимеразной цепной реакции были по-
добраны олигонуклеотидные праймеры, 
фланкирующие изучаемые фрагменты гена 
LDLR. Их основные характеристики пред-
ставлены в таблице 1.

ПЦР проводилась в 25 мкл смеси сле-
дующего состава: 2,5 мкл 10х Hot Start 
PCR Buffer (200 mM Tris-HCl pH 8,3, 200 
mM KCl, 50mM (NH4)2SO4) (Fermentas), 0,5 
мкл 10mM dNTP mix (Fermentas), 0,1 мкл 

каждого праймера (10 pM), 2,5 мкл 25mM 
MgCl2, 0,1мкл Hot Start Taq Polymerase 
(5ед./мкл) (Fermentas), 2-5 мкл образца 
ДНК, вода ПЦР-качества до объема 25 мкл.

Реакцию амплификации осуществля-
ли в приборе GeneAmp 2400 PCR System 
(Perkin-Elmer) по следующей программе: 
начальная денатурация – 5 мин. при 95°С, 
затем 35 циклов 1-минутной денатурации 
при 95°С, отжиг праймеров – 1 мин. при 
соответствующей температуре (Таблица 
1) и элонгация 2 мин. при 72°С. В завер-
шении – финальная элонгация 5 мин. при 
72°С и охлаждение до 4°С.

Первичный генетический скрининг 
осуществляли методом SSCP-PCR с элек-
трофоретической детекцией в 12% неде-
натурирующем полиакриламидном геле и 
окраской серебром.

Идентификация выявленных в резуль-
тате SSCP-анализа полиморфизмов осу-
ществлялась методом прямого секвени-
рования с прямым и обратным праймера-
ми при помощи генетического анализато-
ра AB 3500.   

Результаты исследований

Для изучения генетического разноо-
бразия в пределах гена LDLR сформирова-
на группа пациентов с признаками гипер-
холестеринемии. Состав группы с указа-
нием клинического диагноза и результатов 
лабораторных исследований (общий холе-
стерин, липопротеины высокой, низкой и 
очень низкой плотности, триглицериды и 
коэффициент атерогенности) приведены в 
таблице 2.  

В ходе проведенного первичного 
молекулярно-генетического скрининга в 
группе пациентов с гиперхолестеринеми-
ей был выявлен ряд конформационных по-
лиморфизмов. Данные изменения были за-
фиксированы в 10 различных экзонах гена 
LDLR. Последующий генетический ана-
лиз, проведенный посредством прямого 
секвенирования, позволил идентифици-
ровать каждый случай конформационного 
полиморфизма. Результаты данного анали-
за представлены в таблице 3.    
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В целом в группе исследования было 
выявлено 18 случаев редких вариантов 
гена LDLR у 14 пациентов. У четырех па-
циентов (GH2, GH16, GH36 и GH46) было 
выявлено по 2 различных варианта, отли-
чающихся от «дикого» типа (таблица 3). 

Следует отметить, что в ряде случаев из-
менения выявлены в интронной (некодирую-
щей) части LDLR, что исключает какой-либо 

клинических эффект. В одном случае у паци-
ента (GH16) из числа тех, у кого было выяв-
лено 2 различных варианта, оба изменения 
первичной структуры были выявлены в ин-
тронной части. У пациента GH02 было вы-
явлено одно изменение в интронной части, а 
второй вариант характеризовался как сино-
нимическая замена, не приводящая к измене-
нию структуры белка. Отмечен также случай 

Таблица 1 – Набор олигонуклеотидных праймеров для проведения ПЦР

№ п/п Название 
праймера Нуклеотидная последовательность 5’-3’ Длина фраг-

мента, п.н.
Температура 
отжига, Сº

1 LDLR_Pr_F CAGCTCTTCACCGGAGACC 278 542 LDLR_Pr_R ACCTGCTGTGTCCTAGCTGG
3 LDLR_1_F CACATTGAAATGCTGTAAATGACG 215 584 LDLR_1_R CTATTCTGGCGCCTGGAGCAAGC
5 LDLR_2_F TTGAGAGACCCTTTCTCCTTTTCC 184 596 LDLR_2_R TGCATATCATGCCCAAAGGGG
7 LDLR_3_F TTCCTTTGAGTGACAGTTCAATCC 196 568 LDLR_3_R GATAGGCTCAATAGCAAAGGCAGG
9 LDLR_4А_F GTTGGGAGACTTCACACGGTGATGG 356 6210 LDLR_4A_R ACTTAGGCAGTGGAACTCGAAGGCC
11 LDLR_4B_F CCCCAGCTGTGGGCCTGCGACAACG 269 6212 LDLR_4B_R GGGGGAGCCCAGGGACAGGTGATAG
13 LDLR_5_F AGAAAATCAACACACTCTGTCCTG 180 5814 LDLR_5_R GGAAAACCAGATGGCCAGCG
15 LDLR_6_F TCCTCCTTCCTCTCTCTGGC 179 5616 LDLR_6_R TCTGCAAGCCGCCTGCACCG
17 LDLR_7_F GGCGAAGGGATGGGTAGGGG 236 5718 LDLR_7_R GTTGCCATGTCAGGAAGCGC
19 LDLR_8_F CATTGGGGAAGAGCCTCCCC 220 6620 LDLR_8_R GCCTGCAAGGGGTGAGGCCG
21 LDLR_9_F CCCCTGACCTCGCTCCCCGG 224 6622 LDLR_9_R GCTGCAGGCAGGGGCGACGC
23 LDLR_10_F ATGCCCTTCTCTCCTCCTGC 278 5824 LDLR_10_R AGCCCTCAGCGTCGTGGATA
25 LDLR_11_F TCCTCCCCCGCCCTCCAGCC 194 6626 LDLR_11_R GCTGGGACGGCTGTCCTGCG
27 LDLR_12_F GCACGTGACCTCTCCTTATCCACTT 209 5628 LDLR_12_R CACCTAAGTGCTTGCATCTCGTACG
29 LDLR_13_F GTCATCTTCCTTGCTGCCTG 217 6230 LDLR_13_R TTCCACAAGGAGGTTTCAAGGTTGGGGGGG
31 LDLR_14_F AAATTTCTGGAATCTTCTGG 288 5932 LDLR_14_R GCAGAGAGAGGCTCAGGAGG
33 LDLR_15_F CCTGACTCCGCTTCTTCTGCCCCAG 203 6034 LDLR_15_R CGCAGAAACAAGGCGTGTGCCACAC
35 LDLR_16_F CCTTCCTTTAGACCTGGGCC 173 5836 LDLR_16_R CATAGCGGGAGGCTGTGACC
37 LDLR_17_F GGGTCTCTGGTCTCGGGGGC 240 5838 LDLR_17_R GGCTCTGGCTTTCTAGAGAGGG
39 LDLR_18_F TCCGCTGTTTACCATTTGTTGGCAG 126 5740 LDLR_18_R AATAAAACAAGGCCGGCGAGGTCTC
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Таблица 2 – Клиническая информация о пациентах 

№ 
п/п ID Пол Воз-

раст Диагноз
Об-
щий 

холест
ЛПВП ЛПНП ТГ ЛПОНП КА

1 GH001 М 36 АГ 2 ст., риск 3 5,60 1,08 3,01 8,12 3,69 4,20
2 GH002 М 57 АГ 3 ст., риск 4 6,60 1,00 3,12 3,03 1,38 5,60
3 GH003 Ж 62 АГ 2 ст., риск 4 7,30 1,37 4,22 2,46 1,12 4,30
4 GH004 Ж 62 ИБС, АГ 3 ст., риск 4 6,80 1,04 4,56 1,77 0,80 5,50
5 GH005 М 57 ИБС, АГ 2 ст., риск 4 5,90 1,47 4,35 0,88 0,40 3,00
6 GH006 Ж 58 ИБС, АГ 2 ст., риск3 6,40 1,12 3,74 2,15 0,98 4,70
7 GH007 М 60 ИБС, АГ 3 ст., риск 4 7,00 1,25 3,89 2,54 1,15 4,60
8 GH008 М 56 ИБС, АГ 2 ст., риск 4 6,60 1,38 1,62 1,66 0,75 3,80
9 GH009 Ж 52 АГ 2 ст., риск 2 67,00 1,80 3,99 2,00 0,91
10 GH010 М 56 ИБС, АГ 3 ст., риск 4 57,00 1,58 1,38 1,08 0,49 2,60
11 GH011 М 62 ИБС, АГ 3 ст., риск 4 6,30 1,30 1,21 2,33 1,06 3,80
12 GH012 М 33 АГ 2 ст., риск 2 6,40 1,37 3,31 2,47 1,12 3,70
13 GH013 М 50 АГ 2 ст., риск 2 7,50 1,81 1,66 2,03 0,92 3,10
14 GH014 М 35 АГ 3 ст., риск 4 6,40 1,60 0,88 2,86 1,30 3,00
15 GH015 М 57 ИБС, АГ 2 ст., риск 3 5,10 1,01 1,05 1,77 0,80 4,00
16 GH016 М 59 ИБС, АГ 3 ст., риск 4 6,40 1,24 1,89 1,00 0,45 4,20
17 GH017 М 56 ИБС, АГ 3 ст., риск 4 6,70 1,03 1,25 2,93 1,33 5,50
18 GH018 М 54 АГ 2 ст., риск 3 6,10 1,36 0,94 2,68 1,22 3,50
19 GH019 Ж 67 ИБС, АГ 3 ст., риск 4 7,40 1,36 4,94 1,10 0,50 4,00
20 GH020 М 51 ИБС, АГ 1 ст., риск 4 5,00 1,47 1,13 1,05 0,48 2,40
21 GH021 Ж 61 АГ 3 ст., риск 4 5,90 1,75 1,29 1,32 0,60 2,40
22 GH022 М 61 ИБС, АГ 3 ст., риск 4 7,10 1,46 1,52 2,29 1,04 3,90
23 GH023 М 55 ИБС, АГ 3 ст., риск 4 7,70 1,49 5,29 2,16 1,49
24 GH024 М 55 АГ 2 ст., риск 2 6,60 1,52 1,42 1,95 0,89 3,30
25 GH025 Ж 70 ИБС, АГ 3 ст., риск 4 5,00 1,06 0,96 1,87 0,85 3,70
26 GH026 М 53 АГ 2 ст., риск 3 6,30 1,30 1,47 1,46 0,66 3,60
27 GH027 М 59 ИБС, АГ 2 ст., риск 4 5,70 1,26 0,88 6,38 2,90 3,50
28 GH028 М 48 АГ 2 ст. 8,30 6,90 1,19 2,42 1,10 4,80
29 GH029 М 43 АГ 2 ст., риск 3 6,60 1,29 1,71 1,54 0,70 4,10
30 GH030 Ж 60 ИБС, АГ 1 ст., риск 4 7,50 1,51 1,87 1,87 0,85 4,00
31 GH031 Ж 48 АГ 2 ст., риск 4 7,00 1,15 1,73 2,05 0,93 5,10
32 GH032 М 39 АГ 3 ст., риск 4 5,60 1,29 0,04 4,22 1,92 3,30
33 GH033 М 44 АГ 3ст., риск 4 6,70 2,02 1,64 0,97 0,44 2,30
34 GH034 Ж 56 ИБС, АГ 3 ст., риск 4 6,20 1,68 1,16 1,86 0,85 2,60
35 GH035 Ж 53 ИБС, АГ 3 ст., риск 4 5,00 1,42 1,06 1,24 0,56 2,50
36 GH036 Ж 65 ИБС, АГ 2 ст., риск 4 3,70 1,29 0,71 0,85 0,39 1,90
37 GH037 Ж 60 АГ 2 ст., риск 3 7,00 1,65 4,53 1,80 0,82 3,20
38 GH038 М 40 АГ 2 ст., риск 3 6,70 1,22 1,09 3,08 1,40 5,70
39 GH039 М 41 АГ 2 ст., риск 3 4,50 0,78 0,04 3,63 1,65 4,80
40 GH040 М 51 АГ 1 ст., риск 2 6,00 1,06 0,50 3,85 1,75 4,70
41 GH041 Ж 53 АГ 3ст., риск 4 6,20 1,04 1,36 2,17 0,99 5,00
42 GH042 М 58 ИБС, АГ 3 ст., риск 4 8,30 1,36 5,76 2,60 1,18 5,10
43 GH043 М 38 АГ 3 ст., риск 4 4,10 0,80 1,78 3,34 1,52 4,10
44 GH044 Ж 60 ИБС, АГ 2 ст., риск 3 7,50 4,69 0,67 1,47 2,14 2,50
45 GH045 Ж 48 АГ 3 ст., риск 4 6,30 1,37 4,26 1,47 0,67 3,60
46 GH046 Ж 55 ИБС, АГ 3 ст., риск 4 6,80 1,85 4,50 0,99 0,45 2,70
47 GH047 Ж 74 ИБС, АГ 2 ст., риск 4 4,25 1,31 2,27 1,36 0,62 2,20
48 GH048 Ж 55 АГ 3 ст., риск 4 5,30 1,90 2,75 1,43 0,65 1,80
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(GH36), когда один вариант изменений выяв-
лен в интронной части, а второй представлял 
собой миссенс-мутацию, приводящую к из-
менению кодирующей последовательности 
аминокислоты и потенциально имеющую 
клиническое значение. В одном случае у па-
циента GH46 оба изменения представляли 
собой миссенс-мутации (таблица 3). 

В половине выявленных случаев ге-
нетические варианты представляли собой 
миссенс-мутации. Среди них наиболее рас-
пространенной оказалась мутация c.1171G>A 
(p.Ala391Thr), приводящая к замене аланина 
на триптофан в 391 кодоне гена LDLR. Дан-
ный тип изменения выявлен у 7 различных 
пациентов, в то время как, в соответствии с  
имеющимися литературными данными, этот 
генетический вариант в общей популяции 
встречается с частотой менее 1%.

Кроме редких вариантов гена LDLR, в 
нашем исследовании выявлены два частых 

генетических полиморфизма, локализован-
ных в 12-м (c.1773C>T) и 13-м (c.1959T>C) 
экзонах LDLR. Данные полиморфизмы по 
информации, имеющейся в соответствую-
щей базе данных SNP, распространены в 
общей популяции с частотой 28-30%. Оба 
эти варианта представляют собой синони-
мические замены.     

Заключение

В результате проведенного первичного 
генетического скрининга пациентов с ги-
перхолестеринемией дана характеристи-
ка распространенности редких вариантов и 
частых генетических полиморфизмов гена 
LDLR. Полученные данные являются от-
правной точкой для последующего иссле-
дования взаимосвязи генетических вари-
антов гена LDLR с развитием гиперхоле-
стеринемии в белорусской популяции, что 
даст возможность выработать региональ-

Таблица 3 – Характеристика генетических вариантов гена LDLR, выявленных в группе 
пациентов с гиперхолестеринемией

№ Образец Фрагмент 
гена

Код в dbSNP 
и др БД

Позиция в 
NC_000019.9:

Позиция в  
NM_000527.4:

Позиция в  
NP_000518.1

Изменение амино-
кислоты

Тип 
изменения

Редкие варианты
1 GH17 04 экзон CM012620 g.11216124C>T c.729C>T p.Pro181Leu P [Pro] → L[Leu] missense

2 GH46 06 экзон CM045063 g.11218101G>A c.1038G>A p.Cys284Tyr C[Cys] → Y[Tyr] missense

3 GH16 07 экзон rs2738442 g.11221454T>C c.1060+7T>C - - intronic

5 GH18 07 экзон rs2738442 g.11221454T>C c.1060+7T>C - - intronic

4 GH16 07 экзон rs12710260 g.11221457G>C c.1060+10G>C - - intronic

6 GH12 08 экзон rs11669576 g.11222300G>A c.1171G>A p.Ala391Thr A [Ala] → T [Thr] missense

7 GH20 08 экзон rs11669576 g.11222300G>A c.1171G>A p.Ala391Thr A [Ala] → T [Thr] missense

8 GH29 08 экзон rs11669576 g.11222300G>A c.1171G>A p.Ala391Thr A [Ala] → T [Thr] missense

9 GH36 08 экзон rs11669576 g.11222300G>A c.1171G>A p.Ala391Thr A [Ala] → T [Thr] missense

10 GH43 08 экзон rs11669576 g.11222300G>A c.1171G>A p.Ala391Thr A [Ala] → T [Thr] missense

11 GH44 08 экзон rs11669576 g.11222300G>A c.1171G>A p.Ala391Thr A [Ala] → T [Thr] missense

12 GH46 08 экзон rs11669576 g.11222300G>A c.1171G>A p.Ala391Thr A [Ala] → T [Thr] missense

13 GH02 10 экзон rs147896205 g.11224397C>T c.1545C>T p.Asn515= N [Asn] → N [Asn] cds-synon

14 GH36 11 экзон rs5929 g.11226800C>T c.1617C>T p.Pro539= P [Pro] → P [Pro] cds-synon

15 GH45 11 экзон rs5929 g.11226800C>T c.1617C>T p.Pro539= P [Pro] → P [Pro] cds-synon

16 GH13 13 экзон rs5926 g.11230842C>T c.1920C>T p.Asn640= N [Asn] → N [Asn] cds-synon

17 GH02 14 экзон rs72658867 g.11231203G>A c.2140+5G>A - - intronic

18 GH09 17 экзон rs183496025 g.11240173G>A c.2390-16G>A - - intronic

Частые генетические полиморфизмы

1 12 экзон rs688 g.11227602C>T c.1773C>T p.Asn591= N [Asn] → N [Asn] cds-synon

2 13 экзон rs5925 g.11230881T>C c.1959T>C p.Val653= V [Val] → V [Val] cds-synon
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но адаптированные методы формирования 
групп повышенного риска развития данно-
го заболевания. 

Данная работа выполнена в рамках Госу-
дарственной программы научных исследований 
«Фундаментальная и прикладная медицина и 
фармация» (договор № 1.2.48 от 03.01.2013 г.).
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SPECtrUM ANAlYSIS OF GENEtIC VArIANtS OF lOw 
DENSItY lIPOPrOtEIN rECEPtOr IN thE GrOUP OF 

PAtIENtS wIth hYPErChOlEStErOlEMIA

The article presents the results of molecular genetic analysis of LDLR gene in a group of 
48 patients with clinical signs of hypercholesterolemia. By sequence analysis we have given 
a characteristic of prevalence of rare variants and frequent genetic polymorphisms of LDLR 
gene. The obtained data are the starting point for further studies on the correlation of genetic 
variants of LDLR gene with the development of hypercholesterolemia in the Belarusian popu-
lation, thereby enabling us to make regionally adapted methods of forming groups of high risk 
disease development.

Key words: hypercholesterolemia, mutations, genetic polymorphisms, LDLR gene, poly-
merase chain reaction.
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